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FIGURA CARACTERISTICA

OBTENER LA INFORMACION DE SECUENCIA DE AND DE UN LUéAR
GENETICO DEFINIDO DE UNA POBLACION DE
SUJETOS APROPIADA

Y

USO DEL ALGORITMO DE LA ALINEACION DE SECUENCIAS MULTIPLES
PARA DEFINIR LOS BLOQUES DE HAPLOTIPO EN LA REGION
GENETICA QUE ESTA SIENDO ESTUDIADA

CONSTRUIR EL ARBOL FILOGENETICO QUE REPRESENTA LOS
ENLACES ENTRE LOS BLOQUES DE HAPLOTIPO
DEFINIDOS

VIAJAR HACIA ABAJO DE LAS RAMAS DEL ARBOL FILOGENETICO,
CONTANDO LOS SUJETOS QUE REPRESENTAN CADA
UNO DE UN FENOTIPO DE INTERES PARA CADA NODO

Y

IDENTIFICAR UN NODO EN DONDE LA PROPORCION
DE SUJETOS AFECTADOS: NO AFECTADOS PARA EL FENOTIPO DE
INTERES ES SUBSTANCIALMENTE DIFERENTE QUE LA
DEL NODO ANTERIOR, EL CUAL ES UN PUNTO
DE RAMIFICACION DE INTERES

FIG. 1
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(54) Title: METHOD OF IDENTIFYING DISEASE RISK FACTORS

(57) Abstract: Provided herein is a method for identifying a genetic vari-
ant that is associated with development of a condition of interest (e.g.,
Alzheimer's disease), and' genetic variants so identified. Methods of treat-
ment with an active agent (e.g., with a particular active agent and/or at an
l earlier age) is also provided, upon detecting a genetic variant described
herein. In some embodiments, the genetic variant is a deletion/insertion
polymorphism (DIP) of the TOMM40 gene. Kits for determining if a sub-
ject is at increased risk of developing late onset Alzheimer's disease is also
provided. Kits for determining if a subject is responsive to treatment for a

l condition of interest with an active agent are further provided.

|

OBTAIN DNA SEQUENCE INFORMATION OF A
DEFINED GENETIC LOCUS FROM AN APPROPRIATE
SUBJECT POPULATION

USE MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT
ALGORITHM TO DEFINE HAPLOTYPE BLOCKS
IN THE GENETIC REGION BEING STUDIED

CONSTRUCT PHYLOGENETIC TREE REPRESENTING
LINKS BETWEEN DEFINED HAPLOTYPE BLOCKS

l

TRAVEL DOWN BRANCHES OF THE PHYLOGENETIC
TREE, COUNTING SUBJECTS REPRESENTING EACH
OF A PHENOTYPE OF INTEREST FOR EACH NODE

!

IDENTIFY A NODE WHERE THE RATIO OF
AFFECTED:NONAFFECTED SUBJECTS FOR
THE PHENOTYPE OF INTEREST IS SUBSTANTIALLY
DIFFERENT THAN THAT OF THE PREVIOUS NODE,
WHICH 1S A BRANCHING POINT OF INTEREST

FIG. 1
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ETODO DE IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO DE

LA ENFERMEDAD

Solicitudes Relacionadas

La presente solicitud reclama la prioridad sobre |la
Solicitud Provisional de Patente: Norteamericana No.
61/088,203, presentada en Agosto 12, 2008; la Solicitud
Provisional de Patente Norteamericana No. 61/186,673,
presentada en Junio 12, 2009; y la ;Solicitud Provisional de
Patente Norteamericana No. 61/224,647, presentada en Julio
10, 2009, cuyas descripciones estan incorporadas en su
totalidad a la presénte solicitud como referencia.

Campo de la Invencién

La presente invencién se refiere al campo de la gendmica,
genética, farmacogenética, y bioinformatica, que incluye el
analisis del genoma en el estudio de Ié variacion de secuencias
de ADN. La presente invencién tambiéh se refiere a estudios de
asociacién entre variaciones en las secuencias de ADN y la
anticipacioén de una susceptibilidad individual a una
enfermedad, desorden, o padecimiento particular y/o la
respuesta a un farmaco o tratamiento particular.

Antecedentes de la Invencién

La buUsqueda de marcadores 'genéticos asociada con

enfermedades complejas en progreso. Los estudios de

exploracién a nivel del genoma ' con adaptaciones SNP
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contintan destacando una regién ApoE como el area mas
importante para la investigacién en el estudio de la enfermedad
de Alzheimer (Coon y asociados, J. CIir"1. Psychiatry 68: paginas
613 a 618 (2007); Li y asociados, Arch‘. Neurol. 65: paginas 45
a 53 (2007)).

La isoforma ApoE 4 habia sido aﬁteriormente asociada de
manera fuerte con el riesgo creciénte de desarrollar |la
enfermedad de Alzheimer en una preséntacién tardia. (Pericak-
Vance y asociados, A}n. J. Hum. Genet. 48, paginas 1034 a
1050 (1991); Martin y asociados, 2000, Patente Norteamericana
No. 6,027,896 otorgada a Roses,; y asociados, Patente
Norteamericana No. 5,716,828 otorgada a Roses y asociados).
La relacion es dependiente de Ila dosis (Yoshizawa vy
asociados,1994; Schellenberg, 1995).;Es decir, un portador de
dos alelos ApoE 4 es mas probablemente que desarrolle una
enfermedad de Alzheimer de presentacién tardia (LOAD) que un
portador de solamente un alelo (LOAﬁ) ApoE 4, y en una etapa
temprana (Corder y asociados, Scienc‘e 261, paginas 921 a 923
(1993)).

No obstante, los alelos E4 son responsables de nada mas
el 50% de la enfermedad hereditaria de Alzheimer. Una
explicaciéon es que el alelo ApoE 4 Unicamente sirve como un
marcador subrogado para algo en ei enlace del désequilibrio
cercano. Alternativamente, tomand;o en consideraciéon el

descubrimiento reciente de un rol mecanico para el alelo ApoE
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4 en la toxicidad de la mitocondria, los efectos negativos del
alelo ApoE 4 pueden ser abrogados o eXacerbados por otros
productos del gen codificados de manera cercana (Chang vy
asociados, 2005). ‘

Como la condicién del ApoE también esta asociada con el
riesgo de la enfermedad de la arteria coronaria y probablemente
también es un huésped de otras enfermedaaes y padecimientos,
las implicaciones del estudio de la regién ApoE no elstén
limitadas a la enfermedad de AIzheimér, sino que estan
alcanzando potencialmente mas lejos (Mahley y asociados,
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 103: paginas 5644 a 5651 (2006)).
Mas ampliamente, el examen de las secuencias variantes para
los procesos o trayectorias que rodean“ los genes en el
desequilibrio de enlace con otras regioneé genéticas que se
conoce que estan involucradas en procesbs de enfermedad
complejas proporcionaran informacién valiosa para descifrar los
mecanismos de dichas enfermedades.

Breve Descripciéon de la Invencién

Aqui se proporciona un método para identificar una
variante genética que esta asociada con el desarrollo de un
padecimiento de interés (por ejemplo, la preéentacién tardia o
temprana de una enfermedad de interés), que comprende: (a) la
determinacion de las muestras biolégicas que contienen el ADN
de las secuencias de nucleétidos llevadas para una pluralidad

de sujetos humanos individuales en un lugar genético de
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interés, en donde los sujetos incluyen émbos (/) los sujetos
afectados con el padecimiento de interés“ y (ii) los sujetos no
afectados con el padecimiento de interés; (b) identificar la
variante genética de dicho lugar genético de las secuencias de
nucledtidos observadas en dicha pluraliﬁad de sujetos (por
ejemplo, utilizando un analisis de alinéacién de secuencia
multiple); (¢) mapear las variantes genéticas construyendo un
arbol filogenético de dichas secuencias‘ de nucledétidos de
dichos sujetos, comprendiendo dicho : arbol ramas que
identifican cambios de variahfes entre dichos sujetos (por
ejemplo, cambios de variantes en el hismo cistréon); (d)
examinar las variantes genéticas representédas como ramas en
dicho arbol y determinar la proporcién de sujetos afectados y no
afectados para identificar los cambios que conducen a una
proporcion cambiada de sujetos afectados o no afectados
(preferentemente en donde el punto de pa“rtida es la variante
genética que representa el nimero mayor de sujetos); y luego
(e) identificar una variante o grupo de variantes genéticas (un
haplotipo) en donde la proporcién de sujeios afectados a no
afectados es substancialmente diferente a u“na 0 mas variantes
adyacentes de dicho arbol (por ejemplo, por lo menos en un 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, o 90% diferentés) para identificar
de este modo una variante genética asociada con el desarrollo

de dicho padecimiento de interés.

| O



10

15

20

25

En algunas modalidades, todos los s“ujetos son portadores
de un mismo polimorfismo conocido que esta asociado con el
padecimiento de interés.

En algunas modalidades, el padecifniento de interés es
una enfermedad neurodegenerativa, una enfermedad metabdlica
(por ejemplo, dislipidemia), una enfermedad cardiovascular, un
padecimiento psiquiatrico, o cancer. En alg“unas modalidades, la
enfermedad de interés es una enfermedad en la cual el ApoE
y/o TOMM40 estdn implicados en la 'patogénesis de Ia
enfermedad.

En algunas modalidades, el padecimi"‘ento de interés esta
asociado con la disfuncion aumentada o disminuida de la
mitocondria. En algunas modalidades, el padecimiento de
interés es esquizofrenia. En algunas modalidades, el
padecimiento de interés es una enfermédad de la arteria
coronaria. En algunas modalidades, el padecimiento de interés
es la diabetes melitus tipo Il. En algunas modalidades, el
padecimiento de interés es la enfermedad de Parkinson. En
algunas modalidades, el padecimiento Qe interés es la
enfermedad de Alzheimer.

En algunas modalidades, el facto“r de riesgo del
polimorfismo conocido es el alelo de Apol{ipoproteina E (por
ejemplo, ApoE 2, ApoE 3 o ApoE 4).

En algunas modalidades, el lugar genético de interés es

un desequilibrio de enlace con el polimorfismo conocido. En
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algunas modalidades, el lugar genético“de interés es en el
mismo cromosoma y menos de 10, 20, 30 40, 6 50 kilobases
lejos del polimorfismo conocido. En algunas modalidades, el
lugar genético es el gen TOMMA40.

También se proporciona un métodd para determinar el
riesgo aumentado del desarrollo de un padecimiento de interés,
el cual comprende: (a) determinar de una muestra bioldgica que
contiene el ADN una variante genética identificada por el
método de cualquiera de los parrafos preé;edentes portado por
un sujeto individual;. y luego (b) determinar que el sujeto se
encuentra en un riesgo aumentado para el desarrollo del
padecimiento de interés cuando esta p{resente la variante
genética.

Ademas se proporciona un método “para determinar el
riesgo aumentado para el desarrollo del la enfermedad de
Alzheimer en un sujeto (por ejemplo, un sujeto portador de por
lo menos un alelo Apo E3), que comprende: (a) determinar de
una muestra bioldgica que contiene el ADN tomado del sujeto
en la presencia o auséncia de la varianté genética del gen
TOMM40 asociado con el riesgo aumentado o disminuido de la
enfermedad de Alzheimer; y (b) determinar que el sujeto se
encuentra en un riesgo aumentado o .disminuido de la
enfermedad de Alzheimer cuando l|la variante genética esta
presente o ausente.

En algunas modalidades, se determina si el sujeto es un
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sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/E4. En
algunas modalidades, se determina si el sujeto es un sujeto Apo
E3/E3 o E3/EA4. |

En algunas modalidades, el método incluye ademas el
paso de: (c¢) administrar un agente activo “contra la enfermedad
de Alzheimer al sujeto en una cantidad ef‘ectiva de tratamiento
cuando el sujeto es determinado que se ehcuentra en riesgo de
la enfermedad de Alzheimer. |

En algunas modalidades, el paso d_e administraciéon se
lleva a cabo en el sujeto en una edad ﬂtemprana cuando el
sujeto es determinado que se encueﬁtra en un riesgo
aumentado por la presencia o ausencia de“la variante genética
comparado con un sujeto en el cual la variante genética no esta
presente o ausente (por ejemplo, para u“n sujeto ApoE 4/4,
comenzando a la edad de 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 6 53
anos, y continuamente a través de cada aﬁo posterior, en vez
de comenzar a la edad de 55 afios o mayor; para un sujeto
ApoE 4/3, a la edad de 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 6 58
afnos, y continuamente a través de cada afo posterior, en vez
de comenzar a la edad de 60 afos o mayor; para un sujeto
ApoE 3/3, a la edad de 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 6 63
afos, y continuamente a través de cada aﬁp posterior, en vez
de comenzar a la edad de 65 afios o mayor; y para un sujeto
ApoE 2/3, a la edad de 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 6 68

afos, y continuamente a través de cada afio posterior, en vez

>
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de comenzar a la edad de 70 afios o mayoir).

En algunas modalidades, el agente activo es seleccionado
del grupo consistente de inhibidores de acetilcolinesterasa,
antagonistas del receptor de NMDA, agonistas o moduladores
de PPAR (por ejemplo, farmacos ae las clases de
tiazolidindiona o glitazar), anticuerpos, :proteinas de fusién,
moléeculas terapéuticas de ARN, y combinaciones de las
mismas. En algunas modalidades, el agente activo es
rosiglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable de Ila
misma. |

En algunas modalidades, la variante genética del gen
TOMM40 es una variante que se encuentra en la lista de la
Tabla 1 que se presenta mas adelante.

Se proporciona también u\n método de tratamiento de un
sujeto (por ejemplo, un sujeto que tiene por lo menos un alelo
ApoE 3) para la enfermedad de Alzheime"_r administrando un
agente activo contra la enfermedad de Alzheimer al sujeto en
una cantidad efectiva de tratamiento; comprendiendo la mejora:
la administracién del agente activo al sujeto en una edad
temprana cuando el sujeto es portador de una variante gené-tica
del gen TOMM40 asociada con el riesgo' aumentado de la
enfermedad de Alzheimer comparado ' con un sujeto
correspondiente quien no es el portador de la variante genética
(por ejemplo, para un sujeto ApoE 4/4, comenzando a la edad

de 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 6 53 afnos, "y continuamente a
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través de cada afio posterior, en vez de éomenzar a la edad de
55 afios o mayor; para un sujeto ApoE 4/3, a la edad de 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 6 58 afios, y continuamente a través de
cada afio posterior, en vez de comenzar a la edad de 60 afos o
mayor; para un sujeto ApoE 3/3, a la edad de 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 6 63 afios, y continuamente a través de cada afo
posterior, en vez de comenzar a la edad dé 65 anos o maydr; y
para un sujeto ApoE 2/3, a la edad de 60; 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 6 68 afos, y continuamente a través de cada afo
posterior, en vez de comenzar a la edad de 70 afios o mayor).

En algunas modalidades, el sujeto es un sujeto Apo E2/E2,
E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, E4/E4. En alguhas modalidades, el
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

En algunas modalidades, el agente activo es seleccionado
del grupo consistente de inhibidores de ‘acetilcolinestefasa,
antagonistas del receptor de NMDA, agoniétas 0 moduladores
de PPAR (por ejemplo, farmacos de las clases de
tiazolidindiona o glitazar), anticuerpos, prbtel’nas de fusién,
moléculas terapéuticas de ARN, y combinaciones de las
mismas. Eﬁ algunas modalidades, el agente activo es
rosiglitazona o una sal farmacéuticamentel‘-‘ aceptable de |la
misma.

En algunas modalidades, la variante genética del gen
TOMM40 es un polimorfismo de eliminacién/insercién (DIP). En

algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo de insercién.

[S
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En algunas modalidades, el DIP esl‘ un polimorfismo de
eliminacidén/insercién poli-T (por ejemplo,. un poli-T de entre 5y
100, 6 10y 80, 6 20 y 50 bp).

En algunas modalidades, la variante genética del gen
TOMM40 es una variante que se encuentra en la Tabla 1 que se
presenta mas adelante. En algunas modalidades, el DIP es
rs10524523, rs10602329 o DIP3. En algunas modalidades, el
DIP es rs10524523. |

Ademas se proporciona un método de tratamiento para un
padecimiento de interés, en donde e‘I padecimiento de interés
esta asociado con el alelo ApoE y/o el gen TOMM40, para un
paciente que lo necesita, incluyendo el fnétodo los pasos de:
(a) determinar la presencia o ausencia de una variante genética
identificada por el método del parrafo 1-12 portada por un
sujeto individual para generar un perfil genético del paciente; y
luego, si el perfil indica que el paciente actia en respuesta a un
agente activo, (b) administrar el agente activo al sujeto en una
cantidad efectiva de tratamiento para tratar el padecimiento de
interés.

En algunas modalidades, el agente activo es seleccionado
del grupo consistente de inhibidores de acetilcolinesterasa,
antagonistas del receptor de NMDA, agonistas o moduladores
de PPAR (por ejemplo, farmacos de las <clases de
tiazolidindiona o glitazar), anticuerpos, proteinas de fusidn,

moléculas terapéuticas de ARN, y combinaciones de las
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mismas. En algunas modalidades, él agente activo es
rosiglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma.

En algunas modalidades, la variapte genética del gen
TOMM40 es un polimorfismo de eliminacién/insercion (DIP). En
algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo de insercion.
En algunas modalidades, el DIP es ‘un polimorfismo de
eliminacién/inserciéon poli-T (por ejemplo, una insercién de poli-
T de entre 5y 100, 6 10 y 80, 6 20 y 50 bp).

En algunas modalidades, la variante genética del gen
TOMM40 es una variante del gen TOMM4O de la lista de la
Tabla 1 que se presenta mas adelante. En algunas
modalidades, el DIP es rs10524523, rs10602329 o DIP3. En
algunas modalidades, el DIP es rs10524523.

También se proporciona un método de tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer en un sujeto, incluyendo: (a) detectar
de una muestra biolégica que contiene el ADN tomado del
sujeto en la presencia o ausencia de una Qariante genética del
gen TOMM40 asociada con la capacidadv‘ de respuesta a un
agente activo; y, si la variante genética esta presente, (b)
administrar el agente activo al sujeto en u“na cantidad efectiva
de tratamiento para tratar la enfermedad de Alzheimer.

En algunas modalidades, el sujeto es portador de por lo
menos un alelo ApoE 3. En algunas modalidades, el sujeto es

un sujeto Apo E3/E3 o E3/EA4.
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En algunas modalidades, el agente éctivo es seleccionado
del grupo consistente de inhibidores de acetilcolinesterasa,
antagonistas del receptor de NMDA, agonistas o moduladores
de PPAR (por ejemplo, farmacos “de las clases de
tiazolidindiona o glitazar), anticuerpos, proteinas de fusion,
moléculas terapéuticas de ARN, y combinaciones de las
mismas. En algunas modalidades, el“ agente activo es
rosiglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma.

En algunas modalidades, la variante genética del gen
TOMM40 es un polimorfismo de eliminacié“n/insercic’m (DIP). En
algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo de insercién.
En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo de
eliminacién/insercién poli-T (por ejemplo, Qn poli-T de entre 5y
100, 6 10y 80, 6 20 y 50 bp).

En algunas modalidades, la variante genética del gen
TOMM40 es una variante de la lista de la Tabla 1 que se
presenta mas adelante. En algunas modalidades, el DIP es
rs10524523, rs10602329 o DIP3. En algunas modalidades, el
DIP es rs10524523.

Se proporciona ademas el uso de un agente activo contra
la enfermedad de Alzheimer para la preparacién de un
medicamento para llevar a cabo un método de tratamiento para
la enfermedad de Alzheimer de acuerdo con los parrafos

establecidos anteriormente. También se proporciona el uso de



10

15

20

25

13

un agente activo contra la enfermedad de Alzheimer para llevar
a cabo un método de tratamiento pa“ra la enfermedad de
Alzheimer.

Se proporciona un método para determinar un prondéstico
para un paciente en riesgo de desarrol"‘lar la enfermedad de
Alzheimer, incluyendo la obtencién de un perfil del paciente, en
donde la obtencién del perfil del paciente incluye: detectar la
presencia o ausencia de por lo menos un alelo ApoE en una
muestra bioldgica del paciente, y detectar la presencia o
ausencia de por lo menos un polimorfismo de
eliminacion/insercion del gen TOMM40 (DIP) localizado en el
intrén 6 o el intrén 9 del gen TOMMA40, .‘y luego, convertir el
perfil del paciente en el prondstico, en dénde la presencia del
alelo ApoE y la presencia de por lo menos un polimorfismo DIP
del gen TOMM40 identifica al paciente como un paciente con
riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzﬁeimer.

En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo de
insercién. En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo
de eliminacion/insercién poli-T (por ejemplé, un poli-T de entre
5y 100, 6 10y 80, 6 20 y 50 bp). |

En algunas modalidades, el DIP es rs10524523,
rs10602329 o DIP3. En algunas modalidades, el DIP es
rs10524523.

En algunas modalidades, el método incluye ademas

detectar si el sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,
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E3/E3, E3/E4, E4/E4. En algunas modalidades, el sujeto es un
sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

También se proporciona un método‘para estratificar a un
sujeto dentro de un subgrupo de un ensayo clinico de una
terapia para el tratamiento de la enfer“medad de Alzheimer,
incluyendo el método: detectar la presencia o ausencia de por
lo menos un alelo ApoE en una muestra bioldgica del paciente,
y detectar la presencia o ausencia d"‘e por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercién del gen TOMM40 (DIP)
localizado en el intrén 6 o el_ intron 9 del gen TOMMA40, en
donde el sujeto es estratificado en un sub“grupo para el ensayo
clinico de la terapia basada en la presencia o ausencia de por
lo menos un alelo ApoE y/o DIP del gen TOMMA40.

En algunas modalidades, el DIP es, un polimorfismo de
insercion. En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo
de insercién poli-T (por ejemplo, una inéercién de poli-T de
entre 5y 100, 6 10 y 80, 6 20 y 50 bp).

En algunas modalidades, el DIP es rs10524523,
rs10602329 o DIP3. En algunas modalidades, el DIP es
rs10524523.

En algunas modalidades, el método incluye ademas
detectar si el sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,
E3/E3, E3/E4, E4/E4. En algunas modalidades, el sujeto es un
sujeto Apo E3/E3 o E3/E4. ‘

Se proporciona adicionalmente un método para identificar

0
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a un paciente en un ensayo clinico de un tratamiento para la
enfermedad de Alzheimer incluyendo: a) identificar a un
paciente diagnosticado con la enfermedad de Alzheimer; y b)
determinar un prondstico para el paciente diagnosticado con la
enfermedad de Alzheimer que comprendet obtener un perfil del
paciente, en donde el perfil del paciente comprende i) detectar
la presencia o ausencia de por lo menos un alelo ApoE en una
muestra biolégica del paciente, ii) detéctar la presencia o
ausencia de por lo menos. un'  polimorfismo de
eliminacién/insercion del gen TOMMA40 (bIP) localizado en el
intrén 6 o el intrén 9 del gen TOMMA40, y ‘iii) convertir el perfil
del paciente en el prondstico, incluyendo el prondstico una
prediccidon con respecto a si el paciente es“un candidato para el
ensayo clinico para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. | |

En algunas modalidades, el DIP es‘-‘un polimorfismo de
insercion. En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo
de eliminacién/insercién poli-T (por ejemplo, un poli-T de entre
5y 100, 6 10y 80, 6 20 y 50 bp). |

En algunas modalidades, el DIP es rs10524523,
rs10602329 o DIP3. En algunas modali;dades, el DiP es
rs10524523.

En algunas modalidades, el método incluye ademas
detectar si el sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,

E3/E3, E3/E4, E4/E4. En algunas modalidad.es, el sujeto es un
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sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.
Se proporciona un equipo para determinar si un sujeto se
encuentra en un riesgo aumentado de desarrollar la

presentacion tardia de la enfermedad de Alzheimer, incluyendo:

(A) por lo menos un reactivo que detecta especificamente los -

alelos ApoE 3, ApoE 4, o ApoE 2, en donde el reactivo es
seleccionado del grupo consistente de“ anticuerpos que se
enlazan selectivamente ApoE 3, ApoE 4, () ApoE 2, y muestras
de oligonucled6tidos que se enlazan select'ivamente al ADN que
codifica las mismas; (B) por lo menos uni‘reactivo que detecta
especificamente la presencia o ausencia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercion del‘_ gen TOMM40 (DIP)
localizado en el intrén 6 o el intrén 9 deli‘gen TOMM40; y (C)
instrucciones para determinar que el sujetd se encuentra en un
riesgo aumentado de desarrollar la preseﬁtacién tardia de la
enfermedad de Alzheimer mediante: (i) detectar la presencia o
ausencia de una isoforma ApoE en el sujeto con dicho al menos
un reactivo; (/i) detectar la presencia o ‘-‘ausencia de por lo
menos un polimorfismo de eliminacién/insercion del gen
TOMM40 (DIiP) localizado en el intrén 6 o el intron 9 del gen
TOMMA40; y (iii) observar si el sujeto se encuentra o noc en un
riesgo aumentado de desarrollar la enfermedad de Alzheimer de
presentacién tardia observando si la prese‘ncia de la isoforma
ApoE y el DIP del gen»TOMM40 es o no detectado con al menos

un reactivo, en donde la presencia de la isoforma ApoE y el DIP
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del gen TOMM40 DIP indica que elzsujeto se encuentra en un
riesgo aumentado de desarrollar la enfermedad de Alzheimer de
presentacion tardia. |

En algunas modalidades, dicho1 al menos un reactivo y las
instrucciones son empacadas en un solo contenedor.

En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo de
insercion. En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo
de eliminacién/inserciéon poli-T (por ejemplo, un poli-T de entre
5y 100, 6 10y 80, 6 20 y 50 bp).

En algunas modalidades, el DIP es rs10524523,
rs10602329 o DIP3. En algunasi modalidades, el DIP es
rs10524523.

En algunas modalidades, el paéo de determinacion incluye
ademas detectar si el sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3,
E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/E4. En algunas modalidades, el
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

Se proporciona un equipo pa‘ra determinar si un sujeto
actia en respuesta al tratamiento para un padecimiento de
interés, en donde el padecimiento de interés estda asociado con
el alelo ApoE y/o el gen TOMM40, con un agente activo,
incluyendo el equipo: (A) por lo menos un reactivo que detecta
especificamente el ApoE 3, ApoE ;4, 0o ApoE 2, en donde el
reactivo es seleccionado del grupo consistente de anticuerpos
que se enlazan selectivamente al A‘poE 3, ApoE 4, o ApoE 2, y

muestras de oligonucledtidos que se enlazan selectivamente al
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ADN que codifica los mismos; (B) por lo menos un reactivo que
detecta especificamente la presencia o ausencia de por lo
menos un polimorfismo de eliminacién/insercién del gen
TOMMA40 (DIP) localizado en el intrén 6 o el intron 9 del gen
TOMMA40; y (C) instrucciones para determinar que el sujeto
actua en respuesta al tratamiento para el padecimiento de
interés con el agente activo de interés mediante: (i) detectar la
presencia o ausencia de la isoforrpa ApoE en el sujeto con
dicho al menos un reactivo; (ii) detectar la presencia o ausencia
de por lo menos un polimorfismo de eliminacién/insercién del
gen TOMM4O (DIP) localizado en ei infron 6 o el intrén 9 del
gen TOMMA40; y (iii) determinar si‘ el sujeto actua o no en
respuesta al tratamiento observan‘do si la presencia de la
isoforma ApoE y el DIP del gen TOMM40 es o no detectada con
dicho al menos un reactivo, en donde la presencia del alelo
ApoE 3 y el DIP del gen TOMM40 indica que el sujeto actua en
respuesta al tratamiento con el agen‘te activo.

En algunas modalidades, dicho al menos un reactivo y las
instrucciones son empacadas en un éolo contenedor.

En algunas modalidades, el DIP es un polimorfismo de
insercién. En algunas modalidades,g el DIP es un polimorfismo
de eliminacion/insercién poli-T (por ejemplo, un poli-T de entre
5y 100, 6 10y 80, 6 20 y 50 bp).

En algunas modalidades, el DIP es rs10524523,

rs10602329 o DIP3. En algunas modalidades, el DIP es
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rs10524523.

En algunas modalidades, el paso de determinacién incluye
ademés detectar si el sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/ES,
E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/E4. En algunas modalidades, el
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

Debera quedar entendido que todas las modalidades
anteriores pueden ser combinadas de cualquier modo y/o
combinacién. La siguiente son otros objetos y aspectos de la
presente invencidén que se explican con mayor detalle en los
dibujos proporcionados en este docfumento y en la descripcién

establecida mas adelante.

Breve Descripcién de los Dibujos

La figura 1 muestra una gréifica de flujo general para
identificar una variante genética en una regién previamente
determinada de la secuencia geném;ca en un lugar genético de
interés, el cual puede ser asociado con un padecimiento de
interés, de acuerdo con algunas modalidades.

La figura 2 muestra una grafica de. la edad promedio de
presentacion de la enfermedad de Alzheimer como una funcién
de la herencia de los cinco genotipos comunes ApoE, vy
representa el alelo ApoE 4 como un factor de riesgo para la
enfermedad de Alzheimer (1993).

La figura 3 muestra las Regiones A, B, y C en el

Cromosoma 19, las cuales son lugares genéticos de interés de

ejemplo. EI gen TOMM40 se encuentra en una proximidad

A
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cercana al gen ApoE y codifica una proteina de 40 kD dirigida a
la membrana exterior de la mitoconQria. El gen TOMM40 actua
con el alelo ApoE directamente en la regulacién de |la
importacion de la proteina de la rﬁitocondria, y una hipdtesis
actual es que la presencia de una variante particular del gen
TOMMA40 exacerba el riesgo aumentado para la enfermedad de
Alzheimer asociada con la presencia dependiente de la dosis
del alelo ApoE 3.

La figura 4 muestra en una fo‘rma esquematica, un mapa
de evolucién de la Regién B como lo indica la figura 3 creado
de acuerdo con algunas modalidapes aqui detalladas. Cada
ovalo horizontal representa una variante de la secuencia
observada (por ejemplo, un cambio ae nucledétidos), y el tamano
del 6valo representa su secuencia. Cada variante se denomina
un nodo en el arbol, y la conexién de un nodo con el otro nodo
por una rama representa una observacién de dos variantes en
cis portadas por un sujeto individual‘.

La figura 5 es wun diagrama esquematico del arbol
filogenético basado en la Regién; B construida para el gen
TOMM40, que muestra los porcentajes de fenotipos ApoE en
doé agrupaciones o grupos mayores, de las variantes del gen

TOMM40 en esta regioén.

(6

La figura 6 es una vista general esquematica del lugar del

gen TOMM40-alelo ApoE incluyendo el trazo LD que muestra los

bloques y regiones del haplotipo para la elaboracién de
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secuencias primaria en los estudios exploratorios (R1) (23 Kb) y
confirmatorios (R2) (10 Kb) (Construccion 36.3 del NCBI). EI
trazo LD se muestra para los datos, Hapmap (panel de analisis
CEU), la definicién del bloque sélidq del haplotipo de la espina,
valores r? con uvn esquema de color D/LOD representado por
diferentes caracteristicas de la Iinea‘.

La figura 7 muestra represéntaciones de los arboles
filogenéticos con las variantes de separacién. 7A: variantes de
SNP, clases A contra B, del E6 al E10 representan los exones
del gen TOMMA40 y las lineas verticales indican las ubicaciones
cercanas de los SNP. La separaciéon de las dos ramas
principales tiene el soporte fuerte de los tirantes (973/1000).
7B: polimorfismos de la longitud rs10524523. Se proporcionan
estadisticas descriptivas de cada grupo de polimorfismos de
longitud. Varios haplotipos Iargos‘ que formaron los grupos
individuales en el arbol o grupos mUy pequefios, se encuentran
en el grupo identificado como “Resténtes”.

La figura 8 presenta histodramas de la longitud del
polimorfismo de longitud rs10524523 estratificado por los
genotipos ApoE 3/3 (8A), 3/4 (8B), y 4/4 (8C), haplotipos N=210
(cohorte AS).

