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ALISKIREN COMO UM AGENTE HIPERTENSIVO. A presente
invencdo refere-se a uma analise farmacogenética retrospectiva que
foi conduzida em uma tentativa de avaliar a associagao potencial entre
uma variagdo genética e o resultado de um estudo clinico de eficacia
de aliskiren como um agente anti-hipertensivo. Quarenta e cinco
polimorfismos foram examinados em doze genes do sistema de
reninaangiotensina-aldosterona (RAS) ou previamente implicados na
regulagéao da presséo arterial. Associagdes significativas foram vistas
entre um polimorfismo no gene da enzima de conversdo de
angiotensina (ACE), dois polimorfismos no gene do receptor de
angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2), e parametros clinicos da redugéo de
pressao arterial sistélica e diastélica média em repouso. Estes efeitos
nédo foram encontrados com tratamento com irbesartan e placebo, mas
ao invés disso foram especificos ao tratamento com aliskiren.

SNP_4769_ACE

Aliskiren Juntos
n=14
n=278

C=600mg |D=Irbesartan| E=Placebo
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "BIOMARCA-
DORES PARA A EFICACIA DE ALISKIREN COMO UM AGENTE HIPER-

TENSIVO".

Campo da Invencéo
A presente invengao refere-se geralmente ao teste analitico com

amostras de tecido in vitro, e mais particularmente aos aspectos de polimor-
fismos genéticos indicativos da eficacia de aliskiren como um agente anti-

hipertensivo.

Antecedentes da Invencéo
O sistema de angiotensina de renina (RAS) desempenha um

papel importante na regulagem da pressao sanguinea e no volume da ho-

. meostase. A renina é secretada pelos rins em resposta a diminui¢éo no vo-
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lume da circulacdo e da pressdo arterial, e divide o substrato angiotensiné-
geno para formar a angiotensina de decapeptideo inativo | (Ang I). A An‘g Ié
converﬁda para Ang Il de octapeptideo de enzima de conversdo ativa (ACE).
A Ang Il interage com receptores celulares induiindo a vasoconstri¢cdo e libe-
racdo de catecolaminas da medula ‘adrenal e extremidades do nervo preé-
junc.ionais. Ela: promove a secreg¢do de aldosterona e reabsor¢ado de sddio.
Além disso, a Ang |l inibe a liberagdo da renina, dessa maneira prové um:
feedback negativo para o sistema. Por conseguinte, a Ang |l atua em vérios
niveis (por exemplo vasculatura, sistema nervoso simpatico, cortex e medula
da glandula adrenal) para aumentar a resisténcia vascular e a pressdo arte-
rial. |

O sistema de angiotensina de renina (RAS) pode ser bloqueado
em varios niveis. Uma vez que os inibidores de renina bloqueiam o RAS em
um nivel mais alto que os inibidores do ACE e os antagonistas de Ang I,
eles tém um efeito diferente sobre os componentes de RAS. Apos a adminis-
tracdo de um inibidor de renina, a formagdo de ambas, Ang | e Ang 11, é blo-
queada. Enquanto que, depois da inibicdo da ACE, somente a formagao de
Ang Il é blogueada e os niveis de Ang | aumentam. A Ang | esta assim dis-
ponivel para ser convertida para Ang Il e outros peptideos de angiotensina

por outras vias tais.como o sistema de quimases.
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| O aliskiren (SPP100) é um agente' anti-hipertensivo nao- -
peptideo com um peso molecular baixo (609,8). Vide, Wood JM et al., Bio-
chem. Biophys. Res. Commun. 308(4):698-705 (5 de setembro de 2003). 0O
mecanismo de acédo é diferente do de outros anti-hipertensivos do mercado.
O aliskiren bloqueia o sistema de angiotensiha de renina (RAS) em sua eta-
pa'primeira e de variacao limitante. In vitro, o aliskiren é um inibidor potente
de renina humana (ICso = 0,6 nM). In vivo, o aliskiren administrado oralmente
(p.0.) ou intravenosamente (i.v.), em diversos estudos com ségi]is depleta-
dos por sédib, causou completa inibicdo da atividade de renina do plasma
(PRA), sustentando redugdes na pressao arterial média (MAP), e aumentos ,
significativos em Concentragé‘es de plasma de renina total e ativa. Em seres
humands, as concentracbes de plasma de aliskiren aumentam rapidamente
depois da administragdo, alcangando picos dos niveis em 3 a 5 horas. Am-
bas, Cmax € AUC, aumentam com a dose, mas nao de uma maneira linear. A
média de vida do aliskiren é aproximadamente 25 horas e sua biodisponibili-
dade é aproximadamente 2,7%. o
Abordagens médicas convencionais para diagnéstico e trata-
mento da doenga sao baseadas em dados clinicos somente, ou feitas em

conjunto com um teste de diagndstico. Tais praticas tradicionais muitas ve-

zes levam as escolhas terapéuticas que ndo séo ideais para a eficacia da

terapia do farmaco prescnto ou para minimizar a probabilidade de efeitos
colaterais para um sujeito individuo. Diagndsticos especificos de terapla
(a.k.a., terandsticos) em um campo de tecnologia média e_mergente, que
prové testes Uteis para diagnosticar uma doenga, escolhem o regime de tra-
tamento correto e monitoram a resposta de um suijeito. Isto é,. os terandsti-
cos sdo Uteis para predizer e acessar respostas de farmacos em sujeitos
individuais, isto é, medicina individualizada. Os testes de teranéstico sdo
também Uteis para selecionar-sujeitos para tratamentos que sao particular-
mente provaveis de se beneficiarem do tratamento, ou para prover uma indi-
cacéo precoce e objetiva da eficacia do tratamento em sujeitos individuais,
de modo que o tratamento pode ser alterado com um minimo de demora.

O progresso em farmacogenética, que estabelece correlagdes
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entre as respostas a farmacos especificos e o perfil genético de pacientes
individuais, é fundamental para o desenvolvimento de novas ébOrdagens
terandsticas. Como tal, ha uma necessidade na técnica para a avaliagdo de
variagbes paciente para pacienté em seqliéncia de genes e expressao de
genes. Uma forma comum de tracar um perfil genético conta com a identifi-
cacdo das variagbes da sequéncia do DNA chamadas polimorfismos de nu-
cleotideo simples ("SNPs"), que sdo um tipo de mutagado genética que con-
duz & variagéo de paciente para paciente na reposta do individuo ao farma-
co. Segue-se que ha uma necessidade na técnica para identificar e caracté-
rizar mutacdes genéticas, tais como os SNPs, que sdo lteis para identificar
os genétipos de sujeitos associados bom a receptividade do farmaco.
Sumério da Invencdo N

A presente invengdo prové uma resposta para a necessidade na

técnica. Associagbes significativas séo identificadas entre pol|morf|smos no
gene da enzima de conversdo de angiotensina (ACE), polimorfismos no ge-
ne do recéptor da angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2), e parametros clinicos
de diminui¢do da pressao arterial-sisfélica e diastodlica média em repouso em
seguida ao tratamento com aliskiren como um agente anti-hipertensivo. Es-
ses efeitos ndo sao encontrados no tratamento com irbesartan e com place-
bo, mas ao contrario sdo especificos do tratamento com aliskiren.

Dessa maneira, a invencao prové o uso de aliskiren na fabrica-
¢ao de um medicamento para o tratamento de hipertensao em uma popula-
¢éo de pacientes selecionada. A populagéo de pacientes a ser tratada é se-
lecionada com base nos polimorfismos genéticos em genes de biomarcador
presentes nos pacientes. Os genes de biomarcador séo 0 gene da enzima
de converséo de angiotensina (ACE) e o gene de receptor de angiotensina Il
do tipo 2 (AGTR2). Os polimorfismos genéticos sado indicativos da eficacia do
aliskiren para tratar a hipertensao.

A invencdo também prové um método de dlagnostlco para de-
termina’r a receptividade de um individuo com hipertensdo ao tratamento
com aliskiren, com base na identidade de um par de nucleotideos em um ou

mais locais genéticos polimorficos da invengao.
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A invengdo ainda prové um método terandstico para tratar a hi- -
pertensdo em um individuo. Um agente anti-hipertensivo € administrado para
o individuo, se o par de nucleotideos nos locais genéticos polimorficos da
invengado indicam que o individuo é sensivel ao tratamento com um agente
anti-hipertensivo. Em uma modalidade o age'nte anti-hipertensivo é aliskiren.
Urﬁa terapia alternativa é administrada para o individuo, se o par de nucleo-
tideos, nos locais genéticos polimérficos da invengdo, indicam que o indivi-
duo ndo é sensivel ao tratamento com um agente anti-hipertensivo:

A invencédo geralmente prové um método de redugao da pressio
arterial diastélica em ambulatério durante o dia (DADBP). Em um'a‘modal'i- _
dade especifica, a inve_ngéo'prové um método. terandstico de redugao da
pressao arterial diastdlica média em repouso (MSDBP).

Adicionalmente, a invengéao prové um a método de reducdo da
pressao arterial sistdlica em ambulatério durante do dia (DASBP). Em uma
modalidade especiﬁca, a invengdo prové um método teranostico de redugao
da pressao arterial sistélica média em repoUso (MSSBP). |

Além disso, a invencdo prové um método para a escolha de indi-
viduos para inclusdo em um teste clinico a fim de determinar a eficacia de

um agente anti-hipertensivo para o tratamento da hipertensdo. Um individuo

‘pode ser incluido no teste se o genétipo de individuo é indicativo de eficacia

do agente anti-hipertensivo para tratar a hipertensdo naquele individuo. O
individuo pode ser retirado da inclusdo nd teste se gendtipo do individuo ndo
é indicativo de eficacia do agente anti-hipertensivo para. tratar a hipertenséo
naquele individuo. | . |

A invencdo prové kits para a pratica dos meétodos da invéngéo. A
invencdo também prové uma maneira de usar o produto do gene da enzima
de conversio da angiotensina (ACE) e o produto do gene de receptor da
angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2) como alvos para descoberta de farmacos.