La figura 9 muestra la asociaciéon entre la edad de
presentacion AD y la longitud del polimorfismo rs10524523 para
los pacientes AD con presentacion entre los 60 y 86 afios. Los

trazos de los cuadros indican un rango del 95% (lineas

LA
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verticales), medio (linea horizontal en el cuadro) y un rango

intercuartiles (cuadro). i

Descripcién Detallada de la Invencidén

La presente invencién se exp!ica con mayor detalle mas
adelante. Esta descripcién no pretende ser un catalogo
detallado de todos los modos diferer‘1tes en los cuales puede ser
implementada la presente invencién; y todas las caracteristicas
que puedan ser agregadas a la presente invencién. Por ejemplo,
las caracteristicas ilustra'das con respecto a una modalidad

pueden ser incorporadas en o‘tras modalidades, y |las

caracteristicas ilustradas con respécto a cualquier modalidad
particular pueden ser eliminadas de.esa modalidad. Ademas, se
podran apreciar numerosas variabiones y adiciones a las
diferentes modalidades sugeridas ﬁan este documento por los
1

expertos en la técnica a la luz de la descripcién actual la cual
no se sale de la presente invencién. De ahi que, la siguiente
descripcion pretende ilustrar algunas modalidades particulares
de la invencién, y no especificar exhaustivamente todos los
cambios, combinaciones y variacionés de la misma.

Como se usan en la presente descripcién de la invencién y

[ ”

las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares de “un”,

[ "

una” y “el/la” pretenden incluir las formas plurales también
como, a menos que el contexto indique lo contrario. También,
como se usa en la presente descripcién, “y/o” se refiere a y

comprende cualquiera y todas las combinaciones posibles de



10

15

20

25

23

una o mas partidas de la lista, asi como l|la carencia de
combinaciones cuando son i'nterpreteildas en la alternativa (“0”).

La presente invencién se refiere a métodos para revelar la

|

variacion genética en regiones de interés particular para
enfermedades o padecimientos complejos. También se refiere al
descubrimiento de los marcadores4genéticos mas informativos
en base de asociaciones con inforrﬁacién del fenotipo. En una
modalidad, la presente invencién puede ser utilizada para
localizar los marcadores gené’;(icos asociados con la
susceptibilidad a una enfermedad, desorden, o padecimiento
particular. En otra modalidad, los datos con respecto a la
respuesta del sujeto a un tratamiento candidato o farmaco
pueden ser incluidos en un an?lisis filogenético para la
localizacién de los marcadores genéticos asociados con una

respuesta benéfica para el tratamiento o farmaco (por ejemplo,

la farmacogenética). Los métodos pueden ser aplicados sobre

cualquier conjunto de datos de variacién genética de un lugar
particular. Ver la figura 1 para la grafica de flujo del método
para encontrar los factores de riesgo genéticos de acuerdo con
la presente invencion. !

En un aspecto, el analisis de las variaciones genéticas
estd basado en los datos de se'cuencias variantes. En un
segundo aspecto, la estructura no esta cubierta utilizando datos

del genotipo diploide, evitando de esta manera la necesidad de

inferir ya sea experimentalmente o por medio de computadora
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los haplotipos del componente (veir, por ejemplo, la Patente
Norteamericana No. 6,027,896 otorgada a Roses y asociados).
En otro aspecto, el método actual puede ser aplicado en una
variacion alélica no caracterizada que es el resultado de la
interrogacion de un acido nucleico objetivo con un
procedimiento experimental que proporciona un registro de la
variacion de secuencia presente pero no proporciona realmente
la secuencia completa. La estructura subyacente de la variacion
|

geneética también es util para la d}educcic’m de los haplotipos
constituyentes de los datos del geno?tipo diploide.

Se prefiere y estd contemplado que los métodos aqui
descritos sean utilizados en conjunto con otra informacién de
diagnéstico clinico conocida o descrita en la técnica las cuales
son utilizadas en la evaluaciéon de los sujetos con enfermedades
o padecimientos (por ejemplo, aquellos que se consideran que
comprenden disfuncién de la mitocondria (por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades
neurodegenerativas)) o para la evalljacién de los sujetos que se
sospecha que estan en riesgo de desarrollar dicha enfermedad.
La presente invencién también se puede aplicar para el
descubrimiento de los factores de riesgo genético para otras
enfermedades, des6rdenes y padecimientos complejos.

Las descripciones de todas las referencias de Patentes de
los Estados Unidos de América aqui citadas por lo tanto estan

incorporadas en su totalidad a la presente descripcién como
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referencia.

1. Definiciones. En Ila presente descripcién se usan las

siguientes definiciones:
“Padecimiento de interés” se refiere a un padecimiento,
|
re: ! . -~ .
enfermedad, o desorden especifico disefiado para el estudio

filogenético y/o la diagnosis o] prondstico posterior.
“Padecimiento” como se usa en la p}esente descripcidn, incluye
pero no esta limitado a, padecimientos asociados con el alelo
ApoE y/o el gen TOMM40 y/o la disfuncién de la mitocondria,
por ejemplo, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
metabodlicas, enfermedades psiquiatricas, y cancer.

Los ejemplos de los padecimientos en los cuales han
estado implicados el alelo ApoE y/o el gen TOMMA40 incluyen,
pero no estan limitados a, enfermedades cardiovasculares;
enfermedades metabdlicas; enfermedades neurodegenerativas;
traumas o enfermedades neuroldgicas; enfermedades
autoinmunes (por ejemplo, esclero;sis multiple (Pinholt M, vy
asociados, Apo E en esclerosis m@]ltiple y neuritis Optica: el
alelo apo E-epsilon4 esta asociaélo con el progreso de la
esclerosis multiple. Mult Scler. 11: paginas 511 a 515 (2005);
Masterman, T. y Hillert, J. La exploracién indicadora: APOE ¢4
en la esclerosis multiple. Lancet Neurol. 3: pagina 331 (2004),
lupus eritematoso sistémico neuropsiquiatrico (Pullmann Jr. R,
y asociados, Polimorfismo de la Apolipoproteina E en pacientes

con SLE neuropsiquiatrico. Clin Rheumatol. 23: paginas 97 a
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101 (2004)), etc.)); infeccidon viral (por ejemplo, enfermedad del
higado asociada con la infeccion por hepatitis C (Wozniak MA, y
asociados, La apolipoproteina E-E4 protege contra una
enfermedad severa del higado ocaisionada por el virus de la
hepatitis C. Hepatol/. 36: paginas 45¢ a 463 (2004)), enfermedad
de VIH (Burt TD, y asociados, La apolipoproteina (apo) E4
aumenta la entrada en las células del VIH-I in vitro, y el
genotipo APOE epsilon4/epsilon4 acelera el progreso de la
enfermedad por VIH. Proc Natl Acad Sci EUA. 105: paginas
8718 a 8723 (2008)), etc.)); fracturas de cadera/osteoporosis
(Pluijm SM, y asociados, Efectos del género y la edad en la
asociacion de l|la apolipoproteina E epsilon4d con la densidad
mineral del hueso, rotaciéon del hueso y el riesgo de fracturas

en las personas mas viejas. Osteoporos Int. 13: paginas 701 a

709 (2002)); enfermedades de la mitocondria (Chang S, y

asociados, Regiones de enlace del receptor y el lipido de los
fragmentos de apolipoproteina E4iactuan en concierto para
ocasionar la disfuncion y neurotoxic{dad de la mitocondria. Proc
Natl Acad Sci EUA. 102: paginas 18694 a 18699 (2005));
envejecimiento (Schéachter F, y asociados, Asociaciones
genéticas con longevidad humana en los lugares APOE y ACE.
Nat Genet. 6: paginas 29 a 32 (1994); Rea IM, y asociados,
Alelos de apolipoproteina E en Ios. sujetos nonagenarios en el
Estudio de Longitudinal de Envejecimiento de Vida Libre de la

Vejez de Belfast (BELFAST). Mech. Aging and Develop. 122:

RS
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infeccion induce una respuesta positiva de la apolipoproteina E
de fase aguda de un gen de fase aguda negativo: rol de los
receptores hepaticos LDL. J Lipid Res. 49: paginas 1782 a 1793
(2008)); y disfunciéon de la memoria (Caselli RJ, y asociados,
Modelaciéon longitudinal de la disminucién de la memoria
relacionada con la edad y el efecto de la APOE epsilon4. N Engl
J Med. 361: paginas 255 a 263 (2009)).

“Enfermedad cardiovascular” como se usa en la presente
descripcion se refiere a una enfermedad que comprende el
corazon y/o los vasos sanguineos, iﬁcluyendo pero sin limitarse
a, enfermedad de la arteria coronéria (Song Y, y asociados,
Meta-analisis: genotipos de apolipoproteina E y riesgo de
enfermedad coronaria del corazén. Ann Intern Med. 141:
paginas 137 a 147 (2004); Bennet AM, y asociados, Asociacién
de los genotipos de apolipoproteina E con los niveles de lipidos
y riesgo coronario. JAMA 298: paginas 1300 a 1311 (2007)),
aterosclerosis (Norata GD, y asociados, Efectos de Ilas
variantes PCSK9 en el espesor medio de la intima de la arteria
carotida comdan 'y la relacion con los alelos ApoE.
Ahterosclerosis (2009) Junio 27. [Publicacién electrénica antes
de la impresién], doi:10.1016/J.Atherosclerosis 2009.06.023;
Paternoster L, y asociados, Asociacién Entre el Genotipo de

Apolipoproteina E y el Espesor Medio de la intima de la

Cardétida Puede Sugerir un Efecto Especifico en el Ataque
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Aterotrombdético de la Arteria Grande. Stroke 39: paginas 48 a

54 (2008)), enfermedad isquémicaidel corazon (Schmitz F, y
asociados, La Asociacion robusta de los alelos APOE 4 con el
infarto al miocardio prematuro especialmente en pacientes sin
hipercolesterolemia: el estudio | Aachen. Eur. J. Clin.
Investigation 3T7: pégin.as 106 a 108 (2007)), enfermedad
vascular tal como el ataque isquémico (Peck G, y asociados, La
genética del ataque hemorragico primario, la hemorragia
subaracnoide y los aneurismas iptracraneales rotos en los
adultos. PLoS One. 3: pagina e3691 (2008); Paternoster L, y
asociados, La Asociacion Entre el Genotipo de Apolipoproteina
E y el Espesor Medio de la intima d!e la Carétida Puede Sugerir
un Efecto Especifico en el Ataque Aterotrombodtico de la Arteria
Grande. Stroke 39: paginas 48 a 54: (2008)), demencia vascular
(Bang OY, y asociados, Un enlace importante entre un subtipo
de demencia y la apolipoproteina E: un meta-andlisis. Yonsei
Med J. 44: paginas 401 a 413 (2005); Baum L, y asociados, EI
alelo de apolipoproteina E epsilon4 estd asociado con la
demencia vascular. Dement Geriatr Cogn Disord. 22: paginas
301 a 305 (2006)), etc.

“Enfermedad neurodegenerativa” como se Usa en la
presente descripcién se refiere a Iia enfermedad de Alzheimer
(Corder EH, y asociados, La dosis del gen del alelo de
apolipoproteina E tipo 4 y el rigsgo de la enfermedad de

Alzheimer en familias de presentacion tardia. Science 261:
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paginas 921 a 923 (1993); Corder EH, y asociados, Existe una
relaciéon patolégica entre el ApoE-epsilon 4 y la enfermedad de
Alzheimer. Arch Neurol. 52: paginas 650 a 651 (1995)), la
enfermedad de Parkinson (Huang X, 'y asociados, La
apolipoproteina E vy la demencfa en la enfermedad de
Parkinson: un meta-analisis. Arch Neurol. 63: paginas 189 a 193
(2006); Huang X y asociados, El alelo APOE-[epsilon]2 asociado
con la prevalencia mas alta de la enfermedad esporadica de
Parkinson. Neurology 62: paginas 2i98 a 2202 (2004); Martinez,
M. y asociados, La apolipoproteina E4 es probablemente
responsable del pico del enlace del cromosoma 19 para la
enfermedad de Parkinson. Am. J. Med. Genet. B
Neuropsychiatr. Genet. 136B, pégiinas 172 a 174 (2005)), la
enfermedad de Huntington, y una pluralidad de enfermedades y
padecimientos menos comunes que ocasionan que declinen las
neuronas, por ejemplo, la degeneracién macular relacionada
con la edad (Thakkinstian A, y asociados, La asociaciéon entre
los polimorfismos de la apolipoproteina E y la degeneracién‘
macular relacionada con la edad: Una revisién HUGE y un meta-
analisis. Am J Epidemiol. 164: paginas 813 a 822 (2006);
Bojanowski CM, y asociados, Una variante de la apolipoproteina
E puede proteger contra la degenéracién macular relacionada
con la edad a través de la regulacién de la citocina. Environ

Mol Mutagen. 47: paginas 594 a 602 (2006)).

“Trauma o enfermedad neurolégica” incluye, pero no esta
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limitada a, un resultado después de la lesién de la cabeza
(Zhou W, y asociados, Meta-analisis del alelo APOE4 y el
resultado despué.s de la lesiéon traumatica del cerebro. J
Neurotrauma. 25: péaginas 279 a 290 (2008); Lo TY, vy
asociados, Efecto modulador de: los polimorfismos de Ila
apolipoproteina E en el trauma secundario al cerebro y el
resultado después del trauma al cerebro en la nifiez. Childs
Nerv Syst. 25: paginas 47 a 54 (2009)), migrafna (Gupta R, vy
asociados, Polimorfismo en |la apolipoprotel’na E entre los
sujetos enfermos de migrafia y dolor de cabeza del tipo de
tensiéon. J Headache Pain. 10: paginas 115 a 120 (2009)),
edema vasogénico (James ML, y as;ociados, La apolipoproteina
E modifica el resultado neurolégico ?afectando el edema cerebral
pero no el tamafio del hematoma después de una hemorragia
intracerebral en los humanos. J Stroke Cerebrovasc Dis. 18:
paginas 144 a 149 (2009); James ML, y asociados, Efectos
farmacogenémicos de la apolipoproteina E en la hemorragia
intracerebral. Stroke 40: paginas 632 a 639 (2009)), etc.
‘Enfermedad metabodlica” como se usa en la presente
descripcion, incluye pero no esta limitada a, dislipidemia (Wilier
CJ, y asociados, Lugares recienjtemente identificados que
influyen en la concentracion de lipidos y el riesgo de
enfermedad de la arteria coronaria. Nat Genet. 40: paginas 161

a 169 (2008); Bennet AM, y asociados, Asociaciéon de los

genotipos de apolipoproteina E con los niveles de lipidos y el
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riesgo coronario. JAMA 298: pégi;nas 1300 a 1311 (2007)),
enfermedad renal de etapa terminal (Oda H, y asociados,
Polimorfismo de la apolipoproteina E y la enfermedad renal.
Kidney Int Suppl. 7T1: pagina S25 ai827 (1999); Hubacek JA, y

asociados, Polimorfismo de la Apoliipoprotel’na E en Pacientes

Hemodializados y Controles Sanos. Biochem Genet. (2009)

Junio 30. [Publicacion electrénica antes de la impresion] DOI
10.1007/s10528-009-9266-y.), enfermedad crénica del rifidén
(Yoshida T, y asociados, Asociaci()ni de un polimorfismo del gen
de |la apolipoproteina E con Ia. enfermedad crénica del rinén en
individuos Japoneses con sindrome metabdlico. Genomics 93:
paginas 221 a 226 (2009); Leiva E, y asociados, Relacién entre
el polimorfismo de la apolipoproteina E y la neuropatia en
pacientes diabéticos tipo-2. Diabetes Res Clin Pract. 78:
paginas 196 a 201 (2007)), enfermedad de la vesicula biliar
(Boland LL, y asociados, Genotipo de apolipoproteina E y el
riesgo de enfermedad de la vesicula biliar en un cohorte basado
en una poblacidon grande. Ann Epidemiol. 16: paginas 763 a 769
(2006); Andreotti G, y asociados, Polimorfismos de genes en la
trayectoria del metabolismo de lipidos y el riesgo de canceres y
piedras del aparato biliar: un esitudio del caso de control
basado en la poblacién en Shanghéi, China. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev. 17: paginas 525 a 534 (2008)), diabetes
melitus (tipo Il) (Elosua R, y asociados, La Obesidad Regula la

Asociacion entre el Genotipo APOE, la Insulina, y la Glucosa en
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los Hombres. Obes Res. 11: paginas 1502 a 1508 (2003);
Moreno - JA, y asociados, El Promotor del Gen de
Apolipoproteina E (-219G/T), el Polimorfismo Determina la
Sensibilidad a la Insulina en Rbespuesta a la Grasa Dietética en
Adultos Jévenes Sanos. J. Nutr. i|35: paginas 2535 a 2540
(2005)), sindrome metabdlico, colelitiasis (Abu Abeid S, vy
asociados, El genotipo de la apolipoproteina E y el riesgo de
desarrollar colelitiasis después de una cirugia bariatrica: una
pista para la prevencién de la colecistectomia profiladctica de
rutina. Obes Surg. 12: péginés 354 a 357 (2002)), etc.

“Enfermedad Psiquiatrica” como se usa en la presente
descripcién se refiere a la esquizofrenia (Kampman O, vy
asociados, El polimorfismo de I% apolipoproteina E esta
asociado con la edad de presentacién de la esquizofrenia. J
Hum Genet. 49: paginas 355 a 359 (2004); Dean B. y asociados,
La apolipoproteina E del plasma es disminuida en el espectro
de la esquizofrenia y la enfermedad bipolar. Psychiatry Res.
158: paginas 75 a 78 (2008)), enfermedad obsesiva compulsiva
(OCD), comportamiento adictivo (adiccidén al tabaco, adicciéon al
alcohol, etc.), enfermedad bipolar (Dean B. y asociados, La
apolipoproteina E del plasma es disr§ninuida en el espect_ro de la
esquizofrenia y la enfermedad bipolar. Psychiatry Res. 158:
paginas 75 a 78 (2008)), y otras enfermedades, desérdenes, y
padecimientos de naturaleza psiquiatrica.

“Desarrollo de un padecimiento” como se usa en la
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presente descripcion se refiere a cualquiera de una diagnosis
inicial de wuna enfermedad, desofden, u otro padecimiento
médico, o la exacerbaciéon de una enfermedad, desorden, o
padecimiento médico existente para el cual el sujeto ya ha sido
diagnosticado.

“Diagnosis” o “pronéstico” co;mo se usa en la presente
descripcion se refiere al uso de la informaciéon (por ejemplo,
informacion genética o datos de otras pruebas moleculares en

|

muestras biolégicas, signos y sintomas, descubrimientos en
examen fisicos, resultados del funcionamiento cognitivo, etc.)
para anticipar los resultados mas probables, marcos de tiempo,
y/lo la respuesta a un tratamiento particular para una
enfermedad, desorden, o padecimie.nto determinado, basado en
las comparaciones con una plur‘alidad de individuos que
comparten las secuencias de nuclgétidos comunes, sintomas,
signos, historias familiares, y otros datos relevantes para la
consideracién de la condicién de sa;ud de un paciente.

“Muestra bioldégica” como ‘'se usa en la presente
descripcién se refiere a un mate‘rial que se sospecha que
contiene el acido nucleico de interés. Las muestras bioldgicas
que contienen el ADN incluyen cabello, piel, estropajos de las
mejillas, y los fluidos biolégicos itales como sangre, suero,
plasma, esputo, fluido linfatico, semen, flujo vaginal, feces,

orina, fluido espinal, y similares. El aislamiento del ADN de

dichas muestras es bien conocido para los expertos en la
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técnica.

Un “sujeto” de acuerdo con algunas modalidades es un
individuo cuyo genotipo o haplotipo van a ser determinados y
registrados en conjunto con los pad_‘ecimientos individuales (por
ejemplo, condiciones de enfermedad o desorden) y/o respuesta
al farmaco o tratamiento candida{to. Las secuencias de los
nucledtidos de una pluralidad de sujetos son utilizadas para
construir un arbol filogenético, y Iué—:-go las secuencias analogas
de nucledtidos de un sujeto individual pueden ser comparadas
con las que se encuentran en ;el arbol filogenético para
propésitos de diagnéstico y pronéstico.

“Gen” como se usa en la presénte descripcién significa un
segmento de ADN que contiene toda la informacién para la
biosintesis regulada de un producto de ARN, incluyendo
promotores, exones, intrones, y otras regiones sin traducir que
controlan la expresion.

“Lugar genético” o “lugar” como se usa en la presente

descripcidn significa un lugar en un cromosoma o molécula de

ADN, que con frecuencia corresponde a un gen o a una

‘caracteristica fisica o fenotipica o'a un nucledtido particular o

al estiramiento de nucledtidos. L"ugar es la forma plural de
lugar.

“Amplificacién”, es aplicada a los acidos nucleicos de la
presente descripcién y se refiere a cualquier método que da

como resultado la formacién de una o mas copias de un &cido
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nucleico, en donde preferentemente Ila amplificacién es
exponencial. Uno de dichos métodos para la amplificacion
enzimatica de las secuencias especificas de ADN es conocida
como la reaccion de cadena de polimerasa (PCR), como lo
describen Saiki y asociados, 1986, en Science 230: paginas
1350 a 1354. Los cebadores utilizados en los estudios de PCR
generalmente varian de Iongitud!de aproximadamente 10 a 50 o
mas nucledétidos, y generalmente son seleccionados para que
sean de por lo menos aproximadamente 15 nucleétidos para
asegurar la especificidad suficiente. El fragmento de hilo doble
que es producido es denominado un “amplicon” y puede variar
de longitud de unos cuantos como de aproximadamente 30
nucleétidos, a 20,000 o mas. i

Un “marcador” o “marcador genético” como se usa en la
presente descripcién es wuna variacién conocida de una
secuencia de ADN en un Iugar1 particular. La variacién puede
estar presente en un individuo debido a la mutacién o herencia.
Un marcador genético puede ser una secuencia de ADN corta,
tal como una secuencia que rodea uﬁ cambio de un solo par
basico (polimorfismo de un solog nucleétido, SNP), o uno largo,
como minisatélites. Los marcadores pueden ser utilizados para
estudiar la relacion entre una enfermedad heredada y su causa

i

genéetica (por ejemplo, una mutacién particular de un gen que

da como resultado una forma de proteina defectuosa o de otra

manera indeseable).
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Un “factor de riesgo genético” como se usa en la presente
descripcion significa un marcador genético que esta asociado
con la susceptibilidad aumentada a un padecimiento,

enfermedad, o desorden. También se puede referir a un

“marcador genético que esta asociado con una respuesta

particular a un farmaco o tratamiento de interés seleccionado.
“Asociado con” como se usa en la presente descripcidn
significa la ocurrencia junto con dos o mdas caracteristicas mas
|
frecuentes que se esperarian pdr oportunidad sola. Un ejemplo
de asociacion comprende una caracteristica en la superficie de
las células de los glébulos blancos denominada HLA (la HLA
permanece para el antigeno de leucocitos humano). Un tipo de
HLA particular, el HLA de tipo B-27, esta asociado con riesgo
aumentado para un numero de enfermedades incluyendo la
espondilitis alquilosante. Es 87 veces mucho méas probable que
ocurra la. espondilitis alquilosante en gente con HLA B-27 que
en la poblacién general.

Un sujeto “con riesgo aumentado de desarrollar un

padecimiento” debido a un factc;r de riesgo genético es uno el
cual esta predispuesto al padecimiento, tiene susceptibilidad
genética para el padecimiento, y/o es mas probable que
desarrolle el padecimiento que iIos sujetos en los cuales esta
ausente el factor de riesgo genético. Por ejemplo, un sujeto

quien se encuentra en “un riesgo aumentado de desarroliar la

enfermedad de Alzheimer” debido a la presencia de uno o dos
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alelos ApoE 4 es mas probable que desarrollen la enfermedad
de Alzheimer que un sujeto que no es portador de un alelo ApoE
4.

“Polimorfismo” como se usé en la presente descripcidén se
refiere a la existencia de dos o mas secuencias de nucledtidos
diferentes en un lugar particulér en el ADN del genoma. Los
polimorfismos pueden servir c‘omo marcadores genéticos vy
también nos podemos referir a ellos como variantes genéticas.
Los polimorfismos incluyen substituciones, inserciones,
eliminaciones y microsatélites de nucleétidos, y pueden, pero
no necesariamente, resultar ep diferencias que se pueden
detectar en la expresion del gen o la funcién de la proteina. Un
sitio polimorfico es una posicion del nucleétido dentro de un
lugar en el cual la secuencia. de nucledtidos varia de una
secuencia de referencia en porilo menos un individuo en una
poblacién.

Un “polimorfismo de eliminacién/insercién” o “DIP” como
se usan en la presente descripcién es una insercién de uno o
mas nucledtidos en una version de una secuencia en relacién
con otra. Si es conocido cual de los alelos representa los alelos
menores, el término “eliminacié'n” es utilizado cuando el alelo
menor es una eliminacién de un nucleétido, y el término
‘insercion” es utilizado cuando iel alelo menor es agregado de
un nucledtido. El término “polimorfismo de

eliminacién/insercion” también es utilizado cuando existen
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formas multiples o longitudes y el alelo menor no se puede
apreciar. Por ejemplo, para los polimorfismos poli-T aqui
descritos, se observan longitudes multiples de los
polimorfismos.

“Datos de polimorfismo” como se usan en la presente
descripcion significan informacién con respecto a uno o més de
los siguientes para un gen especifico: ubicaciéon de los sitios
polimérficos; variaciébn de secuencia “en dichos sitios;
frecuencia de polimorfismos en una o mas poblaciones;
diferentes genotipos y/o haplotipos determinados por el gen;
frecuencia de uno o mas de estos genotipos y/o haplotipos en
una o mas poblaciones; y cualquier asociacién conocida entre
caracteristicas y un genotipo o un haplotipo para el gen.

“Haplotipo” como se usa en la presente descripcion se
refiere a una varianteAgenética 0 combinacién de variantes
portadas en al menos un cromosoma de un individuo. EI
haplotipo con frecuencia incluye lugares polimdrficos contiguos
multiples. Todas las partes del haplotipo como se usan en la
presente descripcion ocurren en la misma copia de un
cromosoma o una molécula haploide de ADN. Ausente de la
evidencia por el contrario, un haplotipo se presume que
representa una combinacién de lugares multiples que es
probable que sean transmitidos juntos durante la meiosis. Cada
humano porta un par de haplotipos para un lugar genético

determinado, consistiendo de secuencias heredadas en los
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cromosomas homoélogos de los dos padres. Estos haplotipos
pueden ser idénticos o puedén representar dos variantes
genéticas diferentes para un lugar determinado. La
haplotipificacioén es un proceso para determinar uno o mas
haplotipos en un individuo. La haplotipificacién puede incluir el
uso de antecedentes familiares, técnicas moleculares vy/o
interferencia estadistica.

Una “variante”, “variacién”jo “variante genética” como se
usan en la presente descripciéon, se refiere a una isoforma
especifica de un haplotipo en una poblacién, difiriendo la forma
especifica de otras formas del mismo haplotipo en la secuencia
de por lo menos una, y frecuentemente mas de una de un sitio
de variantes o nucledétidos dentro de las secuencias del gen.
Las secuencias en estos sitios \llariantes que difieren entre los
a.IeIos diferentes de un gen son denominadas “variantes de
secuencias del gen”, “alelos”, “variaciones” o “variantes.” EI
término “forma alternativa” se refiere a un alelo que puede ser
distinguido de otros alelos po;r tener por lo menos uno y
frecuentemente mas de uno, sitios variantes dentro de la
secuencia del gen. Otros términos conocidos en la técnica como

\
equivalentes a las “variaciones” o “variantes” incluyen 'las
mutaciones y los polimorfismos solos de los nucledtidos (SNP).
La referencia a la presencia de una variacién o variaciones

significa variaciones particulares, por ejemplo, nucleétidos

particulares en sitios polimérficos particulares, en vez de
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justamente la presencia de cualquier variacién en el gen.

“Isoforma” como se usa en la presente descripcién
significa una forma particular de un gen, mARN, cADN o la
proteina codificada por los mismos, distinguida de otras formas
por su secuencia y/o estructu}ra particular. Por ejemplo, la
isoforma ApoE 4 de la apolipoproteina E es opuesta a las
isoformas ApoE 2 o ApoE 3.

“Cistron” como se usa en la presente descripcién significa
una seccién del ADN encontraéla en un solo cromosoma que
contiene el cdédigo genético para un polipéptido solo y las
funciones como una unidad hiereditaria. Un cistrén incluye

exones, intrones, y elementos regulatorios relacionados con una

unidad funcional sola (por ejemplo, un gen). El término se
deriva de la prueba clasica de cis-trans para determinar si los
elementos genéticos podian interactuar funcionalmente en
forma independiente de si ellos estaban localizados en la misma
molécula de ADN (complemehtacién “trans”) o solamente
cuando eran localizados en la misma molécula de ADN
(elementos de accién “cis”).

El término “genotipo” en el contexto de la presente
invencién se refiere a la forma jalélica particular de un gen, la
cual puede ser definida por los nucledtidos particulares
presentes en una secuencia de acido nucleico en un sitio

particular. El genotipo también puede indicar el par de alelos

presentes en uno o mas lugares polimdérficos. Para organismos
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|
liploides, tales como humanos, dos haplotipos forman un
genotipo. La genotipificacion es cualquier proceso para
determinar un genotipo de un individuo, por ejemplo, mediante
la amplificacion de acido nucleico, el enlace de anticuerpos, u
otros analisis quimicos. El geno‘tipo resultante puede no tener
fases, significando que las secuencias encontradas no son
conociaas para ser derivadas de un cromosoma paterno o el
otro.

“Desequilibrio de enlace”icomo se usa en la presente
descripcién significa una asociacién no aleatoria de alelos en
dos o mas lugares. El desequilibrio de enlace describe una
situacién en la cual algunas combinaciones de los alelos o
marcadores genéticos ocurren rﬁés o menos frecuentemente en
una poblacién de lo que se podia esperar de una formacidn
aleatoria de haplotipos de los alelos basados en sus
frecuencias. La asociaciéon no aleatoria entre los polimorfismos
en lugares diferentes es medida. por el grado del desequilibrio
de enlace.

“Alineacién de secuencias multiples” o “MSA” como se usa
en la presente descripcion significan la alineacidén de tres o mas
secuencias de nucledtidos de un}ADN gendémico derivado de una
pluralidad de individuos para determinar la homologia vy
heterologia entre las secuencias. En general, el conjunto de
preguntas de entrada de las secuencias se supone que tienen

una relacion de evolucién por medio de la cual comparten un
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linaje y que son descendienteside un antepasado comun. Los
algoritmos de computadora son los mas frecuentemente
utilizados para realizar el anélisi_s de las secuencias alineadas.

Algunas modalidades deE la presente invenciéon se
describen con referencia a los diagramas de bloques que
ilustran los métodos (por ejenTpIo, figura 1), la cual puede
incluir los pasos implementados por una computadora y/o
productos de programa de computadora. Deberda quedar
entendido que cada bloque de :los diagramas de bloques y/o
ilustraciones de operacioén, y co.mbinaciones de bloques en los
diagramas de bloques y/o ilustraciones de operaciéon, pueden
ser implementados mediante el !equipo analogo y/o digital, y/o
las instrucciones del p'rograma de coOmputo. Estas instrucciones
del programa de cémputo pueden ser proporcionadas a un
procesador de una computadora de uso general, una
computadora de propositos especiales, ASIC, y/u otros aparatos
de procesamiento de datos prpgramables, de modo que las
instrucciones, las cuales se ejeéutan por medio del procesador
de la computadora y/u otros aparatos de procesamiento de
datos programables. Crean medios para implementar las
funciones/acciones especificadas en los diagramas de bloques
y/o las ilustraciones de operacién. Por consiguiente, se debera
apreciar que los diagramas de ?bloques y las ilustraciones de
operacic’m soportan los aparatos, métodos y productos del

programa de cémputo.
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También puede estar incluido otro software, tal como un
sistema operativo. Se apreciara adicionalmente que Ila
funcionalidad del médulo de alineacién de secuencias multiples,
el mapeo del modulo y/u otros mdédulos aqui descritos pueden
ser incorporados, por lo ﬁ1enos en parte, utilizando
componentes del equipo sepérados, uno o mas Circuitos
Integrados Especificos de Aplicacién (ASIC) y/o uno o mas
procesadores y/o computaras digitales de propésitos
especiales.

“Mapeo” como se usa en Ié presente descripcién significa
crear un arbol filogenético asignando un nodo a cada variante
nueva de una secuencia de nucleétidos observada, conectando
ese nodo a otro nodo representando una secuencia conocida
portada por el mismo individuo: en el cromosoma o cistrén, vy
contando los numeros de cada tipo del sujeto representado en
cada nodo. Ver la figura 4 para un ejemplo del arbol
filogenético desarrollado de esta manera.