Breve Descricdo dos Desenhos .

A figura 1 é um conjunto de graficos de barra mostrando a rela-
cao de responder segregada pelo gendtipos de SNP_4769 para 0s trés gru-

pos tratados com aliskiren jUntos, o grupo de dose mais alta de aliskiren (600
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mg), o grupo de irbesartan e o grupo de placebo. Nas filas da parte inferior
da figura, a fila que fica em cima se refere ao alelo de CT e as de baixo se
referem ao alelo de TT.
Descricao Detalhada da Invencéio

Uma andlise farmacogenética retrospectiva foi conduzida em

uma tentativa de avaliar a associagéo potencial entre a variagao genética e o
resultado clinico em um teste clinico. No teste clinico, o aliskiren com 75,
150, ou 300 mg administrado uma vez por dia mostrou ser um agente anti-
hipertensivo eficaz em pacientes com hipertensdo benigna a modérada, re-
sultando na redugéao estatisticamente significativa da pressdo arterial sistoli-
ca de ambulatério durante o dia (D.ASBP). Todas as doses de tratamento
ativo foram estatisticamente superiores ao pl'acebo na reducdo da pressao
arterial diastélica média em repouSo (MSDBF) no ponto final do teste clinico
na populagéo qUe se pretende tratar (ITT), na 82 semana, e na populagao
por protocolo, no ponto final do teste clinico. Redugbes de MSDBP similares
foram cohseguidas com aliskiren 150 mg e'_irbesartan 150 mg. Vide 0 exem-
plo | abaixo.

Para a présséo arterial sistdlica média em repouso (MSSBP),
todas as doses de tratamento ativo foram estatisticamente superiores ao
placebo no fim do teste clinico. O Aliskiren de 300 e 600 mg foi estatistica-
mente superior ao placebo e ab irbesartan no ponto final do teste clinico.
Reducdes de MSSBP similares foram alcangadas com aliskiren de 150 mg e
irbesartan de 150 mg. O aliskiren de 300 e 600 mg produziu fedugées maio-
res. Vide o exemplo | abaixo.

Na analise farmacdgenética, quarenta e oito ‘polimorfismos foram .

examinados em doze genes do sistema de renina-angiotensina-aldosterona

~ (RAS) ou previamente implicados na regulagem da presséao arterial. Associ-

acdes significativas foram vistas entre um polimorfismo no gene da enzima
de conversdo da angiotensina (ACE) (SNP_4769, SEQ ID NO:1), dois poli-
mor,fisrﬁos no gene de receptor da angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2)
(SNP_1445, SEQ ID NO:2 e SNP_4795, SEQ ID NO:3), e parametros clini-
cos da média de diminuigdo da pressé&o arterial sistolica e diastolica. Esses
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efeitos nao foram encontrados no tratamento com irbesartan e placebo, ao -

contrario, eles foram especificos para o tratamento com aliskiren nessas a-

nalises.

A sequéncia de nucleotideos de SNP_4769 (SEQ ID NO:1) é

cOmo a segquir:

AGGACTTCCC AGCCTCCTCT TCCTGCTGCT CTGCTACGGG CACCCTCTGC

TGGTCCCCAG CCAGGAGGCA/Y CCCAACAGGT GACAGTCACC CATGGGACAA

GCAGCCAGGC AACAACCAGC AGCCAGACAA CCACCCACCA

O SNP_4769 é um SNP codificado que muda a sequéncia de

aminodcido de prolina para serina no cédon 32 na enzima de ACE.
A sequéncia dé nucleotideos de SNP_1445 (SEQ ID NO:2) é

como a seguir:
TGGAAACTTC
TTGGAGACAG
TCTCTGGAAA
TTGAAGGCTC
CTGGTGCTAT
AAAGCATTCT
TAATTTACTT

ATGAACTTCT

AATTATTTAG
AGCTGATTTA
GTGGAATTTA
AATCTTTAGA
ATATTACACT
TAAAGTAAAT
TTTTTTTGGT
CAACACTGTA

O SNP_1445 é um regido n&o traduzida de AGTR2 mRNA (vide

a tabela 2B).

A sequéncia de nucleotideos de SNP_4795 (SEQ ID NO:3) é

cOmo a seguir:

ATTTTTTTTG
TGAGAATTTC
GCTGGCAAGG
CCAGTGGACA
TACGTCCCAG

GCAGCCTGAA

GGAAAGTAGA
GTTTTTCCTG
CTGCTGTTTC
TGATAACTGC
TTATTGATTC
GCAAAATAAA
TTTAATTGGG
AGTGTTTCCT
TTTAAAATAA

ACGTTTGAGA

TTTGAGATTT
AGATTAATGT
GTTCATAAGT
GACCAAACAT
CGTCTGAGAG
TTTTGAAGGT
ACATACATTA
TGTTTTAACA
TCTTACAGGA
TTTAAACTTC
TTTTATGTTA
AGTTTTGCTC
TAGCTTATTT
TTGTATGCTT
TGCTTCTAGT
GCAACGGCTA