“Filogenético” significa en:relacién con el estudio de las
conexiones de evoluciéon entre varios grupos de organismos o
individuos dentro de las especies. Antes de que la informacién

genética estuviera disponible  facilmente, la filogenia fue
|

observada en su mayor parte en la observaciéon fenotipica.
“Mapeo filogenético” como se usa en la presente descripcidén
significa el uso de los datos de la secuencia de ADN para

conectar las variantes relacionadas de las secuencias portadas
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por una pluralidad de individuosicon el objeto de determinar las
conexiones de evolucion y la cronologia de divergencia. Un
“arbol filogenético” es el resultado del mapeo de las conexiones
entre las variantes.

“Nodo” como se usa en la presente descripcién significa

~un punto de datos del polimorfis‘mo en un arbol filogenético que

representa una secuencia actuai variante portavda por al menos
un sujeto. Un nodo es conectado por una rama a otro nodo
representando una secuencia variante portada por el mismo
individuo en el mismo cromosoma y en el mismo cistrén pero en

diferentes lugares genéticos dentro del cistrén. La presencia

del nodo indica que por lo ménos un sujeto portaba ambas

secuencias indicadas por el nodo asi como la secuencia
representada por el nodo vecino al cual esta conectada por una
rama.

“Rama” como se usa en la presente descripcién significa
una conexién entre dos nodos que representan dos secuencias
o haplotipos variantes diferentés, en donde las dos variantes
estan localizadas en el mismo cromosoma y en el mismo cistrén
de un sujeto individual. “Punto de ramificacién” significa
cualquier nodo desde el cual mas de dos ramas se extienden,
pero .que es especialmente utilizado en esta descripcién para
referirse a un nodo de raiz deli cual se extienden tres o mas
nodos. Un “nodo de raiz” representa la secuencia genética de

evolucion de un antepasado comun del cual ha generado la
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variedad de la divergencia geznética de las variantes de |la
secuencia cercana representada.por los nodos conectados.

“lterativamente” como se Lsa en la presente descripcioén
se refiere al calculo repetitivo de valores para cada caracter en
una serie. Por ejemplo, cada nodo en un arbol filogenético es
analizado para calcular la proporcién del numero de sujetos
afectados con un padecimieﬁto de interés (tal como la
enfermedad de Alzheimer) pafa controlar a los sujetos no
afectados; esta proporcién es comparada con los nodos
conectados para localizar las correlaciones con el riesgo
aumentado o disminuido para desarrollar una enfermedad,
desorden, o padecimiento de int:erés. Un cambio substancial en
esta proporcion entre un nodo y' el siguiente indica la presencia
de una variante de cualesquierg aumentos o disminuciones del
riesgo de la presentacion més temprana de la enfermedad.

|

“Examen iterativo de las variantes genéticas” significa el
comienzo del analisis representando los nodos las secuencias
compartidas por los niumeros mayores de sujetos individuales vy
analizando sucesivamente los nodos conectados por las ramas
que se extienden desd.e ese nodo, seguido por el segundo nivel
de nodos, y asi sucesi-vamente.; Entonces el analisis se mueve
en general desde las raices del:arbol hacia las ramas exteriores
y los nodos del arbol. 1

“Tratamiento” como se usa en la presente descripcién

incluye cualquier farmaco, procedimiento, cambio en el estilo de
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vida, u otro ajuste introducido en el intento para efectuar un
cambio en un aspecto particular de la salud del sujeto (por
ejemplo, dirigido a una enfermedad, desorden, o padecimiento
particular).

‘“Farmaco” como se usa en la presente descripcién se
refiere a una entidad quimica o producto biolégico, o
combinacién de entidades quimicas o productos bioldgicos,
administrados a una persona-péra tratar o prevenir o controlar
una enfermedad o padecimientd. El término “farmaco” como se

\
usa en la presente descripciéon es sinénimo de los términos
“medicina”, “medicamento”, “‘intervencién terapéutica”, o
“producto farmacéutico”. Mas preferiblemente el farmaco es
aprobado por una agencia gubernamental para el tratamiento de
por lo menos una enfermedad o:padecimiento especifico.

“Enfermedad”, “desorden”, y “padecimiento” son
reconocidos comunmente en la'‘técnica y designan la presencia
de signos y/o sintomas en un individuo o paciente que son
conocidos generalmente como anormales y/o indeseables. Las
enfermedades o padecimientos1 pueden ser diagnosticados vy
categorizados basados en .Ios cambios patoldégicos. La
enfermedad o padecimiento puede ser seleccionado de los tipos
de enfermedades de la lista de los textos estandar tales como
Principios de Medicina Interna de Harrison, 1997, o Base

Patoldégica de la Enfermedad de Robbins, 1998.

“Disfuncién de la mitocondria” como se usa en la presente
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descripcion significa cualesquiera anormalidades perjudiciales
de la mitocondria dentro de .‘una célula o células. Algunas
enfermedades, desérdenes, 'o padecimientos conocidos
actualmente en la técnica como que estan asociados con la
disfuncién de la mitocondria incluyen ia enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, y otras enfermedades
neurodegenerativas, la lesién por reperfusién-isquemia en los
ataques y ataques al <corazén, epilepsia, diabetes, vy
envejecimiento. Muchas otras‘enfermedades, desérdenes, vy
padecimientos han estado asociados con la disfuncién de la
mitocondria en la técnica. Indudablemente, la mitocondria es
critica para el funcionamiento c‘orrecto de la mayor parte de los
tipos de células, y la declinacién de la mitocondria con
frecuencia conduce a la muerte de la célula. Esta disfunciéon de
la mitocondria ocasiona el déﬁo de la célula y la muerte
comprometiendo la produccién de ATP, interrumpiendo Ila
homeostasis de calcio y aumentando el esfuerzo oxidativo.
Ademas, el dafio a la mitocondria puede conducir a la muerte
apoptdética de la célula ocasionando la liberaciéon del citocroma
c y otros factores pro-apoptoticos dentro del citoplasma (para
i
revisar, consultar Wallace, 1999; Schapira, 2006). Con respecto
a un ejemplo especifico aqui encontrado, las isoformas ApoE 3
y ApoE 4 se hipotetiza que‘ocasionan la disfuncién de Ila

mitocondria a fravés de las interacciones con el gen TOMM40.

Algunas variantes del gen TOMM40 pueden actuar

25
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sinérgicamente con las isoforﬁas ApoE 3 para acelerar la
declinacién de Ia mitocondria. Este mecanismo de Ila
mitocondria se considera que contribuye a muchas
enfermedades genéticas ‘complejas, desérdenes, y
padecimientos.

“Sujetos” como se usa‘ en la presente descripcion
preferentemente son, pero no estan limitados a, sujetos
humaan. Los sujetos pueden ser hombres o mujeres y pueden
ser de cualquier raza o etnicidad, incluyendo, pero sin limitarse
a, Caucasicos, Afro-Americanos, Africanos, Asiaticos, Hispanos,
Indios, etc. Los sujetos pueden ser de cualquier edad,
incluyendo recién nacidos,‘ neonatos, infantes, nifnos,
adolescentes, adultos, y geriatricos. Los sujetos también
pueden incluir sujetos anirﬁales, particularmente sujetos
mamiferos tales como caninos, felinos, bovinos, caprinos,

‘
equinos, ovinos, porcinos, roedores (por ejemplo, ratas vy
ratones), lagomorfos, prima_‘tes (incluyendo primates no
humanos), etc., seleccionados por la medicina veterinaria o con
propositos de desarrollo de férfnacos farmacéuticos.

“Tratar”, “tratando”, o “t‘ratamiento” como se usa en la
presente descripcion se refiere a cualquier tipo de medida que
imparte un beneficio a un paciénte afligido con una enfermedad,
incluyendo la mejora en las' condiciones del paciente (por

ejemplo, en uno o mas sintomas), la demora de la presentaciéon

o progreso de la enfermedad, etc.
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“‘Enfermedad de Alzheimer de Presentaciéon Tardia” o
“LOAD” como se usa en la presente descripcién es conocida en
la técnica, y es una clasificacion utilizada si la enfermedad de
Alzheimer tiene una presentacién o es diagnosticada después
de la edad de 65 afos. Esta'es la forma mas comun de la
enfermedad de Alzheimer.

2. Métodos para Identificar las Variantes Genéticas

Aunque las listas de ?sociaciones derivadas de las
exploraciones a nivel genémiqo son utiles, son generalmente
inadecuadas para explicar la complejidad de la enfermedad. Las

|
familias, trayectorias, e interacciones de los genes pueden
proporcionar especificidades. _‘EI mapeo de variantes de alta
resolucion puede revelar réspuestas a las interacciones
genéticas complejas. Esto es particularmente aplicable en
donde un factor de riesgo genético conocido el cual no explica
completamente por el mismo una asociacién con la enfermedad,
desorden, o padecimiento de i;nterés puede presentar un lugar
genético candidato excelenfte para investigaciones mas
detalladas. Ademas, la farmacogenética, aunque es Util para el
desarrollo de farmacos, también puede extender la importancia
biolégica. El analisis de los détos de la secuencia de numeros
grandes de individuos para descubrir las variaciones en la
secuencia del gen entre individuos en una poblacién dara como

resultado la deteccién de una fraccién mayor de todas las

variantes en la poblacién.
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La informacion inicial de la secuencia que va a ser
analizada por el método de la presente invencién es derivada
del ADN gendmico de una pluralidad de sujetos. El organismo
puede ser cualquier organismo‘E para el cual estan disponibles
secuencias multiples, pero es preferentemente de los humanos.
Para identificar nuevas variaciones con frecuencia es (til
seleccionar grupos de poblaciéh diferentes basados en la raza,
etnicidad, género y/u origen geografico debido a que las
variaciones particulares pueden diferir en frecuencia entre
dichos grupos. Mas prefereﬁtemente, las enfermedades o
des6rdenes que se considera que son multigenéticos
(enfermedades/desérdenes genéticamente complejos), los
fenotipos representados por Ia,‘ poblacién de sujetos son desde
los extremos de un espectro_‘. Las muestras bioldgicas que
contienen el ADN pueden ser sangre, semen, estropajo de las
mejillas, etc. El aislamiento del ADN de dichas muestras es
bien conocido en la técnica.

En algunas modalidades, la presente invencion se refiere
al analisis de los datos de las secuencias de nucleétidos de una
pluralidad de sujetos que tiejnen por lo menos un factor de
riesgo conocido para una enfermedad, desorden, o]
padecimiento determinado (genético o de otra manera). Las
secuencias de nucleétidos sén analizadas para generar los
datos del haplotipo, y los hap"lotipos 0 variantes geneéticas son

entonces mapeados en un arbol filogenético para demostrar la

O
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evolucién de las secuencias representadas. Al comparar este

arbol con los datos del fenotipo acerca de la pluralidad de

N\

sujetos, es posible un‘ prondstico o diagnosis para un sujeto
individual portador de haplotipos observados en el arbol
filogenético.

En otras modalidades, la 'presente invencién se refiere a

i

los campos de farmacogenéticos y farmacogenémicos y al uso
de la informacién del haplotipb genético para pronosticar la
susceptibilidad de un individuo a la enfermedad y/o sus
respuestas a un farmaco o farmacos particulares, de modo que
los farmacos disefiados para las diferencias genéticas de los
grupos de poblacién pueden ser‘ desarrollados y/o administrados
a individuos con el perfil genético apropiado.

La informacién de la secuencia de nucledétidos es derivada
del ADN gendmico. Los datos de la secuencia gendmica
utilizados pueden ser obtenidbs de la clinica o animales no
humanos o de células cultivadas o estudios de tejidos aislados.
El organismo puede ser cualquier organismo para el cual estan
disponibles secuencias multiples, pero preferentemente es de
los humanos. Al identificar nuevas variaciones con frecuencia
Utiles para seleccionar diferenjtes grupos de poblacién basados
en la raza, etnicidad, género, y/u origen geografico debido a
que Ias variaciones particularjes pueden diferir en frecuencia
entre dichos grupos. Mas preferentemente, para las

enfermedades o desdérdenes considerados como multigénicos
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(enfermedades/desérdenes complejos genéticamente), los
fenotipos frepresentados por Ia_‘ poblacién del sujeto son los
extremos opuestos.

Las muestras bioldgicas que contienen ADN pueden ser de

‘

sangre, semen, estropajo de las mejillas, etc. El aislamiento del
ADN de dichas muestras es bien conocido en la técnica. Los
meétodos para determinar la secuencia de ADN en un lugar de
interés genético particular también es conocido en la técnica.
La elaboracién de secuencias automaticas esta ahora
ampliamente disponible y requiere solamente una muestra
aislada‘de ADN vy por lo meno% un cebador que esta disefado
especificamente para reconocer una secuencia altamente
conservada dentro o en la proximidad cercana al lugar genético
de interés.

De acuerdo con algunas hodalidades, una regioéon o lugar
de interés genético definido ' (por ejemplo, definido por un
conjunto de cebadores PCR directos e inversos) se forman las
secuencias cuidadosamente de un cohorte de gente incluyendo
los pacientes que son bien caracterizados para una enfermedad
particular.

Se determindé una secuencia de consenso, y todas las
variantes de las secuencias observadas para un lugar genético
determinado son recopiladas "en una lista. Los lugares que
tienen el nimero mayor de variantes observadas representan la

divergencia de evoluciéon de un antepasado comun. Como tales,

Y
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estos lugares estan conectados;en cis a los lugares que tienen

solamente una o muy pocas variantes observadas. Durante las
fases iniciales de investigacion por lo menos, se prefiere que
las poblaciones sean analizadas en grupos de sujetos que
comparten un fenotipo geneqal comun representando una
ascendencia similar. De otra manera, el analisis de estos datos
a través de la construccion de arboles filogenéticos fequeriré
un numero prohibitivamente grande de sujetos.

3. Alineaciones de secgﬁenciasimgltiples.

La determinacion de la presencia de una variacién

particular o una pluralidad de variaciones es un gen o una
region del gen en una poblacién que puede ser realizada de una
variedad de modos, y todos ellos comprenden la ubicacién del
lugar genético particular teniendo como objetivo las secuencias
dentro de la regién de interéé que son conocidas que son
ampliamente conservadas. Desde el fugar altamente

conservado, las secuencias contiguas son facilmente obtenidas

a través de una de muchas técni;cas bien conocidas en el arte.
El primer paso para analizar las secuencias paralelas de
ADN de wuna pluralidad de sujetos es la alineacién de
secuencias multiples (“MSA”). La MSA es generalmente
utilizada para mostrar la alineacién de la secuencia de las
muestras homoélogas con diferencias polimérficas dentro de
genes o regiones de genes para mostrar las areas conservadas

y las secuencias variantes. La MSA de la informacién de la
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secuencia obtenida en el lugar de interés puede ser construida
utilizando una o méas de varias técnicas conocidas y un software
publicamente disponible, y estan disponibles publicamente
desde muchas fuentes incluyendo la Internet. Los métodos para
analizar las alineaciones de secuencias multiples conocidos en
el arte incluyen, por ejemplo, los que se describen en la
Patente Norteamericana No. 6,128,587 otorgada a Sjolander; la
Patente Norteamericana No. 6,291,182 otorgada a Schork y
asociados; y la Patente Norteamericana No. 6,401,043 otorgada
a Stanton y asociados.

4. Arbol filogenético y analisis.

Varios métodos para la construccién de “arboles
filogenéticos” son conocidos en la técnica (Ver, por ejemplo,
Sanderson, 2008). Sun y asociados, utilizaron el analisis de
“bloque de haplotipo” para estudiar las asociaciones entre las
variantes de receptores similares a casetas de peaje (TLR) y el
cancer de proéstata (2005) y la publicacién de Bardel vy
asociados (2005) utilizaron un método de analisis cladistico
para investigar las asociaciones entre las variantes del gen
CARD15 y la enfermedad de Crohn. Sin embargo, no se
utilizaron los lugares genéticos anteriormente asociados con la
enfermedad para investigar los enlaces.

Los arboles filogenéticos de acuerdo con algunas
modalidades pueden ser construidos con una topologia en la

cual las variantes de la secuencia de haplotipo observadas en
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sujetos humanos individuales de las formas de nodos
estudiadas (representando cada una la secuencia observada en
los datos) en un arbol. Los nodos pueden ser unidos a otros
nodos, y el antepasado comun es encontrado en el sitio de
ramificaciéon, la raiz comin o el nodo de la raiz del arbol. Un
arbol filogenético refleja las relaciones de evoluciéon entre los
lugares genéticos para los cuales son analizados los datos (ver
las publicaciones de Sanderson, 2008; Tzeng, 2005; Seltman,
2003). La figura 4 muestra un arbol filogenético detallado
construido para la Regién B del lugar genético mostrado en la
figura 3.

El punto de partida para el calculo del arbol filogenético
es generalmente un MSA (ver parrafos anteriores). Las
aplicaciones de software multiples estan disponibles para la
construccion de los arboles filogenéticos basados en los datos
de la secuencia. Ver, por ejemplo, la Patente Norteamericana
No. 7,127,466 y la Patente Norteamericana No. 6,532,467
otorgadas a Brocklebank, y asociados, La premisa basica es
que el lugar genético que exhibe muchas variaciones es
representado por estas variantes conectadas en cis. Los
polimorfismos crean puntos de ramificacion (nodos) en el arbol
que definen grupos de secuencias o haplotipos relacionados.

El arbol filogenético es utilizado para informacién por
medio de las proporciones de sujetos de examen iterativo

afectados con un padecimiento para sujetos de control no
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1
afectados; los calculos comienzan con los nodos observados en
los niumeros mayores de sujetos y se mueven hacia la periferia
del arbol a los nodos observados en menos sujetos. La meta es
localizar un punto de ramificacién, rama, o nodo en donde
exista un cambio substancial en la proporcién de los sujetos
afectados con un padecimientoide interés para los sujetos de
control no afectados. Dicho punfo de ramificaciéon representa la
divergencia de evolucion de los sujetos del riesgo mas alto de
los sujetos del riesgo mas bajo o viceversa.

El analisis estadistico del arbol filogenético generado
puede ser realizado de acuerdo con los métodos conocidos en
la técnica. Un método reconocid‘}o en la técnica es el calculo de
los niveles de confianza de Ié oreja o tirante (consultar la
publicacién de Efron y asociados, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
93, paginas 13429 a 13434 (199@)).

5. Evaluacién del paciente.

Una vez que el érbolvfilogenético ha sido generado para un
Iugar genético particular, un ~sujeto individual puede ser
evaluado comparando su secuenlcia de ADN con las secuencias
que comprenden el arbol filogenético. La presencia de
haplotipos o variantes de secuencias correspondientes con las
regiones del arbol que represent:an los sujetos con la incidencia
mas alta del padecimiento de interés (por ejemplo, proporciones

altas de sujetos afectados con la enfermedad o desorden a

sujetos de control no afectadbs) significaria que el sujeto
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individual también se encuentra en un riésgo aumentado. Por el
contrario, las proporciones substancialmente mas bajas
corresponden al riesgo reducidd de desarrollar el padecimiento
de interés.

Los arboles filogenéticos también pueden ser analizados
basados en la capacidad de respuesta del padecimiento de
interés al tratamiento con un égente activo o un método de
tratamiento de interés de acuerdo con algunas modalidades.

6. APOE y TOMMA40.

Los fenotipos y genotipos ApoE son bien conocidos en la
técnica. El sistema establecido de nomenclatura asi como los
fenotipos y genotipos para ApoI% se describen en, por ejemplo,
la publicacion de Zannis vy ajsociados, 1982, la cual esta
incorporada a la presente descripcién como referencia.

También son conocidos Iosf fenotipos y genotipos del gen
TOMM40 (La Subunidad del Caﬁal de Membrana Exterior de la
Mitocondria, 40 kDa). Las funciones del gen TOMM40 es una
subunidad formadora de canal de la translocasa encontrada en
la membrana de la mitocondria que es esencial para importar la
proteina dentro de la mitocondria.

Los datos de exploracion dg asociacion a nivel genoma de
los estudios de los pacientes d:e la enfermedad de Alzheimer
han identificado de manera inequivoca la regién de
desequilibrio del enlace que contiene el gen de Ila

apolipoproteina E (ApoE). La variiante ApoE 4 ha sido duplicada
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|
ampliamente como un gen de susceptibilidad confirmada desde

|
las publicaciones iniciales en 1993 (ver, por ejemplo, Corder y
asociados). Sin embargo, los datos de exploracién de
asociacion a nivel genoma resultaron en una “coincidencia”
notable observada en los estudios de biologia de la célula que
comprenden la co-localizaciéon del alelo ApoE y el gen TOMM40
para la membrana externa de la mitocondria. Este otro gen,
TOMMA40, fue encontrado primero durante los estudios del
desequilibrio del enlace de modelacién alrededor del alelo ApoE
en 1998. Los polimorfismos fueron localizados adyacentes al
alelo ApoE dentro de una regiéon de desequilibrio de enlace
pequena. |
El alelo ApoE co-localizefl la membrana externa de la
mitocondria, sugiriendo interaccfones especificas de la isoforma
que conduce a un rol potencial para la apoptosis de la
mitocondria inducida por el ApoE como una expresion de la
enfermedad de Alzheimer en una etapa temprana. Los datos
biolégicos han demostrado que la proporcién de mitocondria
movil en un cultivo de células de las neuronas, asi como la
velocidad en la cual se mueven y la distancia que atraviesa,
son factores que afectan l|la apoptosis aumentada de la
mitocondria. Los datos filogenéticos sugieren un efecto
genetico independiente en el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer por el gen TOMMA40.

El alelo ApoE se enlaza especificamente a la mitocondria
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en los cultivos de neuronas humanas (Chang, 2005), y elaboran
la secuencia de esta region de desequilibrio del enlace en
cientos de pacientes de enférmedad de Alzheimer y los
controles cotejados, combinadoé con el mapeo de la evolucién
de la variante genética del gen TOMM40, se define una region
de interés particular para las interacciones de ApoE-TOMMA40,
como se muestra en la figura 3. Estos datos de evolucién
soportan adicionalmente la asoéciacién genética entre el alelo
ApoE y el gen TOMM40, vy suéieren que la disfuncion de la
mitocondria podria ser responsable de la muerte de Ilas
neuronas que ocurre lentamente con el paso de los afos. La
edad de la distribuciéon de presentacién para la enfermedad de
Alzheimer (ver, por ejemplo, la Patente Norteamericana
6,027,896 otorgada a Roses y asociados) podria reflejar la
herencia de las variantes enI}azadas estrechamente de dos
proteinas que interactuan bioqu‘l’micamente que conducen a la
expresién clinica de la enfermedad.

Como se detalld en la presente descripcién, la interaccién
entre los haplotipos multiples de las variantes del gen TOMMA40
y los alelos ApoE contribuyen a la patogénesis de la
enfermedad de Alzheimer; en peilrticular, los haplotipos del gen
TOMM40 en el enlace con un ale:Io E 3 de ApoE contribuyen a la
patogénesis de la enfermedad. Varias de las variantes del gen

TOMM40 evolucionaron solamente enlazadas a cis para el alelo

ApoE 3. (De un modo similar, las variantes especificas del gen
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TOMM40 pueden haber evolucionado enlazadas-cis a los alelos
ApoE 4 o ApoE 2). Por lo tanto, cualquier efecto genético
agregado de las variantes del gen TOMM40 segrega
independientemente del alelo ApoE 4, pero los dos productos de
la proteina variante pueden interactuar funcionalmente, en
trans, para producir un fenotipo o caracter determinado que se
puede observar. Por lo tanto, c;ualquier efecto genético de las
variantes del gen TOMMA40 seégrega independientemente del
alelo ApoE 4. Esta “coincidenciré:l” de los genes que interactuan
adyacentes pueden ser responsables de los datos de asociacion
estadistica extraordinariamente. importantes encontrados en
todos los estudios de exploracién de asociacién a nivel genoma
de la enfermedad de Alzheimer. Es de interés observar que las
plataformas de exploracién de la asociacién a nivei genoma
iniciales disponibles comercialmente no contienen
polimorfismos ApoE algunos, pero fueron identificados con el
gen TOMM40 y el SNP del alelo ApoC1, pero la regién es a la
que siempre nos referimos virtualmente como la “regién ApoE”.

Estos datos, los cuales combinan la genética de |Ia
|

enfermedad y los mecanismos moleculares putativos de la

patogénesis, pueden ser vistos también dentro del contexto de
la farmacogenética. Debido al eﬁecto genético fuerte de heredar
un alelo ApoE 4. Al alelo ApoE 4 nos hemos referido como un

gen de susceptibilidad compleja por mas de una década. Las

duplicaciones consistentes de la edad de las distribuciones de
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presentacion como una funcién del genotipo ApoE confirman
que el rol de herencia del ApoE 3 no es totalmente benigno,
pero que el factor de riesgo es mas bajo observado en una
cantidad mas pequefia de la presentaciéon de la enfermedad.
Existen variantes genéticas del gen TOMM40 que estan
localizadas solamente en los hilos del ADN que contienen el
alelo ApoE 3 en las regiones deidesequilibrio del enlace (Roses
y asociados, datos no publicados), y por lo tanto no en el
equilibrio de Hardy-Weinberg co%mo fue requerido por el SNP de
los péaneles de asociaciéon a ﬁivel genoma. Los cambios de
evolucién en las secuencias del gen TOMM40 que estan
enlazados-cis solamente al alelo ApoE 3 actlan para aumentar
el riesgo de la enfermedad de Alzheimer asociado con el alelo
ApoE 3, mientras que otras variantes del gen TOMMA40
enlazadas-cis al alelo ApoE 3 disminuyen el riesgo asociado
con el alelo ApoE 3. Una prueba genética independiente seria
determinar si aquellos polimorfismos del gen TOMMA40
asociados con menos segregado de la enfermedad de Alzheimer
en una edad tardia en la edad de los trazos de distribucion de
presentacién para los genotiposé que contienen el alelo ApoE 3
[ApoE 3/3 o ApoE 4/3]. i

Detectando la presencia o iausencia de los alelos ApoE 2,
3 6 4, y/o los haplotipos del gen TOMM40 o del ADN que
codifica los mismos (incluyendo, en algunas modalidades, el

nimero de alelos para cada uno) en un sujeto puede ser llevado
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a cabo ya sea directa o indirectamente por cualesquiera medios
adecuados. Una variedad de técnicas son conocidas para los
expertos en el arte. Todas generalmente comprenden el paso de
recolectar una muestra del m‘aterial biolégico que contiene
cualquier ADN o proteina del sujeto, y luego detectar si el
sujeto posee o no el haplotipo de interés. Por ejemplo, el paso
de detecciéon con respecto al alelo ApoE puede llevarse a cabo
recolectando una muestra del alelo ApoE del sujeto (por
ejemplo, del liquido cerebroesbinal, o cualquier otro fluido o
tejido que contiene el alelo ApoE), y luego determinando la
presencia o ausencia de una isoforma ApoE 2, 3, 6 4 en la
muestra del alelo ApoE (por ejemplo, mediante el enfoque o
inmunoensayo isoeléctrico). |

La determinacién de la presencia o ausencia del ADN que
codifica una isoforma ApoE y/o TOMM40 puede ser llevada a
cabo medianté la elaboracién de!secuencias directa de la region
del interés del ADN gendémico, con una muestra de
oligonucledétido etiquetada con un grupo adecuado que se puede
detectar, y/o por medio de una reaccién de amplificaciéon tal
como una reaccidén de cadena de polimerasa o una reaccién de

cadena de ligasa (cuyo producto.de la reaccién de amplificaciéon

|
puede entonces ser detectado con una muestra de

oligonucledétido etiquetada o un numero de otras técnicas).
Ademas, el paso de deteccion puede incluir el paso de detectar

si el sujeto es heterozigo u horﬁozigo para el gen que codifica



10

15

20

25

6

63

el alelo ApoE y/o‘ el haplotipo del gen TOMM40. Se conocen
ensayos de muestra de oligonucleétidos diferentes numerosos
los cuales pueden ser empleado? para llevar a cabo la presente
invencién. Ver, por ejemplo, Ié Patente Norteamericana No.

4,302,204 otorgada a Wahl y asociados; la Patente

Norteamericana No. 4,358,535 otorgada a Falkow y asociados;

la Patente Norteamericana No. 4,563,419 otorgada a Ranki y
asociados; y la Patente Norteamericana No. 4,994,373 otorgada
a Stavrianopoulos y asociados (I‘os solicitantes especificamente
pretenden que las descripciones de todas las referencias de
Patente Norteamericana aqui citadas sean incorporadas a la
presente descripcion como referencia).

En algunas modalidades, la deteccion puede incluir la
amplificacién de multiplexion del ADN (por ejemplo, el PCR
fluorescente especifico del alelo). En algunas modalidades, la
deteccién puede incluir la hibri!dacién a una microadaptacion
(un chip, cuentas, etc.). En algunas modalidades, la detecciodn
puede incluir la elaboracién de secuencias de las porciones
apropiadas del gen que contieneén los haplotipos buscados para
ser detectados. En algunas modalidades, los haplotipos que
cambian la susceptibilidad de la digestién por una o mas
enzimas de restriccion de endo%ucleasa pueden ser utilizados
para la deteccién. Por ejemplo, puede ser utilizado el

polimorfismo de longitud del fragmento de restriccién (RFLP), el

cual se refiere al patron de digestién cuando son aplicadas
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varias enzimas de restriccion aliADN. En algunas modalidades,
la presencia de uno o mas hablotipos puede ser determinada
por medio de la amplificacion especifica del alelo. En algunas
modalidades, la presencia de los haplotipos puede ser
determinada mediante la extensién del cebador. En algunas
modalidades, la presencia de los haplotipos puede ser
determinada mediante la ligacién de oligonucleétidos. En
algunas modalidades, la presen?ia de los haplotipos puede ser
determinada mediante hibridacién con una muestra etiquetada
de manera que se puede detectar. Ver, por ejemplo, la
Publicacion de Solicitud de Patente Norteamericana No.
2008/0153088 otorgada a Sun y5asociados; Kobler y asociados,
Identificacion de un alelo 11T en el aparato de polipirimidina
del intrén 8 del gen CFTR, Genética en Medicina 8(2): paginas
125 a 128 (2006); Costa y agociados, PCR de Multiplexidon
Fluorescente Especifico del Aleio para la Haplotipificaciéon del
Lugar VS8 (TG)m(T)n en el Gen CFTR, Clin. Chem., 54:
paginas 1564 a 1567 (2008); Johnson y asociados, Un Estudio
Comparativo de Cinco Plataformés de Prueba Tecnolégicamente
Diversas del CFTR, J. Mol. Diagnostics, 9(3) (2007); Pratt vy
asociados, Desarrollo de los Materiales de Referencia
Gendémicos para la Prueba de Genética de la Fibrosis Quistica,
J. Mol. Diagnostics, 11: paginas 186 a 193 (2009).

La amplificacién de una secuencia de acido nucleico

seleccionada, u objetivo puede ser llevada a cabo por
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cualesquiera medios adecuados en el ADN aislado de las
muestras biolégicas. Ver genera‘lmente, las publicaciones de D.
Kwoh y T. Kwoh, 1990. Los ejemplos de las técnicas de
amplificacién adecuadas incluyen, pero no estan limitadas a,
reaccién de cadena de polimérasa, reaccién de cadena de
ligasa, amplificacién de desplazamiento del hilo (ver
generalmente, las publicaciones}de Walker y asociados, 1992a;
Walker y asociados, 1992b), amplificacion basada en |la
transcripcién (ver Kwoh y asociados, 1989), duplicacién de
secuencia auto-sostenida (o “3SR”) (ver Guatelli y asociados,
1990), el sistema de replicasai QB (ver Lizardi y asociados,
1988), amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico
(o “NASBA") (ver Lewis, 1992), la reaccién de cadena de
reparacion (o “RCR”) (ver Lewis, mencionada anteriormente), y
la amplificacién de boomerang de ADN (o “BDA”) (ver Lewis,
mencionada anteriormente). Ac?tualmente la preferida es la
reaccién de cadena de polimerasa.

Las técnicas de amplificacion del ADN tales como las
anteriores pueden comprender el uso de una muestra, un par de
muestras, o dos pares de mugstras los cuales se enlazan
especificamente al ADN que codifica el alelo ApoE 4, pero no
se enlaza al ADN que codifica los alelos ApoE 2 o ApoE 3 bajo
las mismas condiciones de hibridacién, y el cual sirve como el
cebador o cebadores para la amplificaciéon del ADN del alelo

ApoE 4 o wuna reaccion del mismo en la reacciéon de
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amplificacién. De un modo similar, se puede utilizar una
muestra, un par de muestras, o dos pares de muestras los
cuales se enlazan especificameriﬂe al ADN que codifica el alelo
ApoE 2, pero no se enlazan al ADN que codifica los alelos ApoE
3 o ApoE 4 bajo las mismas condiciones de hibridacion, y el
cual sirve como el cebador o cebadores para la amplificacidn
del ADN del alelo ApoE 2 o una porcién del mismo en la
reaccion de amplificacién; y se ;puede utilizar una muestra, un
par de muestras, o dos pares deimuestras los cuales se enlazan
especificamente al ADN que codifica el alelo ApoE 3, pero no
se enlaza al ADN que codifica los alelos ApoE 2 o ApoE 4 bajo
las mismas condiciones de hibridacién, y el cual sirve como un
cebador o cebadores para la amplificacién del ADN del alelo
ApoE 3 o0 una porcién del, mismo en la reacciéon de

amplificacion. |

De una manera similar, se‘puede utilizar una muestra, un
par de muestras, o dos pares de muestras los cuales se enlazan
especificamente al ADN que codifica el haplotipo de interés del
gen TOMM40, pero no se enlaza a otros haplotipos del gen
TOMMA40 bajo las mismas condiciones de hibridacién, y el cual
sirve como el cebador o cebadiores para la amplificacién del
ADN del gen TOMM40 o una pofcién del mismo en la reaccién
de amplificacién.

En general, la muestra de oligonucledétido que es utilizada

para detectar el ADN que codifica los haplotipos del alelo ApoE
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y/o el gen TOMM40 es una muestré de oligonucledétido que se
enlaza al ADN que codifica el haplotipo de interés, pero que no
se enlaza al ADN que codifica otro§ haplotipos bajo las mismas
condiciones de hibridaciéon. La muestra de oligonucle6tido es
etiquetada con un grupo que se puede detectar adecuado, tal
como aquellos que se establecen mas adelante en relacién con
los anticuerpos.

La reaccion de cadena de polimerasa (PCR) se puede
llevar a cabo de acuerdo con técnicas conocidas. Ver, por
ejemplo, las Patentes Nortean:ﬁericanas Nos. 4,683,195;
4,683,202; 4,800,159; y 4,965,188. En general, el PCR
comprende, primero, tratar una mq‘estra de acido nucleico (por
ejemplo, en la presencia de una pplimerasa de ADN estable en
el calor) con un cebador de oligon;ucleétido por cada hilo de la
secuencia especifica que va _él ser detectada bajo las
condiciones de hibridacién de mj‘odo que un producto de la
extension de cada cebador séa sintetizado el cual es
compiementario a cada hilo dé acido nucleico, con Ilos
cebadores lo suficientemente corﬁplementarios para cada hilo
de la secuencia especifica para’ hibridarla con el mismo de
modo que el producto de extensiéﬁ sintetizado de cada cebador,
cuando es separado de su complémento puede servir como una
plantilla para la sintesis del prbducto de extensién del otro
cebador, y luego tratar la muestra bajo condiciones de

desnaturalizacién para separar los productos de extension del
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cebador de sus plantillas si la secuencia o secuencias que van
a ser detectadas estan presentes. Estos pasos son repetidos
ciclicamente hasta que se obtie_he el grado deseado de
amplificaciéon. La deteccién de la éecuencia amplificada puede
Ilevarse a cabo agregando al produ,"cto de reaccién una muestra
de oligonucledétido que tiene la dapacidad de hibridar en el
producto de reaécién (por ejemplo, una muestra de
oligonucledtido de la presente invencion), llevando la muestra
una etiqueta que se puede detectar, y luego detectando la
etiqueta de acuerdo con técnica% conocidas, o mediante la
visgalizacién directa sobre un gel.

Cuando las condiciones del E"CR permiien la amplificacién
de todos los tipos alélicos ApoE, los tipos pueden ser
distinguidos por una hibridacién," con la muestra especifica
alélica, mediante la digestion de la endonucleasa de restriccion,
mediante la electroforesis en _?‘Ios geles de gradiente de
desnaturalizacién, u otras técniéas. Un protocolo PCR para
determinar el genotipo del aIeIo;ApoE lo describe Wenham vy
asociados (1991), incorporado cbmo referencia a la presente
descripcion. Los ejemplos de los cebadores especificos para la
amplificacién e identificacion de I_;as isoformas del alelo ApoE se
describen en los mismos. Se leeden emplear los cebadores
especificos para la regién polimé;rfica del alelo ApoE (ya sea el
alelo ApoE 4, E3 o E2). En Wenhém, por ejemplo, los cebadores

PCR son empleados los cuales a_fnplifican una regién de 227 bp
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del ADN que extiende los sitios poli-:mérficos del alelo ApoE (los
codones 112 y 1568, los cuales contienen los nucleétidos 3745 y
3883). Los fragmentos amplificados entonces son sometidos a
la endonucleasa de restriccidén “ Cfol la cual proporciona
diferentes fragmentos de restriccién de los seis genotipos del
alelo ApoE posibles los cuales se;pueden reconocer en un gel
de electroforesis. Ver también, Iés publicaciones de Hixon vy
asociados (1990); Houlston y asociados (1989) Wenham vy
asociados (1991); y Konrula y asociados (1990) para métodos
adicionales, todas las cuales esté_“n incorporadas a la presente
descripcién como referencia.

Ademas de la enfermedad @e Alzheimer, existen varias
otras enfermedades o padecimien“tos genéticamente complejos
para los cuales los métodos; de la presente invencidn
proporcionan ventajas sobre los analisis existentes. Por
ejempio, los datos de multiplei‘s estudios genéticos de la
diabetes melitus tipo 2 soportah el punto de vista de que
necesariamente se proveeran cgsos/series de control clinico
muy grande con significancia estadistica para los lugares
definidos por los estudios de asociacion a nivel genoma.

7. Agentes activos, composiciones y tratamiento.

Como se observd anteriormente, los arboles filogenéticos
creados utilizando los métodos aqui detallados también pueden
ser analizados basados en la capacidad de respuesta del

padecimiento de interés al tratamiento con un agente activo o el
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metodo de tratamiento de interés de acuerdo con algunas
modalidades, y las decisiones del fratamiento para un sujeto o
paciente pueden estar basadas en las variantes genéticas
especificas identificadas.

Agentes activos. Los agentes activos incluyen aquellos
conocidos para el tratamiento de u_:n padecimiento de interés, y
son inclusivos de los agentes actili‘vos contra la enfermedad de
Alzheimer, incluyendo, pero sin “Iimitarse a, inhibidores de
acetilcolinesterasa, antagonistas;del receptor de NMDA, vy
agonistas o moduladores del recebtor proliferador activado del
peroxisoma (PPAR), incluyendo‘fpero sin limitarse a esos
farmacos en las clases de tiazoliaindiona o glitazar. EIl agente
activo también podria ser un producto biofarmacéutico, por
ejemplo, un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos monoclonal,
policlonal, derivados de o mod“ificados tales como Domain
AntibodiesTM, Bapineuzumab, efc.), proteinas de fusiéon o
moléculas terapéuticas de ARN. E‘I agente activo podria también
ser una combinacién de cualquieré de estos productos.

Los ejemplos de los inhil:f»idores de acetilcolinesterasa
incluyen, pero no estan limitados a, donepezil (comercialmente
disponible como ARICEPT), :galantamina (comercialmente
disponible como RAZADYNE), y5 rivastigmina (comercialmente
disponible como EXELON) vy “Ias sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Los _ejemplos adicionales incluyen,

pero no estan limitados a, los que se describen en las Patentes
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Norteamericanas Nos. 6,303,633; 5,965,569; 5,595,883;
5,674,046; y 5,171,750 (las descripciones de todas las
referencias de Patentes Norteame‘ricanas aqui citadas estan
incorporadas en su totalidad a |aj presente descripcién como
referencia).

Los ejemplos de los antagonistas del receptor de NMDA
incluyen, pero no estan limitados a{, memantina (comercialmente
disponible como AKATINOL, AXURA, EBIXIA/ABIXIA, MEMOX vy
NAMENDA) y las sales farmacéuﬁcamente aceptables de los
mismos. Los ejemplos adicionales incluyen, pero no estan
limitados a, aquellos descritos en I_.as Patentes Norteamericanas
Nos. 6,956,055; 6,828,462; 6,642,267; 6,432,985; y 5,990,126.

Los ejemplos de las tiazoli;dindionas incluyen, pero no
estan limitados a, rosiglitazona (comercialmente disponible
como AVANDIA) y las sales farmaé;éuticamente aceptables de la
misma. Los ejemplos adicionalés incluyen, pero no estan
limitados a:

5-(4-[2-(N-metiI-N-(2—benzotijézo|i|)amino)etoxi]bencil)-2,4-
tiazolidindiona;

5-(4-[2-(N-metil-N-(2-benzotiazolil)amino)etoxilbenciliden)-
2,4-tiazolidindiona; |

5-(4-[2-(N'-metiI-N-(2-benzox..azo|iI)amino)etoxi]bencil)-2,4-
tiazolidindiona;

5-(4-[2-(N-metil-N-(2-benzoxazolil)amino)etoxi]lbenciliden)-

2,4-tiazolidindiona;
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5-(4-[2-(N'—metiI-N-(2-pirimidini:I)amino)etoxi]bencil)-Z,4-
tiazolidindiona;
5-(4-[2-(N-metil-N-(2-pirimidinil)aminb)etoxi]benciliden)-
2,4-tiazolidindiona;
5-(4-(2-(N-metil-N-[2-(4,5-
dimetiltiazolil)Jamino)etoxi]lbencil)-2,4-tiazolidindiona;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4,5-
dimetiltiazolil)Jamino)etoxilbenciliden)-2,4-tiazolidindiona;
5-(4-[2—(N-metiI-N-(2-tiazo|il)émino)etoxi]bencil)-z,4-
tiazolidindiona; |
5-(4-[2-(N-metiI-N—(2—tiazo|i|)émino)etoxi]benciliden)-2,4-
tiazolidindiona; |
5-[4-(2-(N-metil-N-(2-(4-feniltiazolil))amino)etoxi)bencill-
2,4-tiazolidindiona; |
5-(4-[2-(>N-metiI-N—(2-(4-
feniltiazoliI))amino)etoxi]bencilideh)—Z,4-tiazo|idindiona;
5-(4-[2-(N-metiI-N-[2-(4-fenil"-5-
metiltiazolil)]amino)etoxi]bencil)-2,4-tiazolidindiona;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-fenil-5-
metiItiazoliI)]amino)etoxi]bencilidén)-Z,4-tiazo|idindioné;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-metil-5-
feniItiazolil)]amino)etoxi]benciI)-2,4-tiazolidindiona;
5-(4-[2-(N-metiI-N-[2-(4—metiI-5-
feniItiéz'oliI)]amino)etoxi]benciliden)-2,4—tiazolidindidna;

5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-met.iItiazolil)]amino)etoxi]bencil)-

BX:
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2,4—tiazolidindiona;

5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-
metiltiazoliI)]amino)etoxi]benciliden)-z,4-tiazo|idindiona;

5-[4-(2-(N-metiI-N-[2-(5-feniIo*azoliI)]amino)etoxi)bencil]-
2,4-tiazolidindiona;

5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(5-
feniloxazolil)]amino)etoxi]bencilideh)-Z,4-tiazo|idindiona;

5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4,5-
dimetiloxazolil)]amino)etoxi]bencil);‘-2,4-tiazolidindiona;

5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4,5- |
dimetiloxazolil)]lamino)etoxilbenciliden)-2,4-tiazolidindiona;

5-[4-(2-(2-pirimidinilamino)et@xi)bencil]-2,4-
tiazolidindiona;

5-[4—(2-(2-pirimidinilamino)etbxi)benciliden]-2,4-
tiazolidindiona; |

5-(4-[2-(N-acetil-N-(2-pirimidinil)amino)etoxi]bencil)-2,4-
tiazolidindiona;

5—(4-(2-(N—(2-benzotiazoIiI)-N-
bencilamino)etoxi)benciliden)-2,4ftiazo|idindiona;

5-(4-(2-(N-(2-benzotiazolil)-N-bencilamino)etoxi)bencil)-
2,4-tiazolidindiona;

5-(4—[3—(N-metiI-N-(2-benzo>§azolil)amino)propoxi]bencil)-
2,4-tiazolidindiona;

5-(4-[3-(N-metil-N-(2-

benzoxazoliI)amino)propoxi]benciliden)-2,4-tiazo|idindiona;
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5-(4-[2-(N-metiI-N-(2-piridiI)a’mino)etoxi]bencil)-2,4-
tiazolidindionia;

5-(4-[2-(N-metiI-N-(2-piridi|)arﬁino)etoxi]benciliden)-2,4-
tiazolidindiona;

5-(4-[4-(N-metil-N-(2-
benzoxazoliI)amino)butoxi]benciliden)-2,4-tiazo|idindiona;

5-(4-[4-(N-metiI-N-(2-benzoxaéolil)amino)butoxi]bencil)-
2,4-tiazolidindiona;

5-(4-[2-(N-(2-benzoxazolil)amino)etoxilbenciliden)-2,4-
tiazolidindiona; |
5-(4-[2-(N-(2-benzoxazoli|)arﬁino)etoxi]bencil)-2,4-
tiazolidindiona; '
5-(4-[2-(N-isopropil-N-(2-benzoxazolil)amino)etoxilbencil)-
2 4-tiazolidindiona, y '
las sales farmacéuticamente acepéables de los mismos. Ver, por
ejemplo, la Patente Norteamericaﬁa No. 5,002,953.

Los agentes activos aqui:descritos pueden, como se
observé anteriormente, ser prepafados en la forma de sus sales
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente
aceptables son sales que retgenen la actividad bioldgica
deseada del compuesto de or;igen y no imparten efectos
toxicolégicos indeseables. Los ejémplos de dichas sales son (a)
sales de adicion acida formadaé con acidos inorganicos, por
ejemplo, acido clorhidrico, écidé bromhidrico, acido sulfdrico,

acido fosforico, acido nitrico y similares; y las sales formadas

XO
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con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético,
acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico,
acido fumarico, acido glucénico, ‘écido citrico, acido malico,
acido ascoérbico, acido benzoico, é;cido tanico, acido palmitico,
acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalensulfénico,
acido metanosulfénico, acido : p-toluensulfénico, acido
naftalendisulfénico, acido poligala¢turénico, y similares; (b) las
sales formadas de aniones elementales tales como cloro,
bromo, y yodo, y (c) las sales derivadas de las bases, tales
como sales de amonio, sales dé metal alcalino tales como
aquellas sales de sodio y potasio,,:saies de tierra alcalina tales
como aquellas sales de calcio y magnesio, y sales con bases
organicas tales como diciclohexilamina y N-metil-D-glucamina.
Los agentes activos pueden ser administrados en la forma
de profarmacos. “Profarmacos” como se usan en la presente
descripcion se refieren a aquellos profarmacos de los
compuestos de la presente inven¢ién los cuales son, dentro del
alcance de la opinién médica_‘l razonable, adecuados para
utilizarse en contacto con los tejidos de los humanos y animales
inferiores sin una toxicidad iﬁdebida, irritacion, respuesta
alérgica y similares, que se pueden medir con una proporcioén
de riesgo/beneficio razonable,: y efectivos para su uso
pretendido asi como las forma§ zwiteriénicas, en donde es
posible, dé los compuestos de la invenciéon. EI término

“profarmaco” se refiere a ' los compuestos que son
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transformados rapidamente in vivo para producir el compuesto
de origen de las féormulas anteriores, por ejemplo, mediante la
hidrolisis en la sangre. Una explicacién completa se
proporciona en el libro de T. Higu“chi y V. Stella, Profarmacos
como Sistemas de Administracion Novedosos, Vol. 14 de la
Serie del Simposio A.C.S. y en el libro de Edward B. Roche,
ed., Vehiculos Biorreversibles en el Disefio de Farmacos,
American Pharmaceutical Association y Pergamon Press, 1987,
ambos de los cuales estan incorp;orados como referencia a la
presente descripcién. También ve;r la Patente Norteamericana
No. 6,680,299. Los ejemplos inciuyen un profarmaco que es
metabolizado in vivo por un sujéto a un farmaco activo que
tiene una actividad de los compﬂestos activos como aqui se
describen, en donde el profarmaco es un éster de un alcohol o
grupo de acido carboxilico, si dic“ho grupo esta presente en el
compuesto; un acetél o ketal de un grupo de alcohol, si dicho
grupo esta presente en el compl;Jesto; una base N:=Mannich o
una imina del grupo amina, si diého grupo esta presente en el
compuesto; o una base de Schifff, oxima, acetal, enol éster,
oxazolidina, o tiazolidina de un gfrupo carbonilo, si dicho grupo
esta presente en el compuesto,;vtal como se describen en la
Patente Norteamericana No. ' 6,680,324 y la Patente
Norteamericana No. 6,680,322.

Composiciones. Los ,‘égentes activos descritos

anteriormente pueden ser formulados para la administraciéon en
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un vehiculo farmacéutico de écuerdo con las técnicas
conocidas. Ver, por ejemplo, “La Ciencia y Practica de Ia
Farmacia” de Remington (Remington, The Science And Practice
of Pharmacy) (9% Ed. 1995). En Ila manufactura de una
formulaciéon farmacéutica de acuerdo con la invencién, el
compuesto activo (incluyendo las sales fisiolégicamente
aceptables del mismo) es mezclado generalmente con, entre
otros, un vehiculo aceptable. El vehiculo debe, por supuesto,
ser aceptable en el sentido de ser compatible con cualquiera de
los otros ingredientes en la formulacién y no debe de ser
perjudicial para el paciente. El vehiculo puede ser un sélido o
un liquido, o ambos, y preferentemente es formulado con el
compuesto como una formulacién de dosis unitaria, por ejemplo,
una tableta, la cual puede contener del 0.01% o del 0.5% al
95% o del 99% en peso del compuesto activo. Uno o mas
compuestos activos pueden ser incorporados en las
formulaciones de |la invencién, los cuales pueden ser
preparados mediante cualquiera de las técnicas bien conocidas
de farmacia que comprenden la mezcla de los componentes,
opcionalmente incluyendo uno o més ingredientes accesorios.
Las formulaciones de la presente invencién incluyen
aquellas adecuadas para la admfnistracién oral, rectal, tépica,
bucal (por ejemplo, sublingual), vaginal, parenteral (por
ejemplo, subcutanea, intramuscular, intradérmica, o

intravenosa), topica (por ejemplo, para ambas las superficies de
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la piel y la mucosa, incluyendo las superficies de las vias
aéreas) y transdérmica, aunque “Ia ruta mas adecuada en
cualquier caso determinado depénderé de la naturaleza vy
severidad del padecimiento que estad siendo tratado y de la
naturaleza del compuesto activo pJarticuIar el cual esta siendo
utilizado.

Las formulaciones adecuada$ para la administracién oral
pueden ser presentadas en unidgdes separadas, tales como
capsulas, pastillas, o tabletas, _‘conteniendo cada una una
cantidad previamente determinada‘-‘ del compuesto activo; como
un polvo o granulos; como una sol_ucic’m 0 una suspension en un
liquido acuoso 0 no acuoso; o corho una emulsion de aceite en
agua o de agua en aceite. Dichas formulaciones pueden ser
preparadas mediante cualesqui:era métodos de farmacia
adecuados los cuales incluyen Ios;pasos de poner en asociacion
el compuesto activo y un vehiculo adecuado (el cual puede
contener uno o mas ingrediente$ accesorios como se indicé
anteriormente). En general, las formulaciones de la presente
invencién son preparadas mezciando de manera uniforme e
intima el compuesto activo con un liquido o un vehiculo sélido
dividido finamente, o ambos, vy iluego, si es necesario, darle
forma a la mezcla resultante. Por ejemplo, una tableta puede
ser preparada comprimiendo o moldeando un polvo o granulos
que contienen el compuesto act;ivo, opcionalmente con uno o

mas ingredientes accesorios. Las tabletas comprimidas pueden
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ser preparadas comprimiendo, en una maquina adecuada, el
compuesto en una forma que fluye de manera libre, tal como un
polvo o granulos opcionalmente mezclados con un enlazador,
lubricante, diluyente inerte, y/o agentes de dispersidén/activos
de superficie. Las tabletas moldeadas se pueden hacer
moldeando, en una maquina ' adecuada, el compuesto
pulverizado humedecido con un enlézador liquido fnerte.

Las formulaciones adecuadas:para la administracién bucal
(sublingual) incluyen pildoras que comprenden el compuesto
activo en una base saborizada, generalmente sacarosa y acacia
o tragacanto; y pastillas que comprenden el compuesto en una
base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia.

Las formulaciones de la presente invencién adecuadas
para la administracion parenteral comprenden soluciones de
inyeccién acuosas y no acuosas estériles de los compuestos
activos, cuyas preparaciones préferentemente son isotdnicas
con la sangre del recipiente pre_tendido. Estas preparaciones
pueden contener antioxidantes, feguladores, bacteriostatos vy
solubles los cuales hacen que la formulacién sea isotonica con
la sangre del receptor pretendido. Las suspensiones estériles
acuosas y no acuosas pueden incluir agentes de suspensién y
agentes espesantes. Las formulaéiones pueden ser presentadas
en dosis unitarias o en contenedores de dosis multiples, por
ejemplo, ampolletas vy frasco§ sellados, y pueden ser

almacenadas en una condicién secadas por congelacion

S
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(liofilizadas) requiriendo solamente{ la adiciéon de un vehiculo
liquido estéril, por ejemplo, solucién salina o agua para
inyeccion inmediatamente antes de utilizarse. Las soluciones de
inyeccion extemporanea y suspensiones pueden ser preparadas
a partir de polvos estériles,‘ grénulos y tabletas del tipo
anteriormente descrito. Por ejemplo, en un aspecto de Ila
presente invencién, se proporciona una composicion estéril,
estable que se puede inyectar y que comprende un agente(s)
activo(s), o una sal del mismo, eh una forma de dosificacién

unitaria en un contenedor sellado. El compuesto o sal se
‘

proporciona en la forma de un‘IiofiIizato el cual tiene Ila
capacidad de ser reconstitpido con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable adecuado para formar wuna
composicion liquida adecuada paré la inyecciéon del mismo en
un sujeto. La forma de dosis unitéria comprende generalmente
de aproximadamente 10 mg hasta;aproximadamente 10 gramos
del compuesto o sal. Cuando; el compuesto o sal es
substancialmente insoluble en agu;a, una cantidad suficiente de
agente de emulsificaciéon la cual es fisiolégicamente aceptable
puede ser empleada en una cantidad suficiente para emulsificar
el compuesto o sal en un vehiculo acuoso. Uno de dichos
agentes de emulsificacién utiles es la fosfatidilcolina.

Las formulaciones adecuadas para la aplicacion tépica a la

piel preferentemente toman la forma de un ungiento, crema,

locion, pasta, gel, rocio, aerosol, o aceite. Los vehiculos los
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cuales pueden ser utilizados incluyen vaselina, lanolina
polietilénglicoles, alcoholes, mejoradores transdérmicos, vy
combinaciones de dos o mas de los ;mismos.

Las formulaciones adecuadés para la administracion
transdérmica pueden ser presentadas como parches separados
adaptados para permanecer en contacto intimo con la epidermis
del receptor por un periodo de tiempo prolongado. Las
formulaciones adecuadas para la ;administracic’)n transdérmica
también pueden ser administradas mediante iontoforesis (ver,
por ejemplo, Pharmaceutical Research 3 (6): pagina 318 (1986))
y generalmente toman la forma de una solucién acuosa regulada
opcionalimente del compuesto -‘activo. Las formulaciones
adecuadas comprenden regulador <j:le citrato o bis/tris (pH 6) o
etanol/agua y contienen el ingrediehte activo de 0.1 M a 0.2 M.

Ademas de los compuestos ' activos, las composiciones
farmacéuticas pueden contener wotros aditivos, tales como
aditivos ajustadores de pH. En particular, los agentes
ajustadores de pH utiles incluyen acidos, tales como 4&cido
clorhidrico, bases o reguladores, tales como lactato de sodio,
acetato de sodio, fosfato de sodio, citrato de sodio, borato de
sodio, o gluconato de sodio. Ademés, las composiciones pueden
contener conservadores microbiales. Los conservadores
microbiales utiles incluyen metil_parabeno, propilparabeno, vy

alcohol bencilico. El conservador microbial generalmente es

empleados cuando la formulacién es colocada en un frasco
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disefiado para las dosis multiples. Por supuesto, como se
indicé, las composiciones farmécéuticas de la presente
invencion pueden ser liofilizadas utilizando técnicas bien
conocidas en el arte.

Dosificacién. Las dosificaciones terapéuticamente
efectivas de cualquier agente actijvo especifico, cuyo uso se
encuentra en el alcance de la presente invencién, variara algo
de compuesto a compuesto, y de paciente a paciente, y
dependera de las condiciones del paciente y la ruta de
administracién. Para administracién oral, la dosificacién diaria
total de 1, 2 6 3 mg, hasta de 30, 40 6 50 mg, puede ser
utilizada, administrada como una sola dosis diaria o dividida en
dos o tres dosis diarias.

Tratamiento. Las variantes genéticas que aqui se
describen o que aqui se descubri:eron utilizando los métodos
aqui ensefiados pueden ser utilizadas para determinar el curso
del tratamiento de un paciente afligido con un padecimiento
(por ejemplo, un padecimiento asociado con el alelo ApoE y/o el
gen TOMM40), mediante, por ejem;plo, la determinacién de que
el agente activo y/o el curso del tratamiento a administrar
basado en la presencia o ausenci:a de la variante o variantes
genéticas. La presencia o ausencia de las variantes genéticas
puede indicar la eficacia de un agente activo y/o el curso del
tratamiento para el paciente,‘ pronostficar la edad de

presentacién para un padecimiento, indicar los regimenes de

X
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dosis preferidos, etc. Un perfil ge_inético puede ser generado
para un paciente, y el perfil consultado para determinar si el
paciente se encuentra entre un grupo de pacientes que
probablemente actuaran en respuesta a un agente activo
particular.

Las instrucciones de uso pueden ser empacadas con o
asociadas de otra manera con un ;agente activo indicando las
recomendaciones para el tratamiehto, tiempo del tratamiento,
regimenes de dosis, etc., basados en la presencia o ausencia
de las variantes genéticas.

8. Métodos para determinar una prediccion de un riesgo de

enfermedad o pronéstico.

Para determinar una prediccic?n del riesgo de enfermedad
para un individuo no sintomatico o un prondstico (el prospecto
de afliccién o el curso de la enfermedad anticipado del curso de
enfermedad usual o peculiaridades del caso) de acuerdo con
algunas modalidades de la presente invencién, los datos de
diagnostico, incluyendo la diagnosis del paciente o la historia
meédica y los datos genéticos, t_‘ales como el genotipo del
paciente (por ejemplo, genotipo ApoE y/o TOMM40), pueden ser
procesados para proporcionar : opciones terapéuticas vy
predicciones de resultados. EI pchesamiento puede incluir la
obtencién de un “perfil del paciente” tal como la recoleccién de
la historia médica del paciente incluyendo la edad y género, la

genotipificacion de los lugares de interés (por ejemplo,
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utilizando cebadores disefiados apropiadamente vy utilizando
una amplificacion RT-PCR o PCR ly/o la fenotipificaciéon, por
ejemplo, utilizando un método portajdo por un anticuerpo o una
prueba enzimatica), y el analisis estadistico o de otra
naturaleza que convierte estos datojs simples en un pronéstico.
El pronéstico puede incluir una predicciéon de una edad del
paciente de presentacién de la gnfermedad, respuesta a la
terapia del farmaco, tiempo para el tratamiento, eficacia del
tratamiento, etc. En algunas modalidades, el pronéstico puede
incluir el uso de un programa de so;ftware de computadora para
analizar los datos del paciente y operar revisiones cruzadas
estadisticas contra las bases de dal‘tos de relacién con el objeto
de convertir los datos o perfil del paciente en un pronéstico.

Un “perfil dei paciente” inclu:ye los datos y/o materiales
que pertenecen al paciente del cual esta siendo realizado el
analisis predictivo y/o el pronéstico. Los datos pueden incluir
informacién sobre la diagnosis dellpaciente, edad, género, y/o
genotipo. El perfil del paciente también puede incluir materiales
del paciente tales como sangre, muestras de proteina del suero,

liquido cerebroespinal, o ARN o ADN purificado.

9. Estratificacién del genotipo en los ensayos clinicos.

La deteccion a un genotipo aqui ensefiada o como es
determinada con los métodos de la presente descripcién puede
ser utilizada para realizar el ensayo clinico de una manera

similar a que otra informacién del genotipo es utilizada para
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conducir un ensayo clinico, tal como los que se describen en,
por ejemplo, las Patentes Norteamericanas Nos. 6,573,049
6,368,797 y 6,291,175.

En algunas modalidades, dichos métodos estratifican de
ménera ventajosa o permiten la re;finacién de la poblacién de
pacientes (por ejemplo, mediante Ia division de la poblacién en
uno o mas subgrupos) de modo que las ventajas de los
regimenes del tratamiento particuléres pueden ser detectadas
de una manera mas exacta, particularmente con respecto a las
sub-poblaciones particulares de pacientes con los genotipos
particulares. En algunas modélidades, dichos métodos
comprenden la administraciéon de ujn agente activo de prueba o
terapia a una pluralidad de sujetos (una terapia de control o
placebo generalmente siendo admihistrada a una pluralidad de
sujetos separada, pero caracterizada de una manera similar) y
detectar la presencia o ausencia de un genotipo (por ejemplo,
ApoE y/o TOMM40) como se de:scribié anteriormente en la
pluralidad de sujetos. EI genotipo puede ser detectado antes,
despueés, o concurrentemente con el paso de administraciéon de
la terapia de prueba. La influe_‘ncia de uno o mas alelos
detectados en la terapia de prueba puede entonces ser
determinada en cualquier parametro adecuado o resultado o
consecuencia del tratamiento pot#ncial, incluyendo, pero sin

limitarse a, la eficacia de dicha terapia, la falta de efectos

secundarios de la terapia, etc.
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Un ensayo clinico puede ser preparado para probar la
eficacia de los compuestos de prueba para tratar cualquier
nimero de enfermedades para las cuales ha sido determinado

un genotipo particular para ser asociado, para sujetos los

cuales son diagnosticados con la enfermedad o se encuentran

en riesgo del desarrollo de la enfermedad. Si los sujetos son
genotipificados después de terminar un ensayo clinico, los
analisis pueden entonces ser utilizados para determinar una
relacion entre un tratamiento para una enfermedad y el alelo
que va a ser evaluado por su eficacia. Alternativamente, si un
sujeto sintomatico o asintomét_llco todavia no ha sido
diagnosticado con ia enfermedad pero ha sido determinado
como que se encuentra en riesgo de desarrollar la enfermedad,
un ensayo clinico similar al‘. ensayo clinico descrito
anteriormente se puede Il_evar a cabo.

Los mecanismos biolégicos subyacentes pueden también
ser considerados cuando se d‘iseﬁa en los grupos del
tratamiento. Por ejemplo, el fragmento del alelo ApoE 4 (1-272)
se enlaza a la mitocondria, disminﬁye la dinamica celular de la
mitocondria y disminuye la sinapiogénesis mas que el alelo
ApoE 3 (1-272). La rosiglitazona, un farmaco candidato para el
tratamiento de Ila enfermedad de Alzheimer, aumenta la
mitogénesis y aumenta la sinap_fogénesis — opuesta a los

efectos del enlace del fragmento' del alelo ApoE - para los

alelos ApoE 3 mayores que con los alelos ApoE 4. Por lo tanto,

R
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el farmaco o candidato de tratamiento (por ejemplo,
rosiglitazona) pueden ser selecéionados basados en el
mecanismo subyacente de accién cdnforme se relaciona con los
marcadores genéticos utilizados para las estratificaciones (por
ejemplo, las variantes de alelos ApoE 2, E 3, E 4 y/o gen
TOMMA40).