ATTTGAATGA
TTTGCAGACA
CAGCCCTAGA
ATAAGAAGGA
AACGAGTAAG
AAGTATGAAC
AATGAAAATA
CTGTATTTTG
GTGTGTTTAG
AACAACCAGT
ATTTGTTAGG
TTTATTAGGA
GCATGTATTT
ATCTTTAGCT
GAAAAAAATC
 TTCAGTTCGG

GCTGTTATGA
AAAAAAAACC
ATTATGTAGG
AACCAGAGAT
CACAGAATTC
AATTTATATA
TTTTTTATGG
CAAAACTCCT/R
GCACTAAGCA
AAGTCTTCAA

'TCAAAAGAAA

GGTTCTTTAG
TGAAACTATC
AATGTGTTTT
ACAAAAACCT
TTAAACCGAA
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ccaacacaaa
tgctactgcc
cacttaccta
cccaaaggaa
ttctgtacca
ctgaaacttg
catcagtttc

tactactaag

agcacagcag
attaaccaca
cctggtacac
caagaatttc
gatcccaagg
caaaagaacc
tatcaataac

gctgtttata

ttgagaactg
ttgtcctgga
tgctactaca
cctgtctgga
atacacatgc
catcaagcat

ctcacaatgc

‘gccaatgaaa

ggaaagcatc
tgcccaagag
actgacatct
accaacagaa
ttagcttact
tccattcccce
cacacagagg

tcatacacag

gcactacaac
cttaagagcc
gagaaagcca
ttgtcactat/R
attactacca
agcacaaatt
aatagacaga

tcttcacca

O SNP_4795 esta na regiao genémica de AGTR2 (vide a ‘tabel.a
2B).

E para ser apreciado que certos aspectos, modos, modalidades,
variagOes e caracteristicas da invengéo estdo descritos abaixo em vérios
niveis de detalhes a fim de prover uma compreenséo substancial da inven-
cdo. Em geral, tal descrigdo prové novos usos de variagoes de p_olinucl'eotl'-
deos, SNPs, uteis no diagnostido e tratamento de sujeitos com necessidade
dos mesnﬁos. Dessa maneira, os varios aspectos da presente invengao rela-
cio'nvam a codificagao de polinucleotideos as variagoes de polinucleotideos
da invengao nos gene's de ACE e AGTR2. Os varios aspectos da presente
invengdo ainda relacionam os métodos de diagndstico / terandstico e kits;‘
que usam as variagdes de polinucleotideos da invencao, para identificar in-
dividuos predispostos & doenga ou para classificar individuos em relagao a
sensibilidade ao farmaco, efeitos colaterais, ou dose ideal de farmaco. Em
outros aspectos, a invengao prové métodos para a validagdo do composto e
um sistema de computador para armazenar e analisar os dados relaciona-
dos as variagdes de polinucleotideos da invengdo. Dessa maneira, a seguir
se encontram véarias modalidades em particular que ilustram esses aspectos.

Definicbes. As definigbes de certos termos, como usado nesta
especificagdo, sdo fornecidas abaixo. Definigbes de outros termos podem
ser encontradas no glossario fornecido pelo Departamento de Energia, A-
géncia de Ciéncias e Projeto de Genoma Humano dos Estados Unidos da
América: _
<http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/glossary/>. Uma  defi-
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nicdo médica é fornecida por Chobanian et al., "JNC-7 — Complete Version"
Hipertensdo 42: 1206-1252 (2003). A definicdo da American Heart Associati-
on de . hipertensdo pode ser encontrada no website

<http://www.americanheart.org/presenter. ihtmvl'?identifier=4623>. Todas es- |

sas referéncias estdo aqui incorporadas por referéncia.

Como usado aqun o termo "alelo” significa uma forma em parti-
cular de uma seqliéncia de DNA ou gene em um lécus cromossomal especi-
fico. ’

Como usado aqui, o termo "anticorpo” inclui, mas néo é limitado
a anticorpos policlo‘nais, anticorpos monoclonais, anticorpos humanizados ou .
quimericos e fragmentos de 'énticorpos biologicamente funcionais para liga-
cao de fragmento de anticorpo a proteina.

Como' usado aqui, o termo "resposta clinica" significa qualquer

uma ou todas as seguintes: uma medida quantitativa da resposta, nenhuma -

- resposta, e resposta adversa (isto é, efeitos colaterais).

Como usado aqui, o termo "teste clinico” significa qualquer éétu-
do de pesquisa projetado para coletar dados clinicos sobre respostas a um
tratamento em particular, e inclui mas n&o esta limitado a fase |, fase Il e fa-
se Il dos testes clinicos. Métodos padréo sdo usados para definir a popula-

¢do de pacientes e para inscrever sujeitos.