La evaluacién de la eficacia de un farmaco seleccionado
para el ensayo puede incluir el n%onitoreo del sujeto por un
periodo de tiempo y el anélisis de la demora de presentacién de
la enfermedad y la intensidad de la enfermedad al momento de
la presentacion, asi como medir la presentacién de los sintomas
los cuales estan asociados con la e;nfermedad. Un farmaco que,
en un ensayo clinico, elimina o demora la presentacion de la
enfermedad, o reduce los sintomas de la enfermedad puede ser
un farmaco benéfico para utilizarse en pacientes diagnosticados
con la enfermedad o que se encuen_‘tran en riesgo de desarrollar
fa enfermedad. Los compuestos ae prueba que pueden ser
utilizados en dichos ensayos incluyen los agentes que se
describieron anteriormente, incluyendo aquellos anteriormente
aprobados para el uso clinico y corﬁpuestos nuevos que todavia
no han sido ap'robados para el uso, o tomados para el
tratamiento de una enfermedad particular. Por lo tanto, en
algunas modalidades, el ensayo clinico puede incluir la
optimizacion de la administraciéon del farmaco, incluyendo la

dosificaciéon, temporizacién de administracién, toxicidades o

93
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efectos colaterales, la ruta de administracién, y la eficacia del
tratamiento.

10. Equipos utiles para la deteccién de las variantes del

genotipo en los lugares de interés.

Se proporcionan en esta descripcién, los equipos para
determinar si un sujeto se encuentré en un riesgo aumentado de
desarrollar una enfermedad, desarrollando una enfermedad en
una edad de presentacién mas temprana, y/o un candidato para
un tratamiento particular, en donde la enfermedad esta
asociada con el alelo ApoE y/o el g‘en TOMMA40 (por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer de hresentacién tardia). Estos
equipos incluyen por lo menos un reactivo especifico para
detectar la presenc-ia 0 ausencia dgl alelo ApoE y/o la variante
del gen TOMMA40 como aqui se describe, y puede incluir
instrucciones para ayudar a determ_‘inar si el sujeto se encuentra
en un riesgo aumentado de desarrollar la enfermedad. El equipo
puede incluir opcionalmente un éci%jo nucleico para ia deteccién
de un gen ApoE (por ejemplo, ApoE 2, ApoE 3 y/o ApoE 4) o
instrucciones para métodos de_‘ enfoque isoeléctrico para
detectar el genotipo ApoE; y/o 'un Aacido nucleiéo para la
deteccién de una variante del Qen TOMM40 como aqui se
describen. En algunas modalidades, el equipo puede incluir
opcionalmente uno o mas anticuer‘pos los cuales se enlazan a

los alelos ApoE 2, ApoE 3, ApoE 4, o a las isoformas del gen

TOMMA40. E! equipo de prueba puede ser empacado de cualquier
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manera adecuada, generalmente con todos los elementos en un
solo contenedor junto con una hoja de instrucciones impresas
para llevar a cabo la prueba.

En algunas modalidades, el equipo puede contener
opcionalmente reguladores, enzimas, y reactivos para amplificar
los acidos nucleicos gendmicos po"r medio de la amplificacidon
dirigida por el cebador. El equipo también puede incluir uno o
mas aparatos para detectar la presencia o ausencia de
hapiotipos particulares en el acido nucleico amplificado. Dichos
aparatos pueden incluir una o mas: muestras que hibridan a un
acido nucleico del haplotipo, el cuay‘l puede estar enlazado a un
bio-chip o un aparato de microadaptaciéon, tal como cualquiera
de aquellos que se describen en la'Patente Norteamericana No.
6,355,429. El bio-chip o apzjarato de microadaptacion
opcionalmente tiene por lo menos una muestra de captura
enlazada a una superficie que puede hibridar a una secuencia

del haplotipo. En las modalidades preferidas, el bio-chip o el
microadaptador contienen muestras multiples, y lo mas
preferente es que contiene por lo jmenos una muestra para una
secuencia de haplotipos en donde, si estan presentes, serian
amplificados por un conjunto de ‘cebadores de flanqueo. Por
ejemplo, si son utilizados cinco pafles de cebadores de flanqueo
para las amplificaciones, el aparato contendria por lo menos

una muestra de haplotipo para cada uno de los productos

amplificados, o por lo menos cinco muestras. El equipo también
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preferentemente incluye instrucciones para utilizar los
componentes del mismo.

La presente invencién es explicada con mayor detalle en
los siguientes Ejemplos no limitativos.

EJEMPLO 1: Construccién de Arboles Filogenéticos

Todos los estudios de exp_loracic’m a nivel gendmico
conocidos demuestran valores p ektremadamente significativos
alrededor del lugar de la apolipopr(;teina C1 [ApoC1]. (Mahley y
asociados, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 103: paginas 5644 a 5651
(2006), Coon y asociados, J. Clin. Psychiatry 68: paginas 613 a
618 (2007); Li y asociados, Arch. INeuroI. 65: paginas 45 a 53
(2007)). De igual importancia es que cada serie identificada
como un gen candidato de linea dei limite “favorecido” fuera del
area de desequilibrio de enlace del alelo ApoE, pero estos
genes candidatos favorecidos fueron diferentes en cada
estudio. EI gen TOMMA40 esta cerca del alelo ApoC1 y en un
desequilibrio de enlace con el al_:elo ApoE. Las interacciones
entre los alelos ApoE 3 o ApoE 4 y las diferentes isoformas del
gen TOMM40 se considera que eétén asociados con el riesgo
aumentado o disminuido de desarrollar la enfermedad de
Alzheimer dentro de un rango de edad mas temprana. Las
curvas de la edad de presentacion para los genotipos del alelo
Apo 4/4, 3/4, 3/3, 2/4, y 2/3 se muestran en la figura 2,
indicando un rango de riesgo paré el desarrollo mas temprano

de |la enfermedad, dependiendo del perfil del alelo ApoE. Sin
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embargo, el alelo ApoE solo no paréce explicar todos los datos
en estas curvas de la edad de presentacion.

Diferentes métodos para ‘.|a elaboracién del perfil
polimérfico del riesgo de la enfermedad de Alzheimer asociado
con los diferentes alelos ApoE han sido propuestos (ver, por
ejemplo, la Solicitud de Patente“ Norteamericana de Cox y
asociados, No. 20060228728; ;‘Ia Solicitud de Patente
Norteamericana de Li y Grupe, ;‘No. 20080051318). Aqui se
demuestra un método filogenéticc?‘ para un misterio del alelo
ApoE 4.

Muestras biolégicas, aislamiénto de ADN, amplificaciéon de
los lugares de interés. Un total de“ 340 sujetos incluidos en 135
casos de la enfermedad de Alzhei‘-‘mer y con edades de 99 afos
cotejadas en los Grupos de contr;ol A asi como 57 casos y 49
controles en el Grupo B. Todos los sujetos son portadores de
los genotipos del alelo ApoE an?‘teriormente asociados con el
riesgo mas alto de una presentfacién de la enfermedad mas
temprana (por ejemplo, 3/3, 3/4, 6 4/4). Las muestras bioldgicas
que contienen el ADN fueron recélectadas de todos los sujetos.
El ADN gendmico fue entonces aislado de acuerdo con métodos
convencionales para la elaborécién de secuencias de los
lugares genéticos en el Cromosorﬁa 19.

La figura 3 muestra las riegiones genéticas que tienen
como objetivo para el estudio e“l Cromosoma 19 utilizando los

datos de exploracién a nivel del genoma de los reportes
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multiples. La regién esta comprendida dentro de la secuencia
de referencia del GenBank AF050154. El software fue utilizado
para generar alineaciones multiples de la secuencia para
lugares variantes (por ejemplo, ClustalWw2, European
Bioinformatics Institute). Posteriormente, las alineaciones
multiples de la secuencia fuerofn analizadas utilizando el
software para desarrollar los érbolés filogenéticos (por ejemplo,
la version MEGA 2.1, Centro para la Evolucién del Genoma
Funcional, TREEVOLVE, Departamento de Zoologia,
Universidad de Oxford, o el softwafe de construccién basado en
la parsimonia tal como PAUP, Sin.:auer Associates). El analisis
estadistico puede ser realizado con, por ejemplo, Analisis de
Datos Genéticos (GDA: EI Softwa:re para el Analisis de Datos
Separados, del Centro de Investigacién de Bioinformatica de la
Universidad Estatal de North Carolina). Los resultados del
analisis de la Regién B se demuéstran en el arbol filogenético
de la figura 4.

Cada pieza de datos de la figura 4 representa una variante
observada de l|a secuencia. Estas variantes pueden ser
substituciones, inserciones, elirr_;inaciones de nucleodtidos, o
microsatélites y pueden o no dar como resultado diferencias
que se pueden detectar en la exﬁresién del gen o funcién de la
proteina. Cada nodo representa una variante (o un nuimero de
variantes) que ocurre en mas Qe un cromosoma. Los nodos

adyacentes definen los limites de las secuencias que estan en
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cis, y por lo tanto mas probableménte seran heredadas como
una unidad, en la regién de interés én un cromosoma del sujeto.
Los nodos que preceden el ndamero mayor de nodos
subsecuentes representan variantes ancestrales de evolucion
de los cuales ha ocurrido con el paso del tiempo la divergencia
genética.

La presencia de los haplotipoé o variantes de la secuencia
correspondientes con las regioneé del arbol que representa
sujetos con una incidencia substancialmente mas alta de la
enfermedad de Alzheimer (por ejerﬁplo, proporciones mas altas
de sujetos afectados con la enfermedad a sujetos de control no
afectados) significaria que el sujeto individual también esta en
un riesgo éumentado. Por el contrario, las proporciones
substancialmente mas bajas corres:ponden al riesgo reducido de
desarrollar la enfermedad de Alzheimer.

El gen TOMM40 interactua cdn el alelo ApoE directamente
en la regulacién de la impoftacién de proteina de la
mitocondria, y la hipdtesis actual‘: es que la expresiéon de una
variante particular del gen Té)MM4O exacerba el riesgo
relativamente moderado para Ié enfermedad de Alzheimer
asociado con una presencia dependiente de la dosis del alelo
ApoE 3. Dicha v‘ariante del gen' TOMM40 se ha descubierto
dentro de la Region B utilizando;‘ los metodos de la presente
invencion.

La prueba de nuevos farmacos en sujetos humanos lleva
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un riesgo inmenso (ver Kenter y Cohen, Lancet, 368: paginas
1387 a 1391 (2006)). El uso de los arboles filogenéticos para
anticipar la respuesta individual a un farmaco o tratamiento de
interés tiene el potencial de aliviar ese fiesgo de manera
importante. Los estudios preliminares indicaron que Ia
rosiglitazona (Avandia) puede tenef una eficacia especifica del
perfil genético en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
(ver Risner y asociados, The Ph;armacogenomics Journal 6,
paginas 246 a 254 (2006); Brodbéck y asociados, Proc. Nat.
Acad. Sci. 105, paginas 1343 a 1346 (2008)). Los datos del

ensayo clinico de la fase Il indican que los pacientes de la

enfermedad de Alzheimer sin un alelo ApoE 4 respondieron’

mejor a la rosiglitazona que los pacientes que portaban

cualquiera de 1 6 2 alelos ApoE 4 (datos no mostrados). Esto

soporta la hipotesis de que las variantes identificadas con los

métodos aqui ensefados pueden sér utilizadas para controlar la
respuesta individual al tratamiento,‘lbasado en el genotipo.

EJEMPLO 2: Identificacion ;de las Variantes de Interés
del Gen TOMM40 .

174 secuencias (2 de cada Lmo de los 87 sujetos) fueron
alineadas utilizando el programa. CLUSTAL X (versiéon 2.0.10,
Larkin y asociados, Clustal W y Clustal X versiéon 2.0.
Bioinformatics, 23: péginas 2947 a 2948 (2007)). La alineacioén
multiple de las secuencias fue utflizada para construir un arbol

filogenético utilizando un algoritmo de unién de los vecinos
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(Saitou y Nei. ElI método de unic’m: de los vecinos: un nuevo
método para la reconstruccion de Io; arboles filogenéticos. Mol.
Evol. Biol., 4: paginas 406 a 425 (1987)) implementado en el
sitio web del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI).

El arbol filogenético resultante tiene una estructura de dos
grupos principales (A, B) en la primera divergencia. Las
frecuencias del genotipo ApoE parai estos grupos son tabulados
y se muestran en la figura 5. Es claro que el grupo B contiene
haplotipos de sujetos principalmen’ée de los genotipos del alelo
ApoE £3/e3 y €3/e4 y casi ninguno de €4/e4. El grupo A contiene
casi todos los haplotipos de los fsujetos con el genotipo del
alelo e4/¢4.

La lista de los polimorfismos"‘ generados en la plataforma
de descubrimiento SNP (Polimc’)rfica) fueron utilizados para
identificar las variantes especifi@as en el gen TOMM40 que
separaron los datos en dos grupos. Una prueba de proporcién
de probabilidad fue utilizada péra identificar las variantes
importantes con un valor p menor de 0.005.

La lista de variantes se resufne en la Tabla 1. En la tabla,
el término “eliminacién” es utiliza“do cuando el alelo menor es
una eliminacién de un nucleétido_‘, y el término “insercién” es
utilizado cuando el alelo menor eé afadido de un nucledétido. EI
término “polimorfismo de eliminacién/insercién” es utilizado

cuando existen mas de dos formas posibles y el alelo menor no

se puede apreciar. Por ejemplo, para los polimorfismos poli-T,
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existen polimorfismos observados de longitudes multiples. La
segunda columna de la tabla propofciona informacién sobre las
identidades de los alelos especificos asociados con la variante
que divide las secuencias en dos‘ grupos. Por ejemplo, T>A
indica que el alelo T segrega secuencias dentro del grupo “A”
en el arbol filogenético. Cuando se encuentran en la lista dos
alelos, por ejemplo, G>B; A>A, cada alelo separa de manera
unica los datos de la secuencia en dos grupos, mientras que
cuando se encuentra en la lista un solo alelo éste esta asociado
con la separacién predominante de los datos, y el alelo restante
no separa de manera exclusiva los datos en un grupo

homogéneo, sino en vez de ello una mezcla de ambos grupos.
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Tabla 1. Variantes del gen TOMM40 asociadas con los

grupos del arbol filogenético que se distribuyen de acuerdo con

el genotipo ApoE.

Variante Grupo alelo>arbol Ubicaciéh Funcion Clasificacion
Genomica Ucsc
Construccion
, 6.3 delNCBI) |
50,092,565 T>A 50,092,565 Intron 6 solo
50,092,587 T>A - 50,092,587 ' Intron 6 solo
rs8106922 G>B; A>A 50,093,506 Intrén 6 solo
rs34896370, T12_C_T15, 50,093,609 Intrén 6 complejo
rs55821237, T12_C_T1s,
1s56290633 T13_C_T14,
T13_C_T15,
T13_C_T16>A;
Ti4_C Ti4,
T14 C Ti5>B ;
1534878901 T>B; C>A 1 50,094,317 Intrén 6 solo
1s35568738 C>B 50,094,558 Intrén, 6 solo
1510602329 T16,17,18>A 50,094,716 Intron 6 insercién/eliminacion
| T14,15>B ,
50,094,733 | ->A 50,094,733 Intrén 7 insercion
1510524523 [ T12,14,15,16,17>B | 50,094,889 Intrén 6 insercion/eliminacién
T21,22,26,27,28,29, ‘
130,31,32,33,34
1 35,365A .
rs1160985 | TsB; C>A 50,095,252 Intrén. 6 solo
50,095,506 | T>SA 50,095,506 Intron 6 solo
rs760136 1 A>A; G>B 50,095,698 Intrén 6 | solo
rs1160984 T>B 50,095,764 Intrén 6 solo
rs741780 C>B; T>A 50,096,271 Intron 8 solo
5405697 A>A 50,096,531 Intrén 9 solo
50,096,647 ->A 50,096,647 Intrén 9 eliminacion
(DIP3) .

1 50,096,697 C>A 50,096,697 Intrdén 9 solo
151038025 1 C>B; T>A 50,096,812 Intron 9 solo
rs1038026 G>B; A>A 50,096,902 Intrén 9 solo
151305062 C>B; G>A 50,097,361 Intron 9 solo
1s34215622 G>B; ->A 50,098,378 Exoén 10 insercion
r$10119 A>A 50,098,513 Exon 10 solo
17259620 G>A; A>B 50,099,628 desconacida | solo

EJEMPLO 3: Dos formas diferentes del alelo ApoE 3:

aquellas enlazadas a los haplotipos del gen TOMM40 que
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aumentan el riesgo y disminuyen la edad de presentacién, y
aquellos que disminujyen el riesgo

Los genotipos de asociacion de apolipoproteina E (ApoE),
particularmente ApoE €4 (ApoE 4), con el riesgo y edad de
presentacion de la enfermedad de Alzheimer (AD) sigue siendo
la asociacién genética mas confirmada de cualquier enfermedad
compleja. Los estimados de la capacidad para heredar el alelo
ApoE 4 para la presentacion tardl’a-‘ de AD se encuentran en un
rango d/el 58% al 79%, y el riesgo que se puede atribuir a la
poblacién debido al alelo ApoE 4 se encuentra dentro del 20% vy
70%. Estos estimados sugieren que otras variantes genéticas
y/o interacciones entre las variaqtes incurren en riesgos de
enfermedad adicionales y modifican la distribucién de la edad
de presentacién.

La asociacién de explora%:ién a nivel del genoma
resultante para la AD se ha reproducido de manera consistente
la asociacion extraordinaria de Ié region LD que contiene el
alelo ApoE. EI gen TOMMA40, la t}'anslocasa de proteina de la
membrana exterior de la mitocondria, se encuentra en un LD
alto con el alelo ApoE, vy codificé el canal de la membrana a
través de la cual los péptidos y proteinas citoplasmicas
atraviesan con el objeto de s;intetizar nueva mitocondria.
Nuestros objetivos fueron identificar los haplotipos adicionales
dentro de la regién LD que aumentan los estimados de

capacidad de herencia.
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Métodos: Examinamos la regiéon LD que contiene ambos el
alelo ApoE y el gen TOMMA40 ufilizando la elaboracién de
secuencias primarias profundas (10“X) en pacientes de la AD vy
los controles. Realizamos los analisis filogenéticos de la regidn
LD cubriendo el gen TOMM40 y el alelo ApoE en 66 pacientes y
controles cotejados de edad de 66 éﬁos con respecto al riesgo y
distribucién de edad de presentacioén.

Conclusion: Descubrimos que las familias heredaron
diferentes y Unicas variantes del gen TOMM40 diferentes que
estan localizados en el mismo intérvalo genémico que el alelo
ApoE 3, pero no en el intervalo genémico que contiene el alelo
ApoE 4, y puede ya sea aumentar _‘o disminuir la distribucidon de
edad de riesgo de la AD. Por lo ténto, la herencia genética de
estas variantes del gen TOMM40 son independientes de la
herencia del alelo ApoE 4, propofcionando efectivamente una
diferenciacion de dos formas diferentes del alelo ApoE 3:
aquellos enlazados a los haplot“ipos del gen TOMM40 que
aumentan el riesgo y disminuyen: la edad de presentacién, y
aquellos que disminuyen el riesgo. Estos datos aumentan la
exactitud del riesgo de edad  de presentacién genético,
dependiendo de la edad. El alelo ;‘ApoE y los genotipos del gen
TOMM40 proporcionan la oportunidad de definir el alto riesgo

de la AD por los siguientes 5 a 7 afos, contra el riesgo mas

bajo de la AD.
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EJEMPLO 4: Analisis de tres variantes de DIP del gen
TOMMA40 identificadas

Tres de las variantes del geﬁ TOMMA40 identificadas en
esta solicitud son polimorfismos de eliminacion/insercién (DIP)
localizadas en el intrén 6 o el intrén 9. Estos DIP son
identificados como rs10524523 vy rs10602329 en el Centro
Nacional pa.ra la Informacién de Biotecnologia de la base de
datos dbSNP, y un poIimorfismo‘no descrito anteriormente,
designado como DIP3. Estos polimorfismos estan localizados en
chr19:50,094,889, chr19:50,094,731, y ¢hr19:50,096,647,
respectivamente, de acuerdo con la construccién 36 del NCBI.
La presente invencién describe Ia: identificacién de estos DIP
utilizando el analisis filogenético del gen TOMMA40,
especificamente de un fragmento de 10 Kb del gen, y que los
DIP estan asociados con diferentes grupos de evolucién
determinados por el analisis filogenético. Esta intervencién
describe ademas la utilidad de esfos DIP para (1) determinar el
riesgo de una persona sana de desarrollar la enfermedad de
Alzheimer en el futuro, vy (2) pronosticar la edad de
presentacién de la AD dentro de abroximadamente un cuadro de
tiempo de 8 anos.

Los tres polimorfismos -‘DIP aqui caracterizados
corresponden a longitudes diferentes de las repeticiones poli-T
del DIP en el gen TOMM40. La asociaciéon de DIP de las

variantes poli-T y el riesgo de Ila enfermedad tienen
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precedencia. Por ejemplo una varialnte poli-T en el intrén 8 de
la transmembrana de fibrosis quistica en el gen regulador de
conductancia (CFTR) esta asociado;con el salto del exdén 9 y el
desarrollo de la fibrosis quistica (Groman y asociados, Am J
Hum Genet 74(1): paginas 176 a i79 (2004)). En la presente
descripcién se describe: (1) el uso de un analisis novedoso de
la asociacion del método-filogenético (descrito anteriormente)
para identificar los DIP que predicen el riesgo de enfermedad
y/o las diferencias en la edad de presentacién de la
enfermedad, (2) la identidad de tres DIPs especificos asociados
con las diferencias de edad de la presentacién de la AD y el
riesgo de la AD, (3) el uso de estoé SNP individualmente, junto,

0 con otras secuencias variantes en el gen TOMM40 o el alelo
|

ApoE para diagnosticar Ila enfermedad 0 pronosticar o
determinar las caracteristicas de la enfermedad tales como
edad de presentacion de la enfermedad, pronéstico de la
enfermedad, sub-tipos de la enlfermedad, severidad de la
enfermedad, y también analizar o determinar la respuesta a los
farmacos.

El analisis filogenético revelé la distribucién de los DIPs
rs10524523 y rs10602329 dentro ae dos categorias diferentes.
Este analisis revela las longitudes mas cortas de poli-T en el
mapa de estos lugares para ias categorias identificadas

filogenéticamente en el grupo B, el grupo que también

comprende los porcentajes mas altos de sujetos del genotipo
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ApoE e3/e3, efectivamente pocosfsujetos (0%) del fenotipo
ApoE ed4/e4 y proporciones de control/caso inferiores (por
ejemplo, el riesgo de la enfermedad de AD) (figura 5). La
asociacion entre la longitud del DIP y el grupo filogenético es
estadisticamente importante (p < O.-:OOO1) debido a la prueba de
proporcion de probabilidad o la prueba Chi-square de Pearson.

Debido a la arquitectura genéfnica, el desequilibrio alto de
enlace y las relaciones de evolucién indicadas en el analisis
filogenético, entre los dos genes, y;Ia interaccion fisica putativa
entre dos productos del gen, la influencia del genotipo del gen
TOMM40 probablemente se extiende a otras enfermedades que
son influenciadas por el genotipo ApoE. Estas enfermedades
incluyen, pero no estan Iimitadas a, la enfermedad de
Parkinson, esclerosis multiple, enfermedad cardiovascular,
dislipidemia, recuperacién de Iesién traumatica del! cerebro,
recuperacion de eventos isquémicos del cerebro, respuesta a
los anestésicos, y respuesta a I‘os farmacos utilizados para
tratar la AD y las enfermedades de esta lista.

Estos polimorfismos también:podrian ser utilizados en los
esfuerzos de descubrimiento de farmacos para la seleccién de
compuestos utiles para el trétamiento de enfermedadeé
influenciadas por la variacién en las proteinas del gen TOMM40
o el alelo ApoE o las variantes del‘. gen.

Ademas, las variantes pueden influenciar o determinar las

terapias basadas en biofarmacéuticos con objetivos especificos
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como los que son ejemplificados por los anticuerpos
monoclonales y las moléculas de siARN.

El polimorfismos del DIP en él gen TOMM40 que aqui se
describe puede ser identificado d¢ una muestra de ADN del
individuo utilizando muchas metodologias de analisis diferentes
de nucledtidos moieculares, incluyendo, pero sin limitarse a, la
elaboraciéon de secuencias de ADN con los cebadores indicados
en la Tabla 4 que se presenta mas adelante.

EJEMPLO 5: Los aparatos poli-T mas largos en el rs10524523
son correlacionados de manera importante con la edad de
presentacion de la LOAD mas temprana

El analisis filogenético ha si:do utilizado para identificar
las relaciones gendmicas entre \;ariantes genéticas deAbaja
frecuencia y para aglomerar los haplotipos relacionados con la
evolucion (Hahn y asociados, Evidencia de genética vy
filogenética de la. poblacién para la seleccién positiva de las
mutaciones regulatorias de los lugares del factor VII en los
huménos. Genetics 167, paginas 867 a 877 (2004)). Esta
metodologia fue empleada para explorar el bloque LD del ApoE-
TOMM40 para Ila existencia de determinantes de riesgo
novedosas para la LOAD. En un estudio exploratorio, 23 Kb de
ADN con un contenido de los ge‘nes TOMM40 y ApoE fueron
amplificados y se elaboraron ‘Ias secuencias, y fueron
determinados los haplotipos resueltos por fase, para 72 casos

de la LOAD y controles cotejados de 60 afos de edad (Li y
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asociados, Polimorfismos de nucleétidos-un solo candidato de
un estudio de asociacién a nivel genoma de la enfermedad de
Alzheimer. Arch Neurol 65, paginas 45 a 53 (2008)). Fue posible
construir un arbol filogenético diferente para 10 Kb, codificando
los exones del 2 al 10, de esta region. Dos categorias (A y B)
fueron distinguidas con un soporte de tirante fuerte (98%, 1000
duplicados). Existié una diferencia ;importante en la distribucién
de los genotipos del alelo ApoE entre las dos categorias de los
haplotipos del gen TOMMA40 eh este arbol filogenético,
sugiriendo que esta regién‘ podria ser importante
funcionalmente. Ambas categorl’a% contenian sujetos con el
genotipo €3/e3, pero el 98% de todos los haploti'pos de la
categoria B ocurrieron en cis con_‘lel alelo ApoE €3 (P = 1.2 x
10", prueba exacta de Fisher, de dos colas).

La estructura filogenética de esta regién de 10 Kb del gen
TOMMA40, la herencia especifica dél alelo ApoE €3 en haplotipos
particulares, y para identificar los polimorfismos especificos de
la categoria posteriormente se coﬁfirmaron en dos cohortes de
control/casos independientes de la LOAD, incluyendo un
cohorte con una condicién de la AD confirmada-por autopsia y
datos de la edad de presentacion de la enfermedad. La
asociaciéon entre las dos categorl’a‘s y el riesgo de enfermedad y
presentacion de la enfermedad, én donde los datos estuvieron
disponibles, también fueron explorados para estos dos

cohortes. El primer cohorte (AS) comprendia casos de AD (n =
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74) y los controles (n = 31) as{eguraron en el Centro de
Investigaciéon de la Enfermedad de Alzheimer de Arizona
(ADRC). El segundo cohorte (DS) fue ensamblado en el ADRC
de Duke Bryan y comprendia sujetés de ApoE €3/e4 solamente
(40 casos confirmados por autopsié con edad de presentacion
de la enfermedad conocida y 33 controles) (Tabla 2). Aunque la
elaboracion de secuencias de ADN fue exitosa para un
subconjunto del cohorte DS quienés tuvieron una presentacion
de la enfermedad de los 50 a los 68 afios de edad, los analisis
de asociacion fueron limitados a un subconjunto de pacientes
quienes desarrollaron la AD después de la edad de 60.

Tabla 2. Composiciones de cohorte. El nimero de casos y
controles, edad promedio, y por(%entaje que son mujeres se
muestran en cada serie. La edad promedio es proporcionada
como la edad en la diagnosis de los casos de la AD y la edad
en el examen para los controles."‘ La desviaciéon estandar del

promedio se proporciona entre paréntesis.

n \ Edad Promedio (SD) % de Nujeres
Series | Casos Controles | Casos : Controles Casos Controles
AS 74 31 - 81.7 (8.01) 77 (8.93) 56.3 46.7
DS 40 33 693  (83) .| 7.9 (1.5 70 66.7

Un arbol filogenético de estructura similar al generado en
el estudio exploratorio fue desérrollado con un soporte de
tirante fuerte (97%, 1000 duplicados) para el cohorte AS. Los

sujetos ApoE e4/e4 ocurrieron solamente en la clasificacién A
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(separacién del 98% entre los grupos, P = 2.0 x 10°* prue‘ba
exacta de Fisher, de dos colas), mientras que los genotipos
ApoE restantes fueron distribuidos. entre las categorias A y B
(figura 6). Eso es, que el alelo ApoE &4 siempre en LD con
variantes en la categoria A mientras que ocurrieron ApoE 3 en
ambos haplotipos de la categoria Aly la categoria B. El examen

de la distribucién de unos cuantos -sujetos de ApoE £2/e4 en el

arbol filogenético sugiere que los haplotipos ApoE £2-TOMM40
comparten una historia de evolucién similar con los haplotipos
ApoEc3-TOMM40 (datos no mostrados). Para verificar la
estructura filogenética utilizando ;métodos separados, y para
asegurar que la recombinacién dentro del intervalo genético no
confundia la estructura del arbol fi:Iogenético desarrollado como
el cohorte AS, también se constfruyeron redes de haplotipos
utilizando la parsimonia estadistica (TCS version 1.21 (Clement
y asociados, TCS: un programa de computo para calcular las
genealogias del gen. Mol Ecol 9, paginas 1657 a 1659 (2000))).
Las agrupaciones de haplotipo-sﬁjetos mayores derivadas de
los dos métodos (parsimonia maxima y TCS) fueron
congru.entes.

La categoria A fue mas frec:uentemente asociada con los
casos de la AD que lo que fue la.categoria B (OR = 1.44, 95%
Cl =0.76 - 2.70). Los heterozigotés del haplotipo ApoE €3/e4 (n
= 36) fueron analizados para calcular el riesgo de enfermedad

asociado con los haplotipos de la categoria A mientras se
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controlaba el efecto del alelo ApoE £4. Existié una tendencia a
una incidencia mas alta de la LOAD para el subconjunto que fue
homozigo para la categoria A del gen TOMM40 relativa al
subconjunto que fue heterozigo ‘para la categoria A y la
categoria B (OR = 1.36, 95% CIl = 0.40 - 4.61) y por lo tanto se
postulé que por lo menos algo de Iés variantes del gen TOMM40
que definen la categoria A confieren el riesgo de la LOAD
independiente del alelo ApoE &4.