Como usado aqui, o termo "quantidade eficaz" de um composto

€ uma quantidade suficiente para conseguir o efeito terapeutlco e / ou profi-

latico desejado, por exemplb, uma quantidade que resulta na prevencéo ou
diminuicdo nos sintomas associados a hipertensdo. Em uma modalidade

preferida, o composto é aliskiren.
A quantidade de composto administrada para o sujei'to vai de-

pender do tipo e gravidade da doenca e das caracteristicas do individuo, tais

como saude em geral, idade, sexo, peso corporal e tolerancia aos farmacos.
Vai também depender do grau, gravidade e tipo de doenga. Um especialista
versado sera capaz de determinar as dosagens apropriadas dependendo
desses e de outros fatores. Tipicamente, uma quantidade eficaz dos-com-

postos da presente invengéd, suficiente para conseguir um efeito terapéutico
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ou Aprofilético, varia de cerca de 0,000001 mg por kilograma de peso corporal
por dia a cerca de 10,000 mg por kilograma de peso. corporal por dia. Prefe-
rivelmente, as variagdes de dosagem sdo de cerca de 0,0001 mg por kilo-
gréma de peso corporal por dia a cerca de 100 mg por kilograma de peso

corporal por dia. Os compostos da presente invengcdo podem também ser

“administrados em combinagdo um com o outro, ou com um ou mais compos-

tos terapéuticos adicionais. Em uma modalidade preferida, a quantidade efi-
caz é aliskiren a 75, 150, ou 300 mg administrado uma vez diariamente.

Como usado aqui, "expressao" inclui mas nao esta limitado a um
ou mais dos seguintes: transcricdo do gene no mRNA precursor; jungdo ou
outro processamento do mRNA precursor para produzir mRNA maduro; es-

~ tabilidade de mRNA; tradugdo de mRNA maduro em proteina (incluindo uso

de cdédon e disponibilidade de tRNA); e glicosilagdo e / ou outras modifica_-
gc”)es' do produto de tradugéo, se exigido para expressao e fungao aprdprié- .
das. ’

Como usado aqui, o termo "gene" significa um segmento do
DNA que contém todas as informagdes para a biossintese regulada de um
produto de RNA, incluindo promoteres, exons, introns, e ou regides nao tra-
duzidas que controlam a expressdo.

Como usado aqui, o termo "genétipo" uma seqiéncia de 5’ a 3’
pares de nucleotideos encontrados em um ou mais locais polimérficos em
um local sobre um par de cromossomas homaélogos em um individuo. Como
usado aqui, gendtipo inclui um genéﬁpo todo e / ou um subgendtipo.

Como usado aqui, o termo "locus" significa um local sobre Um
cromossoma ou molécula de DNA correspondente a um‘ gene ou uma carac- .
teristica fisica ou fenotipica. |

Como usado aqui, o termo "agente de mbdulagéo_de ACE" ou
"agente de modulagdo de AGTR2" é qualquer composto que altera' (por e-
xemplo, aumenta ou diminui) o nivel de expressao ou nivel de atividade bio-
l6gica do polipeptideo de ACE ou polipetideo de AGTR2, respectivamente,
em comparacio ao nivel de expressdo ou nivel de atividade bioldgica de
polipeptideos na auséncia do agente de modulagé@o. O agente de modulagao
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pode ser uma molécula pequena, um polipeptideo, carbohidrato, lipideo, nu-
cleotideo, ou combinagdo dos mesmos. O agente de modulagéo pode ser
um composto organico ou um composto inorganico.

Como usado-aqui, o termo "mutante” significa qualquer variagao
herdavel tipo selvagem que é o resultado de uma mutacdo, por exemplo,
polimorfismo de nucleotideo unico. O termo "mutante” é usado intercambi-
almente com os termos "marcador”, "biomarcador’, e "alvo" no decorrer dé
toda a especificagao.

Como usado aqui, o termo "condigdo medica" inclui, mas ndo
esta limitado a, qualquer condicdo ou doenga manifestada como um ou mais
sintomas fisicos e / ou psicolégicos para os quais o tratamento é desejavel, e
inclui doengas previamente ou recentemente identificadas e outros distur-
bios. Em uma modalidade preferida, a condicdo médica é hipertensao.

Como usado aqui, o termo "par de nucleotideos" significa os nu- -
cleotideos encontrados em um local polimérfico nas duas cdpias de um cro-
mossoma de um individuo. -

Como usado aqui, 0 termo "local polimérfico" sigifica uma posi-
cao dentrb de um locus em que pelo menos duas sequéncias alternativas

sdo encontradas em uma populagéo, a mais freqiiente das quais tem uma

freqiiéncia de ndo mais do que 99%.

Como usado aqui, o termo "polimorfismo" significa qualquer va-
riante de sequéncia presente a uma frequéncia de >1% em 'uma poptjlag:éo.
A variante de seqliéncia pode estar presente a uma freqUénc_ia significativa-
mente maior do que 1% tal como 5% ou 10 % ou mais. Além disso, o termo
pode ser usado para se referir a Variagéo de seqléncia observada em um
individuo em um local polimérfico. Polimorfismos incluem substitUigées, |n
sercgoes, delecdes e microssatélites de nucleotideos e podem, mas n&o ne-
cessitam, resulitar em diferencas detectaveis em expressao de gene ou fun-
cdo de proteina. |

Como usado aqui, o termo "polinucleotideo" significa qualquer
RNA ou DNA, que pode ser RNA ou DNA modificado ou ndo modificado.

Polinucleotideos incluem, sem limitagdo, DNA de simples- e duplo-
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filamentado, DNA que é uma mistura de regides simples- e duplo- filamenta-
da, RNA de simples- e duplo-filamentado, RNA que € uma mistura de regi-
des simples- e duplo- filamentadas, e moléculas hibridas que compreendem
DNA e RNA que podem ser de filamento Gnico ou, mais tipicamente, de fila-
mento duplo ou uma mistura de regides de filamento simples e duplo. Em
adicao, polinucleotideo refere-se as regides triplo—filamentadas compreen-
dendo RNA ou DNA ou ambos, RNA e DNA. O termo polinucleotideo tam-
bém inclui DNAs ou RNAs que contém um ou mais bases modificadas, e
DNAs ou RNAs com as estruturas principais modificadas por estabilidade du
por outras razdes. '

Como usado aqui, o termo "polipeptideo” significa qualguer poli-

~ peptideo compreendendo dois ou mais aminoacidos ligados um ao outro por

ligacdes de peptideos ou modificados por ligagdes de peptideos, isto é, pep-
tideo isdsteres. Polipeptideo refere-se as cadeias curtas, comumente referi-
das como peptideos, glicopeptideos ou oligbmeros, e as cadeias mais lon-

gas, geralmente referidas como proteinas. Os polipeptideos podem conter

: arhinoécidos além de 20 aminoéacidos de gene codificado. Os polipeptideos

incluem sequéncias de aminoacidos modificados por processos naturais, tal
como o processamento pds-translacional, ou por técnicas de modificagao
quimica que sd&o bem conhecidas na técnica. Tais modificagbes sao bem
descritas em textos basicos e ém monografias mais detalhadas, como tam-
bém em uma volumosa literatura de pesquisa. |

Como usado aqui, 0 termo "acido nucléico de SNP* significa

uma seqiiéncia de &cido nucléico, que compreende um nucleotideo que €

variavel dentro uma sequéncia de nucleotideos de outra maneira idéntica .

entre individuos ou grupos de individuos, dessa maneira existindo como ale-
los. Tais acido nucléicos de SNP tém preferivelmente cerca de 15 a cerca de
500 nucleotideos de comprimento. Os acidos nucleicos de SNP podem ser
parte de um cromossoma, ou eles podem ser uma copia exata de uma parte
de um bromossoma', por exemplo, pela amplificagao de tal parte de um cro-
mossoma através da PCR ou através de clonagem. Os acidos nucléicos de

SNP s&o referidos doravante simplesmente como "SNPs". Um SNP é a ocor-
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réncia de variabilidade de nucleotideo em uma posi¢ao unica no genoma, no
qual duas bases alternativas ocorrem com apreciavel freqﬂénéia (isto é,
>1%) na populagdo humana. Um SNP pode ocorrer dentro de um gene ou
dentro de regibes intergénicas do genoma. As sondas de SNP, de acordo
com a invengdo, sao oligonucleotideos que complementares para um acido
nucléico de SNP. ’

‘Como usado aqui, o termo "sujeito" significa, preferivelmente,
que o sujeito € um mamifero, tal como um ser humano, mas pode também
ser um animal, por exemplo, animais domésticos (por exemplo, cachorros,
gatos e os similares), animais da fazenda (por exemplo, vacas, carneiros,
porcos, cavalos e os similares) e anirhais de laboratdrio (por exemplo, maca-
co (por exemplo, macacos cimoélogos, ratos','camundongos, porquinhos da
india e os similares).

Como usado aqui, a administragdo de um agente ou farmaco
para ufn sujeito ou paciente inclui auto-administragdo e a administragao por
outros. Deve também ser apreciado que os varios modos de tratamen{o ou
préyengéo de condigdes médicas como descrito pretendem significar "subs-
tancial", que inclui total mas também menos do que tratamento ou preven-
cdo total, e que em alguns resultados biologicamente ou medicamente releQ
vantes sao conseguidos. _ }

 Identificagdo e Carécterizagéo de Variagdo de Sequéncia de
Gene. Devido a sua natureza prevalescente e muito difundida, os SNPs tém
o potencial para serem ferramentas importantes para localizar genes que
estdo envolvidos em condi¢des de doenga humana. Vide por exemplo, Wang
et al., Science 280: 1077-1082 (1998). Esta cada vez mais claro que o risco
de desenvolver muitos disturbios comuns, e 0 metabolismo de medicagoes
usadas para tratar essas condi¢bes, sdo substancialmente influenciados pe-
las variagdes gendmicas subjacentes, embora os efeitos de quanUer uma
variante possa ser pequeno.

" Diz-se que um SNP é "alélico" no que, devido a existéncia do
polimorfismo, alguns membros de uma espécie podem ter uma seqiéncia

imutavel (isto €, o alelo original) muito embora outros membros possam ter
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uma sequéncia mutante (isto &, o alelo mutante ou variante).

Uma associacdo entre um SNP e um fendtipo em particular ndo
necessariamente indica ou exige que o SNP seja o causador do fenétipo.
Em vez disso, a associagcdo pode meramente ser devido a proximidade do
genoma entre um SNP e aqueles fatores ge'néticos realmente responsaveis
por um dado fendtipo, de tal modo que o SNP e os ditos fatores genéticos
sdo ligados de perto. Isto é, um SNP pode estar em desequilibrio de ligagéo
("LD") com a "verdadeira" variante funcional. O LD (a.k.a., associagao aléli-
ca) existe quando os alelos em dois locais distintos do genoma sao mais
elevadamente associados do que esperado. Dessa maneira, um SNP pode .
servir como um. marcador qUe tem valor em virtude de sua proximidade a
uma mufagéo que provoca um fenétipo em particulér.

Ao descrever os locais polimorficos da invengéo, é feito referén-
cia ao filamento sentido do gene por conveniéncia. Como reconhecido'pela :
pessoa versada, entretanto, as moléculas de acido nucléico contendo o gene
podem ser moléculas de filamento duplo complementar e, portanto, a réfe-
réncia a um local em particular no filamento sentido refere-se também ao
local correspondente no lugar do filamento antisentido complementar. Isto é,

a referéncia pode ser feita ao mesmo local polimérfico em qualquer filamen-

‘to, e um oligonucleotideo pode ser designado para hibridizar especificamen-

te qualquer filamento em uma regiéo alvo contendo o local polimérfico. Des-
sa maneira, a invengao também inclui polinucleotideos de filamento éimples
que sao complementares ao filamento sentido das variantes genémica_s des-
critas aqui. | '

Identificagdo e Caracterizacdo de SNPs. Muitas téchicas diferen-
tes podem ser usadas para identificar e caracterizar os SNPs, incluindo ana-
lise de polimorfismo de conformacéo de filamento simples (SSCP), andlise
heteroduplex pela desnaturacao da cromatografia liquida de alto desempe-
nho (DHPLC) e os métodos computacionais e sequencial do DNA diretos.
Shi et al., Clin. Chem. 47:164-172 (2001). Exite uma riqueza de informacgdes

sequenciais em bancos de dados publicos.
Os métodos mais comuns de tipificacdo de SNP atualmente in-



10

15

20

25

30

14

cluém hibridizagao, estensao do iniciador e métodos de clivagem. Cada um
desses métodos deve ser conectado a um sistema de detecgdo apropriado.
As tecnologias de detecgao incluem polarizacado fluorescente (Chan et al.,
Genome Res. 9:492-499 (1999)), detecgdo luminométrica de liberagao de
pirofosfato (piroseqlenciamento) (Ahmadiian et al., Anal. Biochem. 280:103-
10| (2000)), ensaios de clivagem com base em transferéncia de energia de
ressonancia dé fluorescéncia (FRET), DHPLC, e espectrometria de massa
(Shi, Clin. Chem. 47:164-172 (2001); Patente N U.S. 6.300.076 B1). Outros
métodos de detectar é caracterizar os SNPs sdo aqueles descritos nas Pa-
tentes U.S. N®6.297.018 e 6.300.063.

Os polimorfismos podem também ser detectados usando produ-

tos comercialmente disponiveis, tais como a tecnologia de INVADER® (dis-

ponivel de Third Wave Technologies Inc. Madison, Wisconsin, USA). Nesse

ensaio, um oligonucleotideo "invasor" a montante especifico, e uma sonda a
jusante parcialmente em superposic¢éo, juntos, formam uma estrutura espe-
cifica quahdo ligados a um modelo de DNA complementar. Essa estrutura é

~ reconhecida e cortada em um local especifico pela enzima Cleavase, resul-

tando na liberagdo da aba de 5’ do oligonucleotideo da sonda. Esse frag-
mento, depois, serve como o .oligonuclebtideo "invasor" com respeito aos
alvos secundarios sintéticos e sondas de sinal fluorescentemente rotuladas
secundériaé contidas na mistura de reagéo. Vide também, Ryan D et al., Mo-
lecular Diagnosis 4(2): 135-144 (1 999) e Lyamichev V et al., Nature Biotech-
nology 17: 292-296 (1999), vide também Patentes U.S. N 5.846.717 e
6.001.567. .

A identidade dos polimorfismos pode também ser determinada
usando uma técnica de deteccao de combinagao inadequada, mas nao limi-
tada, ao método de protecdo de RNase usando ribossondas (Winter et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:7575 (1985); Meyers et al., Science 230:1242
(1985)) e proteinas que reconhecem o nucleotideo de combinagdes inade-
quadas; tal como a proteina E. coli mutS (Modrich P, Ann Rev Genet 25:229-
253 (1991)). Alternativamente, os alelos variantes podem ser identificados
por analise de polimorfismo de conformagado de filamento simples (SSCP)
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(Orita et al., Genomics 5:874-879 (1989); Humphries et al., em Molecular
Diagnosis of Genetic Diseases, Elles R, ed., pp. 321-340 (‘1 996)) ou desnatu-
rando a electroforese de gel gradiente (DGGE) (Wartell et al., Nucl. Acids.

Res. 18:2699-2706 (1990); Sheffield et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA |
86:232-236 (1989)). Um método extensao de iniciador mediado por polime-
rase pode também ser usado para identificar os polimorfismos. Diversos
desses tais métodos tém sido descritos na patente e literatura cientifica e
incluem o método de Genetic Bit Analysis (WO 92/15712) e a andlise de bit
genético mediado por ligase / polimerase (Patente U.S. N® 5.679.524). Mé-
todos relacionados sdo descritos em WO 91/02087, WO 90/09455, WO |
95/17676, e nas Patentes U.S. N® 5.302.509 e 5.945.283. Iniciadores de
extenséo contendo um polimorfismo podem ser detectados por espectromeQ
tria de massa como descrito na Patente U.S. N2 5.605.798. Outro método de
extensao de iniciador é PCR alelo-especifico (Ruafio et al., Nucl. Acids. Res.

17:8392 (1989); Ruafio et al., Nucl. Acids. Res. 19: 6877-6882 (1991); WO

93/22456; Turki et al., J. Clin. Invest. 95:1635-1641 (1995)). Além disso, 0s
locais polimérficos multiplos podem ser investigados por simultaneamente
amplificar regices multiplas do acido nucléico usando conjuntos de iniciado-
res alelo- especificos como descrito do pedido de patente PCT publicado em

WO 89/10414. |
Haplotipificacdo e Genotipificagdo de Oligonucleotideos. A in-

vengao prové métodos e composigdes para haplotipificacéo e / ou genotipifi-

cacao do gene em um individuo. Cdmo usado aqui, 0s te'rm_os "gendtipo” e
"haplétipo” significam o gendtipo ou haplétipo que contém o par de nucleoti-
deos ou nucleotideo, respectivamente, que esta presente em um ou mais
dos novos locais polimérficos descritos aqui e podem opcionalmente tam-
bém incluir o par de nucleotideos ou nucleotideo presentes em um ou mais
locais polimérficos adicionais no gene. Os locais polimorficos adicionais po-
dem ser locais polimérficos, correntemente conhecidos, ou locais que sao
subsequientemente descobertos. '

As composi¢des da invengdo contém sondas e iniciadores de

oligonucleotideo projetadas para especificamente hibridizar uma ou mais
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regidbes alvo que contém, ou que sdo adjacentes a um local polimorfico.
Composicbes de oligonucleotideos da invengéo sao uteis nos métodos para
genotipificacdo e / ou haplotipificagdo de um gene em um individuo. Os me-
todos € composigoes para estabelecer o gendtipo ou haplétipo de um indivi-
duo, nos novos lugares polimérficos descritos aqui, sdo Uteis para estudar o
eféito dos polimorfismos na etiologia das doengas afetadas pela expresséo e
funcdo da protél’na, estudar a eficacia de farmacos direcionados, predizendo
a susceptibilidade do individuo &s doengas afetadas pela expressao e fun-
¢ao da proteina, e predizendd a responsividade do individuo aos farmacos
direcionados para o produto de gene.

Oligonucleotideos de génotipificagéo da invengdo podem ser

~ imobilizados ou sintetizados em uma superficie sélida tal como um micro-

Chip, conta, ou -slide de vidro. Vide, por exemplo, WO 98/20020 e
WO 98/20019. |
Oligonucleotideos de genotipificagdo podem hibridizar para uma

regido alvo localizada em um ou em diversos nucleotideos, a jusante de um

- dos locais polimérfico novos identificados aqui. Tais oligonucleotideos séo

Uteis nos métodos de extensdo de iniciador mediado por polimerase para
detectar um dos novos polimorfismos descritos aqui e, portanto, tais oligonué
cleotideos de genotipificagao sao referidos aqui como "oligonucleotideos de
extens&o de iniciador". | ‘

Meétodo da Invengdo de Genotipificagdo Direta. Um métbdo de
genotipificagdo da invengéo pode envolver o isolamento, a partir de um indi-
viduo, de uma mistura de acido nucléico _compreendendo as duas copias de
um gene de interesse, ou fragmento do mesmo, e determinagao da identida-
de do par de nucleotideos em um ou mais locais polimérficos nas duas c6-
pias. Como sera prontamente compreendido pela pessoa versada, as duas
"copias" de um gene em um individuo podem ser o mesmo alelo ou podem
ser alelos diferentes. Em uma modalidade particularmente preferida, o méto-
do de genotipificagéo compreende a determinagdo da identidade do par de
nucleotideos em cada local polimérfico. Tipicamente, a mistura de acido nu-

cléico é isolada a partir de uma amostra bioldgica tirada do individuo, tal co-
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mo uma amostra de sangue ou amostra de tecido. Amostras de tecido apro- -