El anélisis de los datos de la secuencia del cohorte AS
identifico 39 sitios polimérficos en la regiéon de 10 Kb del gen
TOMM40, de los cuales existieron 30 sitios informativos de
parsimonia (por lo menos dos nucled6tidos diferentes,
representado cada uno en por lo rﬁenos dos secuencias). De los
30 sitios informativos de parsimoﬁia, 18 tuvieron una frecuencia
menor del alelo (MAF) > 0.10 y éeis SNPs estuvieron fuera de
los limites del gen TOMM40. 10 SNPs ocurrieron
exclusivamente en el contexto de‘.l alelfo ApoE €3 (P = 6.07 x 10°
50 prueba exacta de Fisher, de dos colas, n = 210) y nunca
fueron observados en los sujetps homozigos del alelo ApoE
e4/e4 (n = 16). La mayor parte de las variantes del gen TOMMA40
especificos de €3 estuvieron flocalizados en {as regiones
intrénicas. |

La figura 7 ilustra 10 :SNPs y 6 polimorfismos de

insercién/eliminacién que distinguen las categorias A y B del

gen TOMM40 (en P < 0.001) para los sujetos ApoE €3/e3 del
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cohorte AS. Estos polimorf_“ismos fueron probados
individualmente, y como haplotipos para la asociacién con el
riesgo de la LOAD (Tabla 3). Las proporciones sueltas para el
riesgo de enfermedad para cada alelo de la categoria B, en
todos los casos el alelo menor, sugieren que los alelos de la
categoria B son protectores del ri_esgo de la AD en el cohorte
AS, sin embargo, en cada caso la asociacién perdié
estrechamente el significado. Para tomar en cuenta el efecto
del alelo ApoE €4 en las proporciQnes sueltas reportadas en la
Tabla 3, un conjunto equilibradolde 48 casos de la AD y 48
controles de la AD fueron construidos seleccionando las
secuencias al azar de los sujetoé ApoE £3/e4 de los cohortes
conjuntados AS y DS. Nuevamen‘te los SNPs solos no fueron
asociados de manera importante bon la LOAD en este conjunto
de datos equilibrados. Sin emb?rgo, los alelos menores de
cuatro de los SNPs (rs8106922, rs1160985, rs760136,
rs741780) que distinguieron la categoria B del gen TOMMA40
fueron ensayados anteriormente én tres estudios de asociacién
a nivel genoma de caso/control jde la LOAD yvse encontraron
que eran protectores del riesgo d.e enfermedad (OR < 1 en cada
caso), lo cual es consistente cpn la tendencia observada en
nuestro estudio (Abraham y asociados, Un estudio de
asociacion a nivel genoma para :Ia enfermedad de Alzheimer de
presentacidn tardia utilizando la acumulacién de ADN. BMC Med

Genomics 1, pagina 44 (2008); Carrasquillo y asociados, La
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variacién geneéetica en PCDH11X &estda asociada con Ila
susceptibilidad a la enfermedad de Alzheimer de presentacion
tardia. Nat Genet 41, paginas 1“92 a 198 (2009); Takei y
asociados, Estudio de asociacic’)ﬁ genética sobre, dentro vy
alrededor del alelo ApoE en Ia énfermedad de Alzheimer de
presentacién tardia en los Japonéses. Genomics 93, paginas

441 a 448 (2009)).
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Otro polimorfismo que distinguié las dos categorias y, por
lo tanto, dos grupos de haplotipos de alelos ApoE £3, fue una
variante poli-T (rs10524523) localizada en el intrén 6 del gen
TOMMA40. En los cromosomas del alelo ApoE €4, la variante fue
relativamente larga, con una distribucién angosta, unimodal de
las longitudes (de 21 a 30 residuos T, promedio = 26.78, d.e. =
2.60, n = 32), mientras que los cromosomas del alelo ApoE £3,
una distribucién bimodal de las longitudes fue evidente con
picos en 15.17 (d.e. = 0.85, n = 36) y 33.15 (d.e. = 2.09, n = 55)
en los residuos T (figura 8). Las Iongiitudes mas largas de poli-T
(T >= 27) segregados casi exclusivamente en la categoria A, la
categoria de riesgo mas alto, en el cohorte AS (P = 7.6 x 107*°,
n = 210, prueba exacta de Fisher, de dos colas). La proporcién
de caso/control para la categoria que contiene las dos
longitudes mas cortas, mas comunes (15 6 16 residuos T) fue
de 1.46 (95% Cl = 1.25 - 1.75), y la proporcion de caso/control
para la categoria de longitud mas larga (28, 29, 33 y 34
residuos T) fue de 2.02 (95% CI =‘ 1.13 - 2.87). Los datos
mostraron una tendencia a una asociacién entre la longitud del
rs10524523 poli-T y AD (OR = 1.38, 95% CI = 0.80 - 2.39).

Aunque existen solamente tend:encias hacia la asociacién
de los haplotipos del gen TOMI\(I4O o los polimorfismos
individuales con la LOAD para el‘ cohorte AS, existe una
asociacion importante entre la categoria de longitud poli-T del

rs10524523 y la edad de presentacion de la LOAD. Esto fue
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probado utilizando el cohorte DS de los sujetos ApoE &3/e4
confirmados por autopsia para los cuales habian datos de
presentacion de la enfermedad. Los alelos poli-T mas largos (>=
27 residuos T) fueron significativamente asociados con la
presentacién de la enfermedad en una edad mucho mas joven
(70.5 afos +/- 1.2 contra 77.6 afos +/- 2.1, P = 0.02, n = 34)
(figura 5). |

Por lo tanto, este polimorfismo, impacté de manera
importante la edad de presentaciéon de la enfermedad para los
individuos portadores del alelo ApoE £3. También distinguen en
las categorias A y B tres de otros {polimorfismos de longitud
poli-T localizados en el intron 6 (rs34896370, rs56290633 vy
rs10602329) pero estos polimorfismos no estuvieron asociados
con la edad de presentacién de Iaienfermedad. De un modo
similar, no hubo relacién entre los héplotipos de los SNPs que
distinguen la categoria y la edad de la LOAD, o para un solo
SNP, rs8106922, el cual habia sido asociado de manera
importante con el riesgo de la AD en tres estudios de
asociacion a nivel genoma (Abraham y asociados, Un estudio de
asociacién a nivel genoma para la eqfermedad de Alzheimer de
presentacion tardia utilizando el conjunto de ADN. BMC Med
Genomics 1, pagina 44 (2008); Carrasquillo y asociados, La
variacion genética en PCDH11X esta asociada con |la

susceptibilidad para la enfermedad de Alzheimer de

presentacién tardia. Nat Genet 41, paginas 192 a 198 (2009);
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Takei y asociados, Estudio de asociaéic’m genética sobre, dentro
y alrededor en el alelo ApoE en la enfermedad de Alzheimer de
presentacion tardia en los Japoneses. Genomics 93, paginas
441 a 448 (2009)) (datos no mostrados).

Concluimos que los aparato§ poli-TT mas largos en
rs105624523 eétén correlacionados de manera importante con la
edad de presentacién mas temprana ae la LOAD. La longitud de
esta variante es relativamente homogénea, y relativamente
larga, en los cromosomas del alelo ApoE €4, mientras que
existen dos categorias de longitudes poli-T enlazadas con los
alelos ApoE €3. Los cromosomas del alelo ApoE &2 también
parecen ser portadores de repeticiones poli-T de longitud
variable similares 'al cromosoma 8‘3, pero se necesita una
investigacién adicional para verificar este descubrimiento
preliminar y para determinar si las repeticiones poli-T impactan
en la edad de presentacién de la enfermedad mas tardia para
los portadores del alelo ApoE 2. |

Aunque es posible que existan <‘)tras variantes que influyen
la edad de presentaciéon de la LOAD para los individuos que no
son homozigos para el alelo ApoE €4, la longitud del
polimorfismo poli-T en el intron 6 del,gen TOMM40 parece ser el
predictor genético mas poderoso eq esta regién de enlace vy
deberia ser validado de manera de prospecto. Estos datos
sugieren que el genotipo del alelo :ApoE de las curvas de la

edad de presentacion estratificada (Corder y asociados, La
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dosis del gen del alelo de apolipoprbteina E tipo 4 y el riesgo
de la enfermedad de Alzheimer en Iajs familias de presentacién
tardia. Science 261, paginas 921 a 923 (1993); Li y asociados,
Polimorfismos de nucleétidos de Lln solo candidato de un
estudio de asociacién a nivel genéma de la enfermedad de
Alzheimer. Arch Neurol 65, péginaé 45 a 53 (2008)) son, en
realidad, conjuntos de curvas ref-‘lejando cada grafica una
interaccion especifica de polimorfismos enlazadosv en el alelo
ApoE y el gen TOMMA40. Por lo Fanto, estos datos afaden
resolucién a la prediccién de la egad de presentacion de la
LOAD, dentro de una ventana de 5 a 7 ahos, para individuos
mayores de 60 afios de edad. El estudio para validar Ila
asociacion de los genotipos del alelo ApoE y los haplotipos del
gen TOMM40 o rs10524523 con edad de presentacién de la
enfermedad estan siendo planeadoé actualmente. Este estudio
sera un prospecto, de 5 anfos, ;un estudio basado en la
poblacién'conducido en varios grupos étnicos, y sera combinado
con la prevencién o demora del ;ensayo de farmacos de la
presentaciéon de la enfermedad.
METODOS

Los dos cohortes analizados en este estudio fueron del
Centro de Investigacion de la Erﬁfermedad de Alzheimer de
Arizona (ADRC), Phoenix, Arizoné y el Duke Bryan FADRC,
Durham, North Carolina. Todoé los sujetos fueron de

descendencia Europea. Los estudios de Arizona y Duke fueron
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aprobados por los consejos de révisién institucional y el
consentimiento informado apropiado fue obtenido de todos los
participantes. Los datos de edad y' género para los casos y
controles en cada cohorte se muestran en la Tabla 2. Para el
cohorte de Duke, la edad de presentacion de la enfermedad fue
determinada retrospectivamente y la diagnosis de la
enfermedad fue confirmada por medio de la autopsia.

Las muestras fueron colocadas en placas de 96 depbdsitos
para el PCR de rango largo y la ela;boracién de secuencias de
ADN en las Tecnologias Polimérficas. de ADN (Alameda, CA).

El PCR de rango largo fu%a realizado utilizando la
Polimerasa de Takara LA Taq (Takarna Mirus Bio). La mezcla de
reaccion y las condiciones del PCR fueron iguales que las
recomendadas por el fabricante. EIJ PCR fue realizado en un
volumen de 50 pL con 2.5 U de LA'Taq y de 200 a 400 ng de
ADN gendémico humano. El termociclado se llevé a cabo con las

\
siguientes condiciones: 94°C, de 1 minuto por 1 ciclo; 94°C, 30
segundos; 57°C, 30 segundos; 68°C, 9 minutos por 14 ciclos;
94°C, 30 segundos; 57°C, 30 segupdos; 68°C, 9 minutos +15
segundos/ciclo por 16 ciclos; 72°C, 10 minutos por 1 ciclo. Los

cebadores para el PCR de rango largo se muestran en la Tabla

4.
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Los productos PCR fueron openados en un gel de agarosa
al 0.8%, visualizados por medio de‘tinte de cristal violeta, vy
comparados con los estandares de tamafo, cortados del gel, y
extractados con materiales de purificacién incluidos con el
equipo de Clonaciéon PCR TOPO XL (lnvitrogen). Los productos
PCR de rango largo fueron clonados en un vector de clonacién
de PCR TOPO XL. Este sistema utiliza un vector de clonacién
TA y se recomienda para insgrtos de hasta 10 kb. De acuerdo
con las instrucciones del fabricante, las células electro-
competentes (del mismo equipo) fuiaron transformadas por el
vector, colocadas en placas en la presencia del antibi6tico, e
incubadas. Se recolectaron diez cloqes de cada placa y fueron
cultivados en un formato de 96 depédsitos.

Los cultivos diluidos fueron transferidos a un regulador de
desnaturalizacion que fue parte del equipo Amplificaciéon de
Plantilla de Elaboracion de Secuencias de ADN de TempliPhi
(GE HealthCare/Amersham Biosc!iences). Este regulador
ocasiona la liberacion del ADN pilésmido pero no el ADN
bacterial. Los cultivos fueron calentlados, enfriados, hilados, y
transferidos a placas frescas con un contenido de la enzima
TempliPhi y otros componentes. Esta1 mezcla fue incubada a una
temperatura de 30°C durante 18 . horas para promover la
amplificacion de las plantillas pl?smidas. Estos productos
entonces fueron hilados y calentados a una temperatura de

65°C para destruir la enzima.

5
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Las plantillas plasmidas fueron  utilizadas en |las
reacciones de elaboracién de secuerpcias de ADN utilizando el

equipo de elaboracion de secuenc‘ias Big Dye, version 3.1

'(Applied Biosystems). Para cada reaccién, se utilizé un cebador

de elaboracién de secuencias aprépiado (Tabla 4) que fue
disefiado para recocer a una ubicacion unica de la plantilla. La
elaboracién de secuencias del ciclo se llevé a cabo con una
temperatura de recocido de 50°iC, una temperatura de
alargamiento de 60°C, y una temper‘atura de desnaturalizacién
de 96°C, por un total de 30 ciclos. Los productos de la reaccién
de elaboracién de secuencias fueron.operados en un elaborador
de secuencias de ADN ABI 3730XL Con una adaptacién capilar
de 50 cm utilizando el modo de operadcién estandar.

Un programa de analisis de la elaboracién de secuencias
de propietario denominado “Agente”i (desarrollado por Celera)
fue usado para alinear las lecturas de l|a elaboracién de
secuencias a la secuencia de refere‘ncia apropiada, y producir
los “contiguos” asociados con cada clon. El sistema proporciona
calificaciones de calidad estimadas para todas las bases para
las cuales existe cualquier variacién para cualquiera de las
muestras. El reporte de elaboracién de secuencias para cada
muestra fue analizado por la presenicia de Ioé SNP que fueron
correlacionados en un patrén de haplotipo para un subconjunto

i

de clones y en un patrén de haplotipos diferentes para los

clones restantes. Un archivo de referencia para la regién de
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interés fue preparado haciendo una lista de las variaciones
conocidas para esa regién que se encuentra disponible
publicamente a partir del dbSNP (ijel NCBI. Un archivo del
genotipo de la region de interés fue creado buscando cada
reporte de haplotipo del sujeto para ‘todas las variaciones entre
la secuencia de referencia conocida y las secuencias de
haplotipo de consenso.

La magnitud del error de lectura de la longitud para las
variantes poli-T (por ejemplo, rs10524523) fue estimada
examinando las longitudes observadas de los 10 clones que
fueron preparados para las muesiras que tenian un solo
haplotipo. Para una muestra tipica con una longitud corta de 16
del poli-T, la desviacién estandar gara los 10 clones fue de
0.97. Para una muestra tipica con una longitud mas larga del
poli-T, por ejemplo, 27, la desviacién: estandar fue de 1.58.

Se realizé un analisis filogenético. Se llevé a cabo una
alineacién de secuencias multiples d“e las secuencias utilizando
un programa ClustalW2 (version 2.0.10) utilizando parametros
por omision (default). Los ajustes ménuales de las alineaciones
fueron completados utilizando el programa Genedoc (versidn
2.7.000). Los arboles filogenéticos fu‘eron construidos utilizando
las reconstrucciones Bayesianas, basadas en la distancia y la
probabilidad maxima. EIl software de construcciéon del arbol

filogenético utilizado fue el Paup* (versiéon 4.0b10), ClustalX2

(métodos de unién de vecinos, versiéon 2.0.10) y Mr. Bayes
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(version 3.1.2).

Se utilizaron en todos los métodos el intercambio de la
rama de tres bisecciones y reconexién. El mejor método de
adaptacion de elaboracién de secuencias fue estimado
utilizando el programa Modeltest (versién 3.7) el cual
proporcion6é los estimados para las siguientes determinantes
clave: matriz de la calificacién, forma de la distribucién gama y
proporcion de los sitios invariantes.iEI analisis de los tirantes
fue realizado utilizando 1000 dupli‘cados para determinar el
soporte estadistico para la morfologia especifica del arbol.

También se construyeron redes de haplotipos de los datos
de las secuencias utilizando el programa TCS (versiéon 1.21
(Clement y asociados, TCS: un pr?ograma de cémputo para
estimar las genealogias del gen. Mol Ecol 9, paginas 1657 a
1659 (2000))) para comparar los arboles filogenéticos con los
cladogramas estimados utilizando la parsimonia estadistica. Los
arboles filogenéticos vy las rede!s de haplotipos fueron
éonstruidas dos veces, tratando los espacios como datos
faltantes para el primer caso y como un quinto carécter_para el
segundo caso. La diversidad de nucleétidos en la region de
interés fue calculada utilizando el %programa DnaSP (versién
5.00.02 (Librado y asociados, DnaSP v5: un softWare para el -
analisis extenso de los datos 'del polimorfismo de ADN.

Bioinformatics 25, paginas 1451 a 1452 (2009))). Después de la

construccién de los arboles filogenéticos, la red de haplotipos,
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y la terminacién del analisis de la dfversidad de nucledtidos en
la regidn de interés, los resultados de los métodos diferentes
fueron com‘parados y conciliados a un arbol de consenso. Los
grupos de secuencias que comparten una mutacién reciente de
la enfermedad se presumia que se séparaba mas cercanamente
en el arbol filogenético, sin embargo, los casos esporadicos
debidos a las fenocopias, la dominancia y la epistasis pueden
introducir ruido dentro de la rela?ién de fenotipo-haplotipo
(Tachmazidou y asociados, Elaboracién de mapas de asociacién
genética por medio de la acumulacién basada en la evolucion
de los haplotipos. PLoS Genet 3, pagina e111 (2007)).

Sin embargo, los <casos esporadicos debidos a las
fenocopias, la dominancia y la epistagsis pueden introducir ruido
en la relacién de fenotipo-haplotipo. Este analisis filogenético
enfocado a un nivel alto de agregacién de las categorias con el
objeto de minimizar estos efectos. qu categorias determinadas
en la primera divisién en el arbol fili)genético fueron utilizadas
para probar la hipétesis de que los haplotipos de los sujetos del
gen TOMM40 de la categoria ‘B’ fueron asociados con la
presentacién de la AD en una edad mas tardia que los
haplotipos de los sujetos de la cétegoria ‘A’, (cada sujetb
contribuyé con dos haplotipos a la sefal de asociacién con la
edad de presentacion de la AD). ElI numero de pruebas de
asociacion que son realizadas utilizando este método fueron de

6rdenes de magnitud menores que los estudios de asociacién a
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nivel genoma tipicos ya que el anéllisis filogenético identifico
categorias de sujetos-haplotipos relacionados con la evolucion.
Si las pruebas de asociacién confirmaron que las diferentes
categorias clasificadas clasificaroP los datos de sujeto-
haplotipo por edad de presentacién, ‘ademés se hizo el analisis
estadistico para identificar las variantes que separaron las
secuencias de cada categoria. Efectivamente,  este analisis
evaluo la importancia de cada varjante como un factor que
influye en la edad de presentacién .uti'lizando una serie de un
grado de pruebas de libertad guiado por una estructura del
arbol. EIl analisis filogenético fue realizado utilizando un solo
nucleétido y los polimorfismos ‘de ‘insercién/eliminacibn. Las
pruebas de asociacion estadisticas§fueron ajustadas con una
correccion de Bonferroni para el niumero de ciclos polimérficos
incluidos en el analisis.

Los reportes del haplot'ipo del software del analisis
Polimoérfico y los reportes del softwa%re DnaSP (versién 5.00.02
(Librado y asociados, DnaSP v5: un software para el analisis

extenso de los datos de polimorfismo de ADN. Bioinformatics

25, paginas 1451 a 1452 (2009))) fueron utilizados para el

andlisis estadistico posterior. Analizamos las variantes SNP del
gen TOMM40 individual, los haplotipos del gen TOMM40 y la
longitud de las repeticiones poli-T para la asociacién con el
riesgo de la LOAD para el cohorte AS y la edad de presentacidén

de la LOAD para el cohorte DS. Las diferencias en las
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proporciones de los alelos especificos del gen TOMMA40
asociados con cada alelo ApoE ;o genotipo ApoE fueron
comparados utilizando la prueba exacta de Fisher (de dos
colas). Iniciando con 30 sitios informativos de parsimoniay o =
0.05, una correccién de Bonferroni para la importancia de la
asociacion alélica especifica requeriria un valor P de 0.001. Las
proporciones de los aislados (OR) %ueron calculadas como el
(numero de alelos menores en los casos/niumero de alelos
menores en los controles)/(numero de alelos mayores en
casos/nimero de alelos mayores en los controles) y reportados
en un intervalo de confianza del 95%. Los promedios de los
grupos de edad de presentacion de? la LOAD definidos fueron
comparados mediante las pruebas f, de dos colas. Una prueba
estandar F en las variaciones del grupo se realizdé para
determinar si la prueba t era calculéda suponiendo variaciones
iguales o desiguales. El! analisis estadistico fue completado
utilizando el software JMP (versiéon 8‘, SAS Institute, Cary, NC).

Codigos de Acceso: GenBank: gen TOMMA40, translocasa
de la membrana externa de la mitocondria homdloga 40, 10452;
ApoE, apolipoproteina E, 348.

Lo anterior es ilustrativo de l? presente invencién, y no
deberd interpretarse como Iimitativo: de la misma. La presente
invencion se define por las reivindicaciones siguientes, estando

incluidas en las mismas los. equivalentes de las

reivindicaciones.
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RESUMEN

Aqui se proporciona un método para la identificacién de
una variante genética que esta asoci?ada con el desarrollo de un
padecimiento de interés (por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer), y las variantes genéticas identificadas de esta
manera. También se proporcionan ﬁétodos de tratamiento con
un ingrediente activo (por ejempl‘o, con un agente activo
particular y/o en una etapa mas temprana), al momento de
detectar una variante genética aqui descrita. En algunas
modalidades, la variante genéﬁcé es un polimorfismo de
eliminacién/insercién (DIP) del gen TOMM40. También se
proporcionan los equipos para determinar si un sujeto se
encuentra en un riesgo aumentado d# desarrollar la enfermedad
de Alzheimer de presentacidén tardl’é. Ademas se proporcionan
equipos para determinar si un sujeto actua en respuesta al
tratamiento para un padecimiento de interés con un agente

activo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar Iuna variante genética que
estd asociada con el desarrollo de un padecimiento de interés,
el cual comprende:

(a) determinar de las muestras biolégicas que contienen el
ADN las secuencias de nucledétidos pbrtadas por una pluralidad
de sujetos humanos individuales en un lugar genético de
interés, en donde dichos sujetos incluyen tanto (i) sujetos
afectados con el padecimiento de interés como (ii) sujetos no
afectados con el padecimiento de interés;

(b) realizar el analisis de alineaciéon de secuencias
multiples para identificar las varialntes genéticas en dichos
lugares genéticos de las secuencias de nucled6tidos observadas
en dicha pluralidad de sujetos;

(c) mapear dichas variantes genéticas para construir un

arbol filogenético de dichos sujetos, comprendiendo dicho arbol

las ramas que identifican los cambids de variante entre dichos
sujetos y el mismo cistron;

(d) examinar las variantes genéticas representadas como
ramas en dicho arbol vy determinar_ la proporcién de sujetos
afectados y no afectados para ideptificar esos cambios que
conducen a una proporcién cambiadé de sujetos afectados a no
afectados; y entonces

(e) identificar una variante genética en donde |la

proporciéon de sujetos afectados a sujetos no afectados es de
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por lo menos 5% diferente de una a mas variantes adyacentes
en dicho arbol,

para identificar de esa manera una variante genética
asociada con el desarrolio de dicho padecimiento de interés.

2. El método tal y como se describe en la reivindicacion 1,
caracterizado porque todos los §ujetos portan el mismo
polimorfismo conocido para dicho pac;ecimiento de interés.

3. El método tal y como se describe en la reivindicacion 1
o reivindicacién 2, caracterizado porque el polimorfismo
conocido es un alelo de Apolipoproteina E.

4. El método tal y como se despribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 3, carécterizado porque el lugar
genético de interés se encuentra en el desequilibrio del enlace
con el polimorfismo conocido.

5. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 4, car@cterizado porque el lugar
genético de interés se encuentra en él mismo cromosoma y esta
a menos de 10, 20, 30, 40, o6 50 kilobases lejos del
polimorfismo conocido.

6. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 5, caracterizado porque dicho lugar
genético es el gen TOMMA40.

7. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 6, caracterizado porque dicho

padecimiento de interés esta asociado con la disfuncion
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aumentada o disminuida de la mitocondria.

8. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 avla 7, ciaracterizado porque dicho
padecimiento de interés es una enfermedad neurodegenerétiva,
una enfermedad metabdlica, una enfermedad cardiovascular,
una enfermedad psiquiatrica, o cancer.

9. El método tal y como se describe en cUanuiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque el
padecimiento de interés es una enfermedad de la arteria
coronaria.

10. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque el
padecimiento de interés es diabetes melitus tipo 1.

11. El método tal y como se de‘scribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, ‘caracterizado porque el
padecimiento de interés es la enfermgdad de Parkinson.

12. El método tal y como se deécribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque el
padecimiento de interés es la enferm?dad de Alzheimer.

13. Un método para determinar el riesgo aumentado para
el desarrollo del padecimiento de interés, el cual comprende:

(a) determinar de una muestra bioldgica que contiene el
ADN una variante genética identificada por el método tal y como
se describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 ala 12

portado por un sujeto individual; y Iuégo
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(b) determinar que dicho sujetoz se encuentra en un riesgo
aumentado para el desarrollo del padecimiento de interés
cuando dicha variante genética esta presente.

14. Un método para determinar un riesgo aumentado para
el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto, el
cual comprende:

(a) detectar de una muestra bioilégica que contiene el ADN
tomado de dicho sujeto la presencia ‘o ausencia de una variante
genética del gen TOMM40 asociada con el riesgo aumentado o
disminuido de la enfermedad de Alzheimer, en donde dicha
variante es un polimorfismo de eliminacién/insercion en el
intréon 6 o el intrén 9 del gen TOMMA40; vy

(b) determinar que dicho sujetoi se encuentra en un riesgo
aumentado o disminuido de la enferninedad de Alzheimer cuando
dicha variante genética esta presente o ausente.

15. El método tal y como se describe en la reivindicacion
14, caracterizado porque comprendé ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4. i

16. El método tal y como se déscribe en la reivindicapién
14, caracterizado porque comprende ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

17. El método tal y como se de;cﬁbe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 14 a la 16, el cual comprende ademas los

pasos de:
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(c) administrar un agente activ?o contra la enfermedad de
Alzheimer a dicho sujeto en una cantidad efectiva de
tratamiento cuando dicho sujeto es determinado que se
encuentra en un riesgo aumentado de la enfermedad de
Alzheimer.

18. El método tal y como se describe en la reivindicacién
17, caracterizado porque el paso dt‘a administracion se lleva a
cabo en dicho sujeto en una edad mas temprana cuando se ha
determinado que dicho sujeto se encuentra en un riesgo
aumentado por la presencia o agsencia de dicha variante
genética comparado con un sujeto en el cual dicha variante
genética no esta presente o esta ausente.

19. El método tal y como se describe en la reivindicacion
17 o reivindicacién 18, caracterizado1 porque el agente activo es
seleccionado del grupo consistente de inhibidores de
acetilcolinesterasa, antagonistas :del receptor de NMDA,
agonistas o moduladores del recept:or activado del proliferador
de peroxisoma, anticuerpos, proteinas de fusién, moléculas
terapéuticas de ARN, y combinaciones de los mismos.

20. El método tal y como se dLascribe en la reivindicacién
17 o reivindicacién 18, caracterizado porque el agente activo es
rosiglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable de Ila
misma.

21. El método tal y como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 14 a la 20, caracterizado porque dicha
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variante genética del gen TOMM40 és una variante de insercion
poli-T en la ubicacién gendmica 50,‘094,889 de la Construccion
36.3 del NCBI.

22. Un método de tratamiento de un sujeto para la
enfermedad de Alzheimer medianté la administracion de un
agente activo contra la enfermedad de Alzheimer a dicho sujeto
en una cantidad efectiva de trat_%amiento; comprendiendo la
mejora:

la administracién de dicho agente activo a dicho sujeto en
una etapa mas temprana cuando di_ého sujeto es el portador de
la variante genética del gen TOMM40 asociado con el riesgo

aumentado de la enfermedad de Alzheimer comparado con un

sujeto correspondiente quien no" es el portador de dicha

variante genética,

en donde dicha variante genética del gen TOMM40 es un
polimorfismo de eliminacién/insercién (DIP) en el intrén 6 o el
intron 9 del gen TOMMA40. |

23. El método tal y como se aescribe en la reivindicacion
22, el cual comprende ademas de,‘tectar si dicho sujeto es un
sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E$/E3, E3/E4, o E4/E4.

24. El método tal y comd se describe en la reivindicacién
23, el cual comprende ademas detectar si dicho sujeto es un
sujeto Apo E3/E3 o E3/E4. I

25. El método tal y como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 22 a la 24;, caracterizado porque dicho
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agente activo es seleccionado éel grupo consistente de
inhibidores de acetilcolinesterasa, a‘ntagonistas del receptor de
NMDA, agonistas o moduladores del receptor activado del
proliferador de peroxisoma, anticuerpos, proteinas de fusion,
moléculas terapéuticas de ARN, ' y combinaciones de Ilos
mismos. |

26. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 24,:caracterizad_o porque dicho
agente activo es rosiglitazona o una sal farmaceuticamente
aceptable de la misma.

27. El método tal y como se d:escribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26 caracterizado porque la
variante genética del gen T(:)MM4O es una variante
seleccionada del grupo consistente de: rs10524523,
rs10602329, y DIP3.

28. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26,‘I caracterizado porque dicho
DIP es un polimorfismo de insercié,ﬁ.

29. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26; caracterizado porque dicho
DIP es un polimorfismo de eliminacién/insercién de poli-T.

30. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26.‘, caracterizado porque dicha
variante genética del gen TOMM40;es rs10524523.

31. El método tal y como se describe en cualquiera de las
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reivindicaciones de la 22 a la 26,:caracterizado porque dicho
DIP es un polimorfismo de elimina¢ién/insercién de poli-T que
tiene un poli-T de al menos 27 pa'res bésicds contiguos.

32. El méetodo tal y como se d;evscribe en cualquiera de I.as
reivindicaciones de la 22 a la 26,;caracterizado porque dicho
DIP es un polimorfismo de elimina:cic’m/insercién de poli-T que
tiene un poli-T de al menos 27 pa;res basicos contiguos en el
rs10524523.

33. Un método de tratamien’@o para un padecimiento de
interés, en donde dicho padecimiehto de interés esta asociado
con el alelo ApoE y/o el gen TOMM40, para un paciente que lo
necesita, comprendiendo dicho métbdo:

(a) determinar la presencia i0 ausencia de una variante
geneética identificada mediante el método tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 12 portada por
un sujeto individual para generar: un perfil genético de dicho
paciente; y luego, si dicho perfil indica que el paciente actua en

respuesta a un agente activo,

(b) administrar dicho agenée activo al sujeto en una
cantidad de tratamiento efectiva péra fratar dicho padecimiento
de interés.

34. El metodo tal y co.mo se.‘describe en la reivindicacion
33, caracterizado porque dicho aéente activo es seleccionado

del grupo consistente de inhibic;iores de acetilcolinesterasa,

antagonistas del receptor de NMbA, agonistas o moduladores
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del receptor activado del ©proliferador de peroxisoma,
anticuerpos, proteinas de fusién, moléculas terapéuticas de
ARN, y combinaciones de los mismos.

35. El método tal y como se describe en la reivindicacién
33, caracterizado porque dicho ager_‘lte activo es rosiglitazona o

una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

36. El método tal y como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 33 a la 35, caracterizado porque dicha

variante genética del gen TOMM4‘O es una variante del gen
TOMM40 que esta en una ubicaciéon genética de la Construccidn
36.3 del NCBI seleccionada d;al grupo consistente de:
50,092,565, 50,092,587, 50,093,59‘6, 50,093,609, 50,094,317,
50,094,558, 50,094,716, 50,094,733, 50,094,889, 50,095,252,
50,095,506, 50,095,698, 50,095,76I4, 50,096,271, 50,096,531,
50,096,647, 50,096,697, 50,096,812, 50,096,902, 50,097,361,
50,098,378, 50,098,513, y 50,099,628.

37. El método tal y como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 33 a la 36, caracterizado porque la

" variante genética del gen TOMM40 es un polimorfismo de

eliminacién/insercién (DIP).

38. El método tal y como se describe en la reivindicacién
37, caracterizado porque dicho DIP es un polimorfismo de
insercién. |

39. El método tal y como se describe en la reivindicaciéon

37, caracterizado porque dicho DIP es un polimorfismo de
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eliminacién/insercién de poli-T.

40. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 37 a la 39,:caracterizado porque dicho
DIP es rs10524523, rs10602329 o DIP3.

41. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 37 a la 39, caracterizado porque dicho
DIP es rs10524523.

42. Un método de tratamieﬁto para la enfermedad de
Alzheimer en un sujeto que compreﬁde:

(a) detectar de una muestra biolégica que contiene el ADN
tomado de dicho sujeto la presencié 0 ausencia de una.variante
genética del gen TOMMA40 ‘asoc;iada con la capacidad de
respuesta para un ag_ente activo; y si dicha variante genética
esta presente,

(b) administrar dicho agente ;activo a dicho sujeto en una
cantidad de tratamiento efectiva p;ara tratar la enfermedad de
Alzheimer. I

43. El método tal y como se describe en la reivindicaciéon
42, caracterizado porque comprende ademas detectar si dicho
sujéto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4. I

44. El método tal y como se‘ldescribe en la reivindicacion
42, caracterizado porque comprende ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o Eé/E4.

45. El método tal y como se describe en cualquiera de las
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reivindicaciones de la 42 a la 44,‘caracterizado porque dicho
agente activo es seleccionado :del grupo consistente de
inhibidores de acetilcolinesterasa, éntagonistas del receptor de
NMDA, agonistas o moc‘iuladoresjdel receptor activado del
proliferador de peroxisoma, anticu:erpos, proteinas de fusidn,
moléculas terapéuticas de ARN, y combinaciones de Ilos
mismos.

46. El método tal y como se dfescribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 44, caracterizado porque el
agente activo es rosiglitazona o:una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma.

47. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 46, caracterizado porque dicha
variante genética del gen TOMi\/I40 se encuentra en una
ubicacién genética. de |la Coﬁstruccic’m 36.3 del NCBI
seleccionada del grupo consistente: de: 50,092,565, 50,092,587,
50,093,506, 50,093,609, 50,094,3;17, 50,094,558, 50,094,716,
50,094,733, 50,094,889, 50,095,2;52, 50,095,506, 50,095,698,
50,095,764, 50,096,271, 50,096,531, 50,096,647, 50,096,697,
50,096,812, 50,096,902, 50,097,361, 50,098,378, 50,098,513, y
50,099,628. |

48. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 47 caracterizado porque dicha
variante genética del gen TOMM40 es un polimorfismo de

eliminacién/insercion (DIP).
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49. El método tal y como se describe en la reivindicacioéon
48, caracterizado porque dicho DIP es rs10524523, rs10602329
o DIP3.

50. El método tal y como se describe en la reivindicacion
48 o reivindicacion 49, caracterizédo porque dicho DIP es un
polimorfismo de insercion.

51. El método tal y como se ,describe en la reivindicacién
48 o reivindicacion 49, caracterizédo porque dicho DIP es un
polimorfismo de eliminacién/insercién de poli-T.

52. El método tal y como se ‘describe en la reivindicacién
48 o reivindicacién 49, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523.

53. El uso de un agente activo contra la enfermedad de
Alzheimer para la preparacién de Qn medicamento para llevar a
cabo un metodo tal y como se d_ésc_:ribe en cualquiera de las
reivindicacibnes de la 17 a la 52.

54. El uso de un agente acfivo contra ia enfermedad de
Alzheimer para llevar a cabo un rﬁétodo tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicacion;es de la 17 a la 52.

55. Un método para determinar un pronéstico o el riesgo
de desarrollar la enfermedad de Alzheimer en un paciente que
comprende obtener un perfil del péaciente, caracterizado porque
la obtencion del perfil del pacienté, comprende:

detectar la presencia o ausencia de por o menos un alelo

ApoE 2, ApoE 3, o ApoE 4 en una muestra biolégica de dicho
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paciente, y

detectar la presencia o aus@ancia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercjién (DIP) del gen TOMMA40.
localizado en el intrén 6 o el intréon _‘9 del gen TOMMA40, y luego

convertir dicho perfil del paciente en un pronéstico, en
donde la presencia de dicho alelo Al‘poE 2, ApoE 3 o ApoE 4 vy la
presencia de dicho al menos un polimorfismo DIP del gen
TOMM40 identifica a dicho pacien{e como un paciente que se
encuentra en riesgo de desarrollar ia enfermedad de Aizheimer.

56. EI método tal y como se ,describe en la reivindicacién
55, caracterizado porque dicho DII5 es rs10524523, rs10602329
o DIP3.

57. EI método tal y como se jdescribe en la reivindicacion
55, caracterizado porque dicho fDIP es un polimorfismo de
insercion.

58. EI método tal y como se.‘describe en la reivindicaciéon
55, caracterizado porque dicho ;DIP es un polimorfismo de
eliminacién/insercién de poli-T.

59. El método tal y como se:describe en la reivindicacion
55, caracterizado porque dicho DIP es rs10524523.

60. El método tal y como se -‘describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 55 a Ié 59, caracterizado porque
comprende ademas detectar si di‘cho sujeto es un sujeto Apo
E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E;1, o E4/E4.

61. Un método para estratificar un sujeto en un subgrupo
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de un ensayo clinico de una terapia para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, comprendiendo dicho método:

detectar la presencia o ausencia de por lo menos un alelo
ApoE 2, ApoE 3, o ApoE 4 en una muestra bioldgica del
paciente,

detectar la presencia o ausencia de por Io menos un
polimorfismo de eliminacién/inserdién (DIP) del gen TOMMA40
localizado en el intrén 6 o el intrén_‘9 del gen TOMMA40, y

estratificar dicho sujeto en F‘m subgrupo para el ensayo
clinico de dicha terapia basada en la presencia 0 ausencia de
dicho al menos un alelo ApoE 2, A:poE 3, o ApoE 4 y/o un alelo
del DIP del gen TOMMA40.

62. El metodo tal y como sefdescribe en la reivindicacion
61, caracterizado porque dicho ,‘DIP es un polimorfismo de
insercién.

63. El método tal y como se‘describe en la reivindicacion
61, caracterizado porque dicho .‘D|P es un polimorfismo de
eliminacién/insercion de poli-T.

64. EI método tal y como sejdescribe en la reivindicacién
61, caracterizado porque dicho DI;P es rs10524523, rs10602329
o DIP3. ‘

65. El método tal y como se describe en la reivindicacién
61, caracterizado porque dicho DIP es rs10524523.

66. El método tal y como sejdescribe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 61 a Ifa 65, caracterizado porque
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comprende ademas detectar si dicho sujeto es un sujeto Apo
E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/EA4.

67. Un método para identificar a un paciente en un ensayo
clinico de un tratamiento para la enfermedad de Alzheimer que
comprende:

a) identificar un paciente diagnosticado con la enfermedad
de Alzheimer; y

b) determinar un pronéstico para dicho paciente
diagnosticado con la enfermedad de Alzheimer que comprende
obtener un perfil del paciente, jen donde dicho perfil del
paciente comprende,

i) detectar la presencia o aﬁsencia de por lo menos un
alelo ApoE 3, ApoE 4, y/o ApoE 2;en una muestra bioldgica de
dicho paciente,

ii) detectar la presencia o a;usencia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/inseréién (DIP) del gen TOMM40
localizado en el intrén 6 o el intréﬁ 9 del gen TOMMA40, y

iii) convertir el perfil del paciénte en dicho pronéstico,

incluyendo dicho pronéstic¢ una prediccién de si el
paciente es un candidato para él ensayo clinico para dicho
tratamiento de la enfermedad de A;Izheimer.

68. El método tal y como sejdescribe en la reivindicacién
67, caracterizado porque dicho fDIP es un polimorfismo de
insercién.

69. El método tal y como se describe en la reivindicacién
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67, caracterizado porque dicho bIP es un polimorfismo de
eliminacién/insercién de poli-T.

70. El método tal y como se describe en la reivindicacién
67, caracterizado porque el DIP es rs10524523, rs10602329 o

5 DIP3.

71. El método tal y como se describe en la reivindicacion
67, caracterizado porque el DIP es ;rs10524523.

72. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 67 a Ia‘l 71, caracterizado porque

10 comprende ademas detectar si diého sujeto es un sujeto Apo
E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/E4.

73. Un equipo para dete'rminl‘ar si un sujeto se encuentra
en un riesgo aumentado de desarrollar la presentacién tardia de
la enfermedad de Alzheimer el cuai comprende:

15 (A) por lo menos un reactivo que detecta especificamente
el alelo ApoE 3, ApoE 4, y/o ApoE:2, en donde dicho reactivo es
seleccionado del grupo consiste‘nte de anticuerpos que se
enlazan selectivamente a las iso;l‘ormas ApoE, vy muestras de
oligonucleotidos que se enlazan: selectivamente al ADN que

20 codifica los alelos de ApoE;

(B) por lo menos un reactivo" que detecta especificamente
la presencia o ausencia de por lo menos un polimorfismo de
eliminacién/insercion (DIP) del gen TOMM40 localizado en el

intron 6 o el intrén 9 del gen TOMMA40; vy

25 (C) instrucciones para determinar que el sujeto se
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encuentra en un riesgo aumentado de desarrollar la enfermedad
de Alzheimer de presentacién tardig por medio de:

(i) detectar la presencia o ausencia de una isoforma ApoE
3, ApoE 4, y/o ApoE 2 en dicho spjeto con dicho al menos un
reactivo;

(ii) detectar la presencia o ausencia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercion (DIP) del gen TOMMA40
localizado en el intrén 6 o el intrc’)n:9 del gen TOMMA40; vy

(iii) observar si el sujeto se :encuentra O NO en un riesgo
aumentado de desarrollar la en‘:fermedad de Alzheimer de
presentacion tardia observando si' la presencia del alelo ApoE
3, ApoE 4, y/o ApoE 2 y dicho DI.IP del gen TOMM40 es o no
detectado con dicho al menos un reactivo, en donde la
presencia de la isoforma ApoE 3 ApoE 4 y/o ApoE 2 y dicho
DIP del gen TOMM40 indica que dicho sujeto se encuentra en
un riesgo aumentado de desarrolla‘r la enfermedad de Alzheimer
de presentaciéon tardia.

74. EIl equipo tal y como se‘describe en la reivindicacién
73, caracterizado porque dicho ai menos un reactivo y dichas
instrucciones estan empacadas en:un solo contenedor.

75. El equipo tal y como se;describe en la reivindicacion
73 o reivindicacion 74, caracteri?ado porque dicho DIP es un
polimorfismo de insercién.

76. El equipo tal y como sej describe en la reivindicacion

73 o reivindicacién 74, caracterizado porque dicho DIP es un
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polimorfismo de eliminaciéon/insercién de poli-T.

77. El equipo tal y como se ¢escribe en la reivindicacién
73 o reivindicacién 74, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523, rs10602329 o DIP3. .

78. El equipo tal y como se describe en la reivindbicacic’m
73 o reivindicacion 74, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523.

79. El equipo tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 73 a la 78, caracterizado porque dicho
paso de determinacién comprend:e ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4. '

80. Un equipo para deterrﬁinar si el sujeto actua al
tratamiento para un padecimiento: de interés, en donde dicho
padecimiento de interés esta asodiado con el alelo ApoE y/o el
gen TOMM40, con un agente activo, compréndiendo dicho
equipo:

(A) por lo menos un reactivé que detecta especificamente
los alelos ApoE 3, ApoE 4, y/o Ap"oE 2, en donde dicho reactivo
es seleccionado del grupo consistente de anticuerpos que se
enlazan especificamente a las isoformas ApoE, y muestras de
oligonucledétidos que se enlazan selectivamente al ADN que
codifica los alelos ApoE; I

(B) por lo menos un reactivo que detecta especificamente

la presencia o ausencia de por lo menos un polimorfismo de
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eliminacién/insercién (DIP) del gen TOMM40 localizado en el
intron 6 o el intron 9 del gen TOMMA40; y

(C) instrucciones para determinar que el sujeto actia en
respuesta al tratamiento para dicho‘ padecimiento de interés con
dicho agente activo de interés mediante

(i) detectar la presencia o ausencia de una isoforma ApoE
3, ApoE 4, y/o ApoE 2 en dicho sujeto con.dicho al menos un
reactivo;

(it) detectar la presencia o ausencia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercion (DIP) del gen TOMMA40
localizado en el intrén 6 o el intrén.‘ 9 del gen TOMMA40; y

(iii) determinar si el sujeto acg;tua o no en respuesta con el
fratamiento observando si la preseﬁcia de las isoformas ApoE 3,
ApoE 4, y/o ApoE 2 y dicho DIF;" del gen TOMM40 es o no
detectado en dicho al menos un re;activo, en donde la presencia
de las isoformas ApoE 3, ApoE 4: y/o ApoE 2 y dicho DIP del
gen TOMM40 indica que dicho éujeto actlua en respuesta a
dicho tratamiento con dicho agenté activo.

81. El equipo tal y como se;describe en la reivindicacién
80, caracterizado porque dicho a! menos un reactivo y dichas
instrucciones estan empacadas eni‘un solo contenedor.

82. El equipo tal y como sel‘describe en la reivindicacioén
80 o reivindicaciéon 81, caracterizado porque dicho DIP es un
polimorfismo de insercion.

83. El equipo tal y como se describe en la reivindicacién
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80 o reivindicacién 81, caracterizédo porque dicho DIP es un
polimorfismo de eliminacién/insercién de poli-T.

84. El equipo tal y como se describe en la reivindicacion
80 o reivindicacién 81, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523, rs10602329 o DIP3. |

85. El equipo tal y como se describe en la reivindicacién
80 o reivindicacion 81, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523. |

86. El equipo tal y como se ¢escribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 80 a la 85, :caracterizadov porque el paso
de determinacién comprende ademas detectar si dicho sujeto es

un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/EA4.
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VIAJAR HACIA ABAJO DE LAS RAMAS DEL ARBOL FILOGENETICO,
CONTANDO LOS SUJETOS QUE REPRESENTAN CADA
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DEL NODO ANTERIOR, EL CUAL ES UN PUNTO
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<160>
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<220>
<223>

<400>

9719-2wW0_ST25

SEQUENCE LISTING

Shiraz pharmaceuticals, Inc.

Roses, Alan D.

METHOD OF IDENTIFYING DISEASE RISK FACTORS

9719-2wo0

US 61/224,647
2009-07-10

Us 61/186,673
2009-06-12

us 61/088,203
2008-08-12

52

PatentIn version 3.3
1

25

DNA - . .

Artificial

Long range PCR primer

1

aactcagagg ccagagattc taagt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

25

DNA
Artificial

Long range PCR primer

2

aacagcctaa tcccagcaca tttac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

17

DNA
Artificial

Sequencing primer

3

caggaaacag ctatgac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4
15

DNA
Artificial

Sequencing primer

4

cccactggtt gttga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

5

18

DNA
Artificial

Sequencing primer

Piagina 1

25

25

17

15



9719-2W0_ST25 -

<400> 5
gtgtgatggt gattcaac

<210> 6

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer

<400> 6
gaataggggc ctttca

<210> 7

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Sequencing primer

<400> 7
ctgcaggtat gaaag

<210> 8

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Sequencing primer

<400> 8
caatctccta gggtgc

<210> 9

<211> 15
<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer

<400> 9
gtctctgcag atgtg

<210> 10
<211> 16
<212> DNA
<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer

<400> 10
cggaagttgc agtaag

<210> 11

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer

<400> 11
tactgcaact tccgc

Pagina 2
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16

15

16

15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9719-2W0_ST25
12
17
DNA
Artificial

Sequencing primer

12

aaggtcaagg ttacact : 17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

15

DNA
Artificial

Sequencing primer

13

tctctgttge ccacg ‘ 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

17

DNA
Artificial

Sequencing primer

14

acaagcctag gtgacat : 17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

21

DNA
Artificial

Sequencing primer

15

cccaactaat ttttgtattc g ‘ 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

17

DNA
Artificial

Sequencing primer

16

cctgtaatcc cagctat f 17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

17

DNA
Artificial

Sequencing primer

17

acatttgtgg cctgtac 3 17

<210>
<211>
<212>
<213>

18

20

DNA
Artificial

Pégina'3
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<220>
<223> Sequencing primer
<400> 18

tcatctctct gtgaacctaa

<210> 19

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 19

ccacatgggc ttgtgt

<210> 20

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 20

ggcaaaatga cgatcagt

<210> 21

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 21

cccagatgcc caaatc

<210> 22

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 22

gcagcaccag ctagt

<210> 23

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 23

aactctgagt ggatgtg

<210> 24

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 24

gatggtctca atctcctta
Pagina 4
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<210> 25

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Sequencing primer
<400> 25

ctatagtccc aactactga

<210> 26

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer
<400> 26

ttttttccaa gcataaaaca tagta

<210> 27

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer
<400> 27

agtccccgct actta

<210> 28

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer
<400> 28

ggggatggac aaagct

<210> 29

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220> )
<223> Sequencing primer
<400> 29

accacaggtg tatgcc

<210> 30

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 30

tgaaaagccc tctagac

<210> 31
<211> 17
<212> DNA

9719-2W0_ST25
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25
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16
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<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Sequencing primer

31

gaacagattc atccgca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

16

DNA
Artificial

Sequencing primer

32

cacccacgat ccagtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

18

DNA
Artificial

Sequencing primer

33

tgtggatagc aactggat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

19

DNA
Artificial

Sequencing primer

34

caaagccaca ctgaaactt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

16

DNA
Artificial

Sequencing primer

35

gggattctga gtagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36

13

DNA
Artificial

Sequencing primer

36

cagaatcctg cgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

37

16

DNA
Artificial

Sequencing primer

9719-2w0_ST25
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<400> 37
tgctgcctta agtccg

<210> 38

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 38

acacttgaga aaacgg

<210> 39

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial

<220> ]
<223> Sequencing primer
<400> 39

ctggggtcag ctgat

<210> 40

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Sequencing primer
<400> 40

acaaagtcct ctatagcc

<210> 41

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial

<220> i
<223> Sequencing primer
<400> 41

tgaaacatct gggatttata ac

<210> 42

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Sequencing primer -
<400> 42

taacctgggg ttggtt

<210> 43

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial

<220> ) _ ¢
<223> Sequencing primer

<400> 43
ctggaaacca caatacc

<210> 44
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<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequencing primer

<400> 44
aagttccttt gctcatcag

<210> 45

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sequencing primer

'<400> 45
atctcggctc actgta

<210> 46

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sequencing primer

<400> 46
gcaagaggga gactgt

<210> 47

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sequencing primer

<400> 47
gtcaaaagac ctctatgc

<210> 48

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial

<220> _
<223> Sequencing primer

<400> 48
tgtgcctgga tgaatgta

<210> 49

<211> 14

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sequencing primer

<400> 49
aggactccac gagt

<210> 50

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
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<223> Sequencing primer

<400> 50
tgagctcatc cccgt

<210> 51

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sequencing primer

<400> 51
ccgtgttcca tttatgag

<210> 52

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sequencing primer

<400> 52
gtaaaacgac ggccag

9719-2W0_ST25
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Continued from Box Il - Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

The special technical feature of Group | is

-performing multiple sequence alignment analysis

-mapping said genetic variants to construct a phylogenetic tree

-examining the genetic variants represented as branches in said tree and determining the ratio of affected and unaffected subjects; and
-identifying a genetic variant where the ratio of affected to unaffected subjects is at

least 5% different from one or more adjacent variants on said tree. _

The special technical feature of Group 1 is not present in Group I, which as a special technical feature of correlating TOMM40 variants
- with Alzheimer's disease.

Although Groups I and 1l share the technical feature of correlating a genetic variants with the development of a condition, this technical
feature does not represent an improvement over the prior art of US 2005/0021236 A1 to Aston et al. which teaches identifying a patient
with increased risk for disease by genotype combinations (abstract)

Accordingly, unity of invention is lacking under PCT Rule 13.2 because the groups do not share a same or corresponding special
technical feature providing a contribution over the prior art.
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Priority Date: 12 August 2008

For:  Method of Identifying Disease Risk Factors

Date: February 7, 2011

Via Facsimile (+41 22) 338 7080
The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes

1211 Geneva 20
SWITZERLAND

REQUEST FOR CHANGE OF APPLICANT

Dear Sir: ;

Applicant respectfully requests ‘to change applicant name from Shiraz
Pharmaceuticals, Inc. to Zinfandel Pharmaceuticals, Inc. We are attaching herewith
copies of the Articles of Merger. |

Applicant respectfully requests the International Bureau forward Form IB/306
confirming this change has been recorded. If further iinformation is required, please do

not hesitate to contact us.

Respectfully submijted,
] I

A

Myers Bigel Sibley & Sajovec
Post Office Box 37428
Raleigh, North Carolina 27627
United States of America
Telephone: (919) 854-1400
Facsimile: (919) 854-1401
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Elaine F. Marshall

North Carolina Secretary of State

C201033400321
State of North CaroBra
Department of the Secretary of State
ARTICLES OFMERGER

Pursuant to North Carolina General Statute Section 55-11-05(a), the undersigned corporation does hereby
submit the following Articles of Merger as the surviving business entity in a merger between two or more
business entities,

1. The name of the surviving entity is Zinfandel Pharmaceuticals, Inc., 2 corporation organized
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Durham, North Carolina 27708
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o ULE Dot s
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WO 2010/019550 AMENDED CLAIMS PCT/US2009/053373
received by the International Bureau on 21 April 2010 (21.04.10)

THAT WHICH IS CLAIMED IS:

1. A method for identifying a genetic variant that is associated with development
of a condition of interest, comprising: ' |

(a) determining from biological samples containing DNA the nucleotide sequences
carried by a plurality of individual human subjects at a génetic locus of interest, wherein said
subjects include both (i) subjects affected with the condition of interest and (i) subjects
unaffected with the condition of interest;

(b) performing multiple sequence alignment analysis to identify genetic variants at
said genetic locus from nucleotide sequences observed in said plurality of subjects; |

(c) mapping said genetic variants to construct a phylogenetic tree of said subjects, said
tree comprising branches that identify variant changes between said subjects on the same
cistron; |

 (d) examining the genetic variants reprcscn_téd as branches in said tree and

determining the ratio of affected and unaffected subjects to identify those changes that lead to
a changed ratio of affected to unaffected subjects; and then

(e) identifying a genetic variant where the ratio ofiaffected to unaffected subjects is at
" least 5% different from one or mote adjacent variants on said tree

to-thereby identify a genetic variant associated with the development of said condition
of interest. |

2. The method of claim 1, wherein all subjects carry a same known
polymorphism for said condition of interest. ’

3. The method of claim 1 or claim 2, wherein the known polymorphism is an
Apolipoprotein E allele,
4. The method of any of claims 1-3, whcreixix the genetic locus of interest is in

linkage disequilibrium with the known polymorphism.

S, The method of any of claims 1-4, wherein the genetic locus of interest is on
the same chromosome and less than 10, 20, 30, 40, or 50 kilobases away from the known
polymorphism.

64

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)



3

WO 2010/019550 ' PCT/US2009/053373

(b) determining said subject is at increased or decreased risk of Alzheimet’s disease

when said genetic variant is present or absent.

15.  The method of claim 14, further comprish‘zg detecting whether said subject is
an Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, or E4/E4 sub:jcct.

16.  The method of claim 14, further c0mpdsiﬁg detecting whether said subject is
an Apo E3/E3 or E3/E4 subject. |

17.  The method of any of claims 14-16, further comprising the step of:
(c) administering an anti-Alzheimer’s disease active agent to said subject in a
treatment effective amount when said subject is determined to be at increased risk of

Alzheimer’s disease.

18,  The method of claim 17, wherein said administering step is carried out in said
subject at an earlier age when said subject is determined to be at increased risk by the
presence or absence of said genetic variant as compared'to a subject in which said genetic

variant is not present or absent.

19.  The method of claim 17 or claim 18, wherein said active agent is selected
from the group consisting of acetylcholinesterase inhibitors, NMDA Teceptor antagonists,
peroxisome proliferator-activated receptor agonists or modulators, antibodies, fusion

proteins, therapeutic RNA molecules, and combinations thereof.

20.  The method of claim 17 or claim 18, wherein said active agent is rosiglitazone
or 2 pharmaceutically acceptable salt thereof.

21.  The method of any of claims 14-20, wherein said genetic variant of the
TOMMflO is a poly-T insertion variant at genomic location 50,094,889 of NCBI Build 36.3.

22.  Inamethod of treating a subject for Alzheimer’s disease by administering an
anti-Alzheimer’s disease active agent to said subject in a treatment-effective amount; the

improvement comprising:

| 66
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31.  The method of claim any of claims 22-26, wherein said DIP is a poly-T
deletion/insertion polymorphism having a poly-T of between 20 and 50 contiguous base

pairs.

32, The method of any of claims 22-26, wherein said DIP is a poly-T
deletion/insertion polymorphism having a poly-T of between 20 and 50 contignous base
pairs at 1510524523.

33, A method of treatment for a condition Of. interest, wherein said coadition of
interest is associated with ApoE and/or TOMM40, for a patient in need thereof, said method
comprising: ’

(a) determining the presence or absence of a genetic variant identified by the method
of any of claims 1-12 carried by an individual subject to generate a genetic profile of said
patient; and thep, if said profile is indicative of said paﬁcnt being responsive to an active
agent, ‘

(b) administering said active agent to said subject in a treatment effective amount to

treat said condition of interest.

34.  The method of claim 33, wherein said active agent is selected from the group
consisting of acetylcholinesterase inhibitors, NMDA ‘receptor antagonists, peroxisome
proliferator-activated receptor agonists or modulators, antibodies, fusion proteins, therapeutic

RNA molecules, and combinations thereof.

35.  The method of claim 33, wherein said active agent is rosiglitazone or a
pharmaceutically acceptable salt thereof.

36. The method of any of claims 33-35, wﬂercin said genetic variant of the
TOMMA40 is a variant of TOMMA40 is at a genetic location of NCBI Build 36.3 selected from
the group conmsisting of: 50,092,565, 50,092,587, 50,093,506, 50,093,609, 50,094,317,
50,094,558, 50,094,716, 50,094,733, 50,094,889, 50,095,252, 50,095,506, 50,095,698,
50,095,764, 50,096,271, 50,096,531, 50,096,647, 50,0|96,697, 50,096,812, 50,096,902,
50,097,361, 50,098,378, 50,098,513, and 50,099,628.
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47.  The method of any of claims 42-46, wherein said genetic variant of the
TOMM40 gene is at the genetic location of NCBI Build 36.3 selected from the group
copsisting of: 50,092,565, 50,092,587, 50,093,506, 50,093,609, 50,094,317, 50,094,558,
50,094,716, 50,094,733, 50,094,889, 50,095,252, 50,095,506, 50,095,698, 50,095,764,
50,096,271, 50,096,531, 50,096,647, 50,096,697, 56,096,812, 50,096,902, 50,097,361,
50,098,378, 50,098,513, and 50,099,628.

43. The method of any of claims 42—47,.\‘wherein said genetic variant of the
TOMMA40 gene is a deletion/insertion polymorphism (DIP)

49.  The method of any of claims 48, wherein said DIP is rs10524523, 1510602329
or DIP3.

50. The method of claim 48 or claim 49, wherein said DIP is an insertion
polymorphism.

51. The method of claim 48 or claim 149, wherein said DIP is poly-T
deletion/insertion polymorphism.

~

52.  The method of auy of claim 48 or claim 49, wherein said DIP is rs10524523.

53.  The use of an anti-Alzheimer’s disease active agent for the preparation of a
: | '
medicament for carrying out a method of any of claims 17-52.

S4.  The use of an anti-Alzheimer’s disease active agent for carrying out a method
of any of claims 17-52, |

55. A method of determining a prognosis or the risk for developing Alzheimer’s
disease in a patient comprising obtaining a patient profile, wherein said obtaining a patient
profile comprises:

detecting the presence or absence of at least one ApoE 2, ApoE 3, or ApoE 4 allele in
a biological sample of said patient, and |

detecting the presence or absence of at least one TOMM40 deletion/insertion
polymorphism (DIP) located in intron 6 or intron 9 of the TOMMA40 gene, and then
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65.  The method of claim 61, wherein said DIP is rs10524523.

66.  The method of any of claims 61-65, further comprising detecting whether said

subject is an Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, or E4/E4 subject.

67. A method for identifying 2 patient in a clinical trial of a treatment for
Alzheimer’s disease comprising: |

a) identifying a patient diagnosed with Alzheimer’s disease; and

b) determining a prognosis for said patient diagrosed with Alzheimer’s disease
comprising obtaining a patient profile, whesein said patient profile comprises

i) detecting the presence or absence of at Jeast one ApoE 3, ApoE 4, and/or
ApoE 2 allele in a biolagical sample of said patient,

ii) detecting the presence or absence of at least one TOMM40
deletion/insertion polymorphism (DIP) located in intron 6 or intron 9 of the TOMM40
gene, and ‘

iif) converting the patient profile into said prognosis,
said prognosis including a prediction of whether the patient is a candidate for said

clinical trial for said treatment of Alzheimer’s disease.
68.  The method of claim 67, wherein said DIP is an insertion polymorphism.
\

69. The method of claim 67, wherein said DIP is poly-T deletion/insertion
polymorphism.

70.  The method of claim 67, wherein said DIP is rs10524523, 1510602329 or -

DIP3. |

71.  The method of claim 67, wherein said DIF is rs10524523.

72.  The method of apy of claims 67-71, further comprising detecting whether said
subject is an Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/EA4, or E4/E4 subject.
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79.  The kit of any of claims 73-78, wherein said determining step further
comprises detecting whether said subject is an Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, or
R4/E4 subject.

80. A kit for determining if a subject is responsive to treatment for a condition of
interest, wherein said condition of interest is associated with ApoE and/or TOMMA4Q, with an
active agent, said kit comprising: '

(A) at least one reagent that specifically detects ApoE 3, ApoE 4, and/or ApoE 2,
wherein said reagent is selected from the group consisting of antibodies that selectively bind
ApoE isoforms, and oligonucleotide probes that selecuyely bind to DNA encoding ApcE
alleles;

(B) at least one reagent that specifically detects thc;: presence or absence of at least one
'TOMM40 deletion/insertion polymorphism (DIP) located in intron 6 or intron 9 of the
TOMMA4O0 gene; and

(C) instructions for determining that the subject is responsive to treatment for said
condition of interest with said active agent of interest by

() detecting the presence or absence of an ApdE 3, ApoE4, and/or ApoE 2 isoform in
said subject with said at least one reagent;

(ii) detecting the presence or absence of at least one TOMMA40 deletion/insertion
polymorphism (DIP) located in intron 6 or intron 9 of the TOMM40 gene; and

(iti) determining whether or mot the subject is responsive to treatment by observing i
the presence of ApoE 3, ApoE 4, and/or ApoE 2 1soform and said TOMMA40 DIP is or is not
detected with said at least one reagent, wherein the prescnce of ApoE 3, ApoE 4 and/or ApoE
2 and said TOMMA40 DIP indicates that said subject is responsive to said treatment with said
active agent,

81.  The kit of claim 80, wherein said at least one reagent and said instructions are
packaged in a single container.

_ 82, The kit of claim 80 or claim 81, wherein said DIP is an insertion
polymorphism.
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91.  The method of claim 90, wherein said administering step is carried out in said
subject at an earlier age when said subject is determined to be at increased risk by the
presence or absence of said genetic variant as compared to a subject in which said genetic
variant is not present or absent. |

92.  The method of claim 90 or claim 91, wherein said active agent is selected
from the group consisting of acetylcholinesterase inhibitors, NMDA. receptor antagonists,
perogisome proliferator-activated receptor agonists or modulators, antibodies, fusion

|
proteins, therapeutic RNA molecules, and combinations thereof.

93.  In a method of treating a subject for Alzheimer’s disease by administering an
anti-Alzheimer’s disease active agent to said subject in a treatment-effective amount; the
improvement comprising: |

administering said active agent to said subject a;t an earlier age when said subject
carries a genetic variant of the TOMM40 gene associated with increased risk of Alzheimer’s
disease as compared to a corresponding subject who does not carry said genetic variant,

wherein said genetic variant of the TOMMA40 is at 2 genetic location of NCBI Bujld
36.3 selected from the group consisting of: 50,092,565, 50,092,587, 50,093,506, 50,093,609,
50,094,317, 50,094,558, 50,094,716, 50,094,733, 50,094,889, 50,095,252, 50,095,506,
50,095,698, 50,095,764, 50,096,271, 50,096,531, 50,096,647, 50,096,697, 50,096,812,
50,096,902, 50,097,361, 50,098,378, 50,098,513, and 50,099,628.

94,  The method of claim 93, further compnsilig detecting whether said subject is
an Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, or E4/E4 subject.

pya

95.  The method of claim 93, further comprising detecting whether said subject is

an Apo E3/E3 or E3/E4 subject.

96.  The method of any or claims 93-95, wherein said active agent is selected from
the group consisting of acetylcholinesterase inhibitors, NMDA. receptor antagonists,
peroxisome proliferator-activated receptor agonists or modulators, antibodies, fusion
proteins, therapeutic RNA molecules, and combinations thé,reof.
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91.  The method of claim 90, wherein said administering step is carried out in said
subject at an earlier age when said subject is determined, to be at increased risk by the
presence or absence of said genetic variant as compared to a subject in which said genetic

variant is not present or absent.

92.  The method of claim 90 or claim 91, wherein said active agent is selected
from the group consisting of acetylcholinesterase inhibitofs, NMDA. receptor antagonists,
peroxisome proliferator-activated receptor agonmists or modulators, antibodies, fusion

proteins, therapeutic RNA molecules, and combinations thereof.

93.  In amethod of treating a subject for Alzheinier’s disease by administering an
anti-Alzheimer’s disease active agent to said subject in a treatment-effective amount; the
improvement comprising:

administering said active agent to said subject at an earlier age when said subject
carries a genetic variant of the TOMM40 gene associated with increased risk of Alzheimer’s
disease as compared to a corresponding subject who does not carry said genetic variant,

wherein said genetic variant of the TOMMA40 is at 5 genetic location of NCBI Build
36.3 selected from.thc group consisting of: 50,092,565, 50,092,587, 50,093,506, 50,093,609,
50,094,317, 50,094,558, 50,094,716, 50,094,733, 50,094,889, 50,095,252, 50,095,506,
50,095,698, 50,095,764, 50,096,271, 50,096,531, 50,096,647, 50,096,697, 50,096,812,
50,096,902, 50,097,361, 50,098,378, 50,098,513, and 50,099,628.

94,  The method of claim 93, further comprising detecting whether said subject is
an Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, or E4/E4 subject.

95.  The method of claim 93, further comprising detecting whether said subject is
an Apo E3/E3 or E3/E4 subject.

96.  The method of any or claims 93-95, wherein said active agent is selected from
the group consisting of acetylcholinesterase inhibitors, NMDA. receptor antagonists,
peroxisome proliferator-activated receptor agonists or' modulators, antibodies, fusion

proteins, therapeutic RNA molecules, and combinations thereof.
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REIVIN'DICACION‘ES

1. Un método para identificar uha variante genética que
esta asociada con el desarrollo de un;padecimiento de interés,
el cual comprende:

(a) determinar de las muestras biolégicas que contienen el
ADN las secuencias de nucleoétidos portadas por una pluralidad
de sujetos humanos individuales e_h un lugar genético de
interés, en donde dichos sujetos incluyen tanto (i) sujetos
afectados con el padecimiento de interés como (/i) sujetos no
afectados con el padecimiento de interés;

(b) realizar el analisis de alineacién de secuencias
multiples para identificar las variantes genéticas en dichos
lugares genéticos de las secuencias Iae nucleotidos observadas
en dicha pluralidad de sujetos;

(c) mapear dichas variantes généticas para construir un
arbol filogenético de dichos sujetos, comprendiendo dicho arbol
las ramas que identifican los cambios de variante entre dichos
sujetos y el mismo cistrén;

(d) examinar las variantes gen?éticas representadas como
ramas en dicho arbol y determinaf la proporcién de sujetos
afectados y no afectados para identificar esos cambios que
conducen a una proporcién cambiadé de sujetos afectados a no
afectados; y entonces

(e) identificar wuna variante genética en donde Ia

proporcion de sujetos afectados a sujetos no afectados es de
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por lo menos 5% diferente de una a Més variantes adyacentes
en dicho arbol,

para identificar de esa manera una variante genética
asociada con el desarrollo de dicho padecimiento de interés.

2. El método tal y como se describe en la reivindicaciéon 1,
caracterizado porque todos los sujetos portan el mismo
polimorfismo conocido para dicho padecimiento de interés.

3. EI método tal y como se descfibe en la reivindicacién 1
o reivindicacién 2, caracterizado 'porque el polimorfismo
conocido es un alelo de Apolipoproteiﬁa E.

4. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 3, cara:cterizado porque el lugar
genético de interés se encuentra en él desequilibrio del enlace
con el polimorfismo conocido.

5. El método tal y como se des;‘cribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizado porque el lugar
genético de interés se encuentra en él mismo cromosoma y esta
a menos de 10, 20, 30, 40, o 50 kilobases Ilejos del
polimorfismo conocido. |

6. El método tal y como se deécribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 ala 5, carac;terizado porque dicho lugar
genetico es el gen TOMMA40.

7. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 6, 6aracterizado porque dicho

padecimiento de interés esta asociado con la disfuncién
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aumentada o disminuida de la mitocond‘ria.

8. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones d'e la 1 a la 7, calfacterizado porque dicho
padecimiento de interés e\‘c, una enfermedad neurodegenérativa,
una enfermedad metabélica, una enfermedad cardiovascular,
una enfermedad psiquiatrica, o cancer.

9. El método tal y como se desdribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque el
padecimiento de interés es una e'ﬁfermedad de la arteria
coronaria.

10. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque el
padecimiento de interés es diabetes rﬁelitus tipo II.

11. El método tal y como se deScribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7,: caracterizado porque el
padecimiento de interés es la enfermédad de Parkinson.

12. El método tal y como se deécribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque el
padecimiento de interés es la enfermedad de Alzheimer.

13. Un hétodo para determinaf el riesgo aumentado para
el desarrollo del padecimiento de intérés, el cual comprende:

(a) determinar de una muestra biolégica que contiene el
ADN una variante genética identifica“da por el método tal y como
se describe en cualquiera de las rei\)indicaciones dela1ala112

portado por un sujeto individual; y luego
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(b) determinar que dicho sujeto se encuentra en un riesgo
aumentado para el desarrollo del padecimiento de interés
cuando dicha variante genética esta présente.

14. Un método para determinar un riesgo aumentado para
el desarrollo de la enfermedad de Allzheimer en un sujeto, el
cual comprende:

(a) detectar de una muestra biolégica que contiene el ADN
tomado de dicho sujeto la presencia o ausencia de una variante
genética del gen TOMM40 asociada con el riesgo aumentado o
disminuido de la enfermedad de /H?heimer, en donde dicha
variante es un polimorfismo de eliminacién/insercién en el
intrén 6 o el intréon 9 del gen TOMMA40; vy

(b) determinar que dicho sujeto se encuentra en un riesgo
aumentado o disminuido de la enferm‘.edad de Alzheimer cuando
dicha variante genética esta presente;o ausente.

15. El método tal y como se de“scribe en la reivindicacion
14, caracterizado porque comprende: ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4.

16. El método tal y como se describe en la reivindicacién
14, caracterizado porque comprende ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

17. El método tal y como se déscﬁbe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 14 a la 16,e|§ualconunende ademas los

pasos de:
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(c) administrar un agente activo ;contra la enfermedad de
Alzheimer a dicho sujeto en una cantidad efectiva de
tratamiento cuando dicho sujeto e_'s determinado que se
encuentra en un riesgo aumentado de la enfermedad de
Alzheimer.

18. El método tal y como se des:cribe en la reivindicacion
17, caracterizado porque el paso de administracién se lleva a
cabo en dicho sujeto en una edad mas temprana cuando se ha
determinado que dicho sujeto se 5encuentra en un riesgo
aumentado por la presencia o ausencia de dicha variante
genética comparado con un sujeto én el cual dicha variante
genética no esta presente o esta ausente.

19. El método tal y como se deécribe en la reivindicacion
17 o reivindicacién 18, caracterizado fporque el agente activo es
seleccionado del grupo consistente de inhibidores de
acetilcolinesterasa, antagonistas del receptor de NMDA,
agonistas o moduladores del receptor activado del proliferador
de peroxisoma, anticuerpos, protei;nas de fusién, moléculas
terapéuticas de ARN, y combinacione,‘ls de los mismos.

20. El método tal y como se describe en la reivindicaciéon
17 o reivindicacion 18, caracterizado porque el agente activo es
rosiglitazona o una sal farmacéuticamente aceptable de Ila
misma.

21. El método tal y como se déscribe en éualquier'a de las

reivindicaciones de la 14 a la 20, caracterizado porque dicha
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variante genética del gen TOMM40 es una variante de insercién
poli-T en la ubicacién gendémica 50,094,889 de la Construccién
36.3 del NCBI.

22. Un método de tratamiento.‘l de un sujeto para la
enfermedad de Alzheimer mediante 5Ia administracién de un
agente activo contra la enfermedad de. Alzheimer a dicho sujeto
en una cantidad efectiva de tratamiento; comprendiendo la
mejora:

la administracién de dicho agente activo a dicho sujeto en
una etapa mas temprana cuando dichb sujeto es el portador de
la variante genética del gen TOMM4;0 asociado con el riesgo
aumentado de la enfermedad de Alzheimer comparado con un
sujeto correspondiente quien no e;‘s el portador de dicha
variante genética,

en donde dicha variante genétiéa del gen TOMM40 es un
polimorfismo de eliminacién/inserciérj (DIP) en el intron 6 o el
intrén 9 del gen TOMMA40.

23. El método tal y como se dejscribe en la reivindicacion
22, el cual comprende ademas dete%:tar si dicho sujeto es un
sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/E4.

24. El método tal y como se déscribe en la reivindicacién
23, el cual comprende ademas detectar si dicho sujeto es un
sujeto Apo E3/E3 o E3/EA4.

25. El método tal y como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 22 a la 24, caracterizado porque dicho
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agente activo es seleccionado del. grupo éonsistente de
inhibidores de acetilcolinesterasa, antagonistas del receptor de
NMDA, agonistas o moduladores dél receptor activado del
proliferador de peroxisoma, anticuerpbs, proteinas de fusién,
moléculas terapéuticas de ARN, y combinaciones de los
mismos.

26. El método tal y como se desg‘:ribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 24, caracterizado porque dicho
agente activo es rosiglitazona o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma.

27. El método tal y como se des,;cribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26," caracterizado porque la
variante genética del gen TOMM40 es una variante
seleccionada del grupo consistente de: rs10524523,
rs10602329, y DIP3.

28. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26, daracterizado porque dicho
DIP es un polimorfisMo de insercién. :

29. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26, caracterizado porque dicho
DIP es un polimorfismo de eliminaci()_h/insercién de poli-T.

30. El método tal y como se dej‘scribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26, _Caracterizado porque dicha
variante genética del gen TOMM40 es rs10524523.

31. El método tal y como se describe en cualquiera de las
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reivindicaciones de la 22 a la 26, caracterizado porque dicho
DIP es un polimorfismo de eliminacién/insercién de poli-T que
tiene un poli-T de entre 20 y 50 pares basicos contiguos.

32. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 22 a la 26, caracterizado porque dicho
DIP es un polimorfismo de eliminacién/insercién de poli-T que
tiene un poli-T de entre 20 y 50 basicos contiguos en el
rs10524523.

33. Un método de tratamiento bara un padecimiento de
interés, en donde dicho padecimiento; de interés esta asociado
con el alelo ApoE y/o el gen TOMMA40, para un paciente que lo
necesita, comprendiendo dicho método:

(a) determinar la presencia o ,:ausencia de una variante
genética identificada mediante el métc{ado tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones jde la 1 ala 12 portada por
un sujeto individual para generar un perfil genético de dicho
paciente; y luego, si dicho perfil indiéa que el paciente actua en
respuesta a un agente activo, ‘

(b) administrar dicho agente factivo al sujeto en una
cantidad de tratamiento efectiva paré tratar dicho padecimiento
de interés.

34. El método tal y como se d(;escribe en la reivindicacién
33, caracterizado porque dicho age:nte activo es seleccionado
del grupo consistente de inhibidores de acetilcolinesterasa,

antagonistas del receptor de NMDA, agonistas o moduladores
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del receptor activado del proliferador de peroxisoma,
anticuerpos, proteinas de fusiéon, moléculas terapéuticas de
ARN, y combinaciones de los mismos.

35. El método tal .y como se describe en la reivindicacién
33, caracterizado porque dicho agente activo es rosiglitazona o
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

36. El método tal y como se deséribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 33 a la 35, céracterizado porque dicha
variante genética del gen TOMMA40 :es una variante del gen
TOMM40 que esta en una ubicacién génética de la Construccién
36.3 del NCBI seleccionada del. grupo consistente de:
50,092,565, 50,092,587, 50,093,506, 50,093,609, 50,094,317,
50,094,558, 50,094,716, 50,094,733, 50,094,889, 50,095,252,
50,095,506, 50,095,698, 50,095,764," 50,096,271, 50,096,531,
50,096,647, 50,096,697, 50,096,812; 50,096,902, 50,097,361,
50,098,378, 50,098,513, y 50,099,628“.

37. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 33 a la 36% caracterizado porque la
variante genética del gen TOMM40 es un polimorfismo de
eliminacién/insercién (DIP).

38. El método tal y como se describe en la reivindicaciéon
37, caracterizado porque dicho DI_‘;P es un polimorfismo de
insercion.

39. El método tal y como se déscribe en la reivindicacién

37, caracterizado porque dicho DIP es un polimorfismo de
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eliminacién/insercién de poli-T.

40. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 37 a la 39, caracterizado porque dicho
DIP es rs10524523, rs10602329 o DIPIS.

41. El método tal y como se deséribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 37 a la 39, ca,‘.racterizado porque dicho
DIP es rs10524523. |

42. Un método de tratamiento para la enfermedad de
Alzheimer en un sujeto que comprendé:

(a) detectar de una muestra biolégica que contiene el ADN
tomado de dicho sujeto la presencia o ausencia de una variante
genética del gen TOMMA40 asociad:a con la capacidad de
respuesta para un agente activo; v, SI dicha variante genética
esta presente, .

(b) administrar dichd agente acfivo a dicho sujeto en una
cantidad de tratamiento efectiva paré tratar la enfermedad de
Alzheimer.

43. El método tal y como se describe en la reivindicacion
42, caracterizado porque comprende; ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4.

44. El método tal y como se describe en la reivindicacion
42, caracterizado porque comprendé ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

45. El método tal y como se describe en cualquiera de las
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reivindicaciones de la 42 a la 44, cafacterizado porque dicho
agente activo es seleccionado del‘ grupo consistente de
inhibidores de acetilcolinesterasa, antégonistas del receptor de
NMDA, agonistas o moduladores dél receptor activado del
proliferador de peroxisoma, anticuerpbs, proteinas de fusidn,
moléculas terapéuticas de ARN, y combinaciones de Ilos
mismos.

46. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 44,-‘caracterizado porque el
agente activo es rosiglitazona o una sal farmaceéuticamente
aceptable de la misma.

47. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 46, caracterizado porque dicha
variante genética del gen TOMM40 se encuentra en una
ubicacion genética de |la Constfuccién 36.3. del NCBI
seleccionada del grupo consistente de: 50,092,565, 50,092,587,
50,093,506, 50,093,609, 50,094,317% 50,094,558, 50,094,716,
50,094,733, 50,094,889, 50,095,252, 50,095,506, 50,095,698,
50,095,764, 50,096,271, 50,096,531;, 50,096,647, 50,096,697,
50,096,812, 50,096,902, 50,097,361, 50,098,378, 50,098,513, y
50,099,628. ‘

48. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 47, éaracterizado porque dicha
variante genética del gen TOMM40 es un polimorfismo de

eliminacién/insercién (DIP).
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49. El método tal y como se deséribe en la reivindicaciéon
48, caracterizado porque dicho DIP es rs10524523, rs10602329
o DIP3.

50. ElI método tal y como se describe en la reivindicaciéon
48 o reivindicacion 49, caracterizado‘porque dicho DIP es un
polimorfismo de insercién. |

51. El método tal y como se describe en la reivindicacién
48 o reivindicacion 49, caracterizadol porque dicho DIP es un
polimorfismo de eliminacion/insercion de poli-T.

52. El método tal y como se describe en la reivindicacién
48 o reivindicacion 49, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523.

53. El uso de un agente activo: contra la enfermedad de
Alzheimer para la preparacion de un medicamento para llevar a
cabo un método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 17 a la 52.

54. EIl uso de un agente activo contra la enfermedad de
Alzheimer para llevar a cabo un métédo tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 17 a la 52.

55. Un método para determinar un prondstico o el riesgo
de desarrollar la enfermedad de Alzheimer en un paciente que
comprende obtener un perfil del pacilente, caracterizado porque
la obtencidén del perfil del paciente, comprende:

detectar la presencia o ausencia de por lo menos un alelo

ApoE 2, ApoE 3, o ApoE 4 en una muestra biolégica de dicho
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paciente, y

detectar la presencia o ausencia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercion (DIP) del gen TOMMA40
localizado en el intrén 6 o el intron 9 del gen TOMM40, y luego

convertir dicho perfil del paciehte en un prondstico, en
donde la presencia de dicho alelo ApoE 2, ApoE 3 o ApoE 4 y la
presencia de dicho al menos un pé)limorfismo DIP del gen
TOMM40 identifica a dicho paciente como un paciente que se
encuentra en riesgo de desarrollar la e%nfermedad de Alzheimer.

56. El método tal y como se describe en la reivindicacién
55, caracterizado porque dicho DIP eé rs10524523, rs10602329
o DIP3.

57. El método tal y como se de#cribe en la reivindicacién
55, caracterizado porque dicho DIP es un polimorfismo de
insercion.

58. El método tal y como se describe en la reivindicacién
55, caracterizado porque dicho Dlé’ es un polimorfismo de
eliminacidén/insercion de poli-T.

59. El método tal y como se de_‘scribe en la reivindicacién
55, caracterizado porque dicho DIP es rs10524523.

60. El método tal y como se deécribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 55 a la 59, caracterizado porque
comprende ademas detectar si dich:o sujeto es un sujeto Apo
E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/EA4.

61. Un método para estratificar un sujeto en un subgrupo
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de un ensayo clinico de una terapia bara el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, comprendiendo dicho método:

detectar la presencia o ausencia:de por 1o menos un alelo
ApoE 2, ApoE 3, o ApoE 4 en una muestra biol6gica del
paciente,

detectar la presencia o ausenqia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercion (DIP) del gen TOMM40
localizado en el intrén 6 o el intrén 9 dgl gen TOMMA40, vy

estratificar dicho sujeto en un subgrupo para el ensayo
clinico de dicha terapia basada en Ia: presencia o ausencia de
dicho al menos un alelo ApoE 2, ApoE 3, o ApoE 4 y/o un alelo
del DIP del gen TOMM40. |

62. EIl método tal y como se de%cribe en la reivindicacién
61, caracterizado porque dicho DIP es un polimorfismo de
insercién. |

63. El método tal y como se describe en la reivindicacién
61, caracterizado porque dicho DIP es un polimorfismo de
eliminacion/insercién de poli-T.

64. El método tal y como se describe en la reivindicacién
61, caracterizado porque dicho DIP és rs10524523, rs10602329
o DIP3.

65. El método tal y como se describe en la reivindicacién
61, caracterizado porque dicho DIP es rs10524523.

66. El método tal y como se deécribe en cualquiera de las

reivindicaciones de la 61 a la 65, caracterizado porque
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comprende ademéas detectar si dicho sujeto es un sujeto Apo
E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o §E4/E4.

67. Un método para identificar a un paciente en un ensayo
clinico de un tratamiento para la enfefmedad de Alzheimer que
comprende:

a) identificar un paciente diagnoéticado con la enfermedad
de Alzheimer; y

b) determinar un prondstico para dicho paciente
diagnosticado con la enfermedad de Alzheimer que comprende
obtener un perfil del paciente, enI donde dicho perfil del
paciente comprende, |

i) detectar la presencia o ausencia de por lo menos un
alelo ApoE 3, ApoE 4, y/o ApoE 2 en; una muestra bioldégica de
dicho paciente,

ii) detectar la presencia o aus{ancia dé por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercién (DIP) del gen TOMM40
localizado en el intrén 6 o el intréon 9 :del gen TOMM40, y

iii) convertir el perfil del pacient'e en dicho pronéstico,

incluyendo dicho prondstico _Lma prediccion de si el
paciente es un candidato para el ensayo clinico para dicho
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

68. EI método tal y como se describe en la reivindicacién
67, Acaracterizado porque dicho DIIP es un polimorfismo de
insercion. I

69. El método tal y como se describe en la reivindicacién



10

15

20

25

67, caracterizado porque dicho DIP es un polimorfismo de
eliminacion/insercién de poli-T.

70. EI método tal y como se describe en la reivindicacidén
67, caracterizado porque el DIP es rs10524523, rs10602329 o
DIP3. |

71. El método tal y como se des;cribe en la reivindicacioén
67, caracterizado porque el DIP es rs10524523.

72. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 67 a la 71, caracterizado porque
comprende ademas detectar si dicho sujeto es un sujeto Apo
E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, oKE4/E4.

73. Un equipo para determinar s: un sujeto se encuentra
en un riesgo aumentado de desarrollar la presentacion tardia de
la enfermedad de Alzheimer el cual comprende:

(A) por lo menos un reactivo que detecta especificamente
el alelo ApoE 3, ApoE 4, y/o ApoE 2, en donde dicho reactivo es
seleccionado del grupo consistentei de anticuerpos que se
enlazan selectivamente a las isoformas ApoE, y muestras de
oligonucledétidos que se enlazan selectivamente al ADN que
codifica los alelos de ApoE;

(B) por lo menos un reactivo que detecta especificamente
la presencia o ausencia de por lo menos un polimorfismo de
eliminacidén/insercién (DIP) del genTTOMM40 localizado en el
intrén 6 o el intron 9 del gen TOMMA40; vy

(C) instrucciones para determinar que el sujeto se
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encuentra en un riesgo aumentado de desarrollar la enfermedad
de Alzheimer de presentacion tardia p(l;r medio de:

(i) detectar la presencia o ausenbia de una isoforma ApoE
3, ApoE 4, y/o ApoE 2 en dicho sujefo con dicho al menos un
reactivo;

(ii) detectar la presencia o ausencia de por lo menos un
polimorfismo de eliminacién/insercic’)r?' (DIP) del gen TOMMA40
localizado en el intron 6 o el intrén 9 del gen TOMMA40; vy

(iii) observar si el sujeto se en¢uentra o no en un riesgo
aumentado de desarrollar Ila enferfmedad de Alzheimer de
presentacién tardia observando si la presencia del alelo ApoE
3, ApoE 4, y/o ApoE 2 y dicho DIP 'del gen TOMM40 es o no
detectado con dicho al menos ur:1 reactivo, en donde la
presencia de la isoforma ApoE 3, ApoE 4 y/o ApoE 2 y dicho
DIP del gen TOMMA40 indica que dicho sujeto se encuentra en
un riesgo aumentado de desarrollar I,Ia enfermedad de Alzheimer
de presentacién tardia.

74. El equipo tal y como se de_'scribe en la reivindicacién
73, caracterizado porque dicho al menos un reactivo y dichas
instrucciones estan empacadas en un solo contenedor.

75. El equipo tal y como se de;scribe en la reivindicacién
73 o reivindicaciéon 74, caracterizado porque dicho DIP es un
polimorfismo de insercién. ‘

76. El equipo tal y como se déscribe en la reivindicacion

73 o reivindicacién 74, caracterizado porque dicho DIP es un
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polimorfismo de eliminaciéon/inserciéon de poli-T.

77. El equipo tal y como se describe en la reivindicacién
73 o reivindicacion 74, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523, rs10602329 o DIP3. |

78. El equipo tal y como se des‘bribe en la reivindicacion
73 o reivindicacién 74, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523.

79. El equipo tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 73 a la 78, céracterizado porque dicho
paso de determinacioén co'mprende ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E;3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4. |

80. Un equipo para determin:ar si el sujeto actua al
tratamiento para un padecimiento de interés, en donde dicho
padecimiento de interés esta asociado con el alelo ApoE y/o el
gen TOMMA40, con un agente activo, comprendiendo dicho
equipo:

(A) por lo menos un reactivo q;ue detecta especificamente
los alelos ApoE 3, ApoE 4, y/o ApoE: 2, en donde dicho reactivo
es seleccionado del grupo consistelnte de anticuerpos que se
enlazan especificamente a las isoformas ApoE, y muestras de
oligonucledtidos que se enlazan éelectivamente al ADN que
codifica los alelos ApoE; |

(B) por lo menos un reactivo que detecta especificamente

la presencia o ausencia de por loo menos un polimorfismo de
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eliminacién/insercién (DIP) del gen T'OMM4O localizado en el
intron 6 o el intron 9 del gen TOMMA40; y

(C) instrucciones para determinér que el sujeto actua en
respuesta al tratamiento para dicho pal'decimiento de interés con
dicho agente activo de interés mediante

(i) detectar la presencia o ausenlcia de una isoforma ApoE
3, ApoE 4, y/o ApoE 2 en dicho suje_:to con dicho al menos un
reactivo; ‘

(ii) detectar la presencia o ausencia de por lo menos un
polimorfismo de eIiminacién/inserciéh (DIP) del gen TOMMA40
localizado en el intrén 6 o el intrén 9 I'del gen TOMMA40; vy

(iii) determinar si el sujeto actL'Jé O no en respuesta con el
tratamiento observando si la presencija de las isoformas ApoE 3,
ApoE 4, y/o ApoE 2 y dicho DIP del gen TOMM40 es o no
detectado en dicho al menos un reacjfivo, en donde la presencia
de las isoformas ApoE 3, ApoE 4 y}o ApoE 2 y dicho DIP del

gen TOMMA40 indica que dicho sujl"eto actla en respuesta a

~dicho tratamiento con dicho agente activo.

81. El equipo tal y como se describe en la reivindicacién
80, caracterizado porque dicho al r:nenos un reactivo y dichas
instrucciones estan empacadas en uh solo contenedor.

82. El equipo tal y como se describe en la reivindicacién
80 o reivindicacion 81, caracteriza,;:lo porgque dicho DIP es un
polimorfismo de insercion.

83. El equipo tal y como se describe en la reivindicacion
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80 o reivindicacion 81, caracterizado_' porque dicho DIP es un
polimorfismo de eliminacién/insercién de poli-T.

84. El equipo tal y como se describe en la reivindicacién
80 o reivindicacién 81, caracterizaqlo porque dicho DIP es
rs10524523, rs10602329 o DIP3. |

85. El equipo tal y como se de§cribe en la reivindicaciéon
80 o reivindicacién 81, caracterizado porque dicho DIP es
rs10524523.

86. El equipo tal y como se des_.cribe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 80 a la 85, caracterizado porque el paso
de determinacién comprende ademés;detectar si dicho sujeto es
un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o E4/E4.

87. Un método para determinarl el riesgo aumentado para

el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto, el

" cual comprende:

(a) detectar de una muestra bidlégica que contiene el ADN
tomada de dicho sujeto la presencia-.o ausencia de una variante
genética del gen TOMMA40 asociada.lcon el riesgo aumentado o
disminuido de la enfermedad dej Alzheimer, caracterizado
porque dicha variante se encuentral' en la localizacidén genética
de la Construccion 36.3 del NCBI seleccionado del grupo
consistente de: 50,092,565, .. 50,092,587, 50,093,506,
50,093,609, 50,094,317, 50,094,558, 50,094,716, 50,094,733,
50,094,889, 50,095,252, 50,095,5Q6, 50,095,698, 50,095,764,

50,096,271, 50,096,531, 50,096,647, 50,096,697, 50,096,812,
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50,096,902, 50,097,361, 50,098,378, 50,098,513, y 50,099,628;
y

(b) determinar si dicho sujeto se encuentra en un riesgo
aumentado o disminuido de la enfermedad de Alzheimer cuando
dicha variante genética esta presente_fo ausente.

88. El método tal y como se describe en la reivindicacién
87, caracterizado porque comprendef ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4. |

89. El método tal y como se déscribe en la reivindicacion
87, caracterizado porque comprendé ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/I;é4.

90. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 87 a la .. 89, caracterizado porque
comprende ademas el paso de:

(¢) administrar un agente acti:vo contra la enfermedad de
Alzheimer a dicho sujeto en unja cantidad de tratamiento
efectiva cuando se determina que dicho sujeto se encuentra en
un riesgo aumentado de la enfermedad de Alzheimer.

91. El método tal y como se describe en la reivindicacién
90, caracterizado porque dicho 'Ipaso de administracién es
Illevado a cabo en dicho sujeto en una etapa mas temprana
cuando dicho sujeto se determinal' que se encuentra en riesgo
aumentado debido a la presencia .b ausencia de dicha variante

genética comparado con un sujeto en el cual la variante
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genética no esta presente o esta ausénte.

92. El método tal y como se de’lscribe en la reivindicacién
90 o reivindicaciéon 91, caracterizado porque dicho agente
activo es seleccionado del grupo consistente de inhibidores de
acetilcolinesterasa, antagonistas del receptor de NMDA,
agonistas o moduladores del recept;.or activado del proliferador
de peroxisoma, anticuerpos, prote}linas de fusién, moléculas
terapéuticas de ARN, y combinaciones de los mismos.

93. En un método de tratamiento de un sujeto para la
enfermedad de Alzheimer administrér un agente activo contra la
enfermedad de Alzheimer a dicho'sujeUJ en una cantidad de
tratamiento efectiva; comprendiendo la mejora:

administrar dicho agente acti\_)o a dicho sujeto en una edad
mas temprana cuando dicho sujeto es el portador de una
variante genética del gen TOMMA40 asociado con un riesgo
aumentado de la enfermedad de .Alzheimer comparado con un
sujeto correspondiente que no es portador de dicha variante
genética,

en donde dicha variante g'enética del gen TOMMA40 se
encuentra en la localizacion genética de la Construccién 36.3
del NCBI seleccionado del grupo consistente de: 50,092,565,
50,092,587, 50,093,506, 50,093;,609, 50,094,317, 50,094,558,
50,094,716, 50,094,733, 50,094.,889, 50,095,252, 50,095,506,
50,095,698, 50,095,764, 50,096,271, 50,096,531, 50,096,647,

50,096,697, 50,096,812, 50,096,902, 50,097,361, 50,098,378,
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50,098,513, y 50,099,628.

94. El‘método tal y como se describe en la reivindicacién
93, caracterizado porque comprende ademés detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, o
E4/E4.

95. El meétodo tal y como se describe en la reivindicacidn
93, caracterizado porque comprende ademas detectar si dicho
sujeto es un sujeto Apo E3/E3 o E3/E4.

96. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 93 a la 95, car:acterizado porque dicho
agente activo es seleccionado del grupo consistente de
inhibidores de acetilcolinesterasa, anta:lgonistas del receptor de
NMDA, agonistas o moduladores del receptor activado del
proliferador de peroxisoma, anticuerpbs, proteinas de fusion,

moléculas terapéuticas de ARN, y. combinaciones de Ilos

mismos.
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Reivindicacion(es):

1. Un método para identificar una variante genética que
estd asociada con el desarrollo de un padecimiento de
interés, el cual comprende:

(a) determinar de las muestras bioldgicas que contienen el
ADN las secuencias de nucledtidos portadas por una
pluralidad de sujetos humanos individuales en un lugar
genético de interés, en donde dichos sujetos incluyen tanto
(I} sujetos afectados con el padecimiento de interés como
{ii) sujetos no afectados con el padecimiento de interés;

(b) realizar el andlisis de alineacidn de secuencias
multiples para identificar las variantes genéticas en dichos
lugares genéticos de las secuencias de nucledtidos
observadas en dicha pluralidad de sujetos;

(c) mapear dichas variantes genéticas para construir un
arbol filogenético de dichos sujetos, comprendiendo dicho
-arbol las ramas que identifican los cambios de variante
entre dichos sujetos y el mismo cistrén;

(d) examinar las variantes genéticas representadas como
ramas en dicho arbol y determinar la proporcién de sujetos
afectados y no afectados para identificar esos cambios que
conducen a una proporcién cambiada de sujetos afectados
a no afectados; y entonces

(e) identificar una variante genética en donde la proporcién
de sujetos afectados a sujetos no afectados es de por lo
menos 5% diferente de una a mas variantes adyacentes en
dicho érbol,

para identificar de esa manera una variante genética
asociada con el desarrollo de dicho padecimiento de
interés.

2. El método tal y como se describe en la reivindicacion 1,
caracterizado porque todos los sujetos portan el mismo
polimorfismo conocido para dicho padecimiento de interés.

3. El método tal y como se describe en la reivindicacion 1 o
reivindicaciéon 2, caracterizado porque el polimorfismo
conocido es un alelo de Apolipoproteina E.

4. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque el
lugar genético de interés se encuentra en el desequilibrio
del enlace con el polimorfismo conocido.

5. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizado porque el
lugar genético de interés se encuentra en el mismo
cromosoma y estd a menos de 10, 20, 30, 40, 6 50
kilobases lejos del polimorfismo conocido.

6. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 5, caracterizado porque dicho
lugar genético es el gen TOMM40.

7. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 6, caracterizado porque dicho
padecimiento de interés estd asociado con la disfuncidn
aumentada o disminuida de la mitocondria.

8. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque dicho
padecimiento de interés es una enfermedad
neurodegenerativa, una enfermedad metabdlica, una
enfermedad cardiovascular, una enfermedad psiquiatrica, o
cancer.

9. El método tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque el
padecimiento de interés es una enfermedad de la arteria
coronaria,
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IDENTIFICAR UN NODO EN DONDE LA PROPORCION
DE SUJETOS AFECTADOS: NO AFECTADOS PARA EL FENOTIPO DE
INTERES ES SUBSTANCIALMENTE DIFERENTE QUE LA
DEL NODO ANTERIOR, EL CUAL ES UN PUNTO
DE RAMIFICACION DE INTERES

FIG. 1
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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Indicacién que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa l:l Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT %MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisi6n 486/00, Circular Unica

]

rid

® O

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

ibujos de ser estos pertinehtes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa l___l Incompleta I:l

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 486/00)

L]
[]

L]
L]

Indicacidn que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio '

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incof"npleta D

o ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

0 O L

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta fa solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:l ' Incompleta l__—l
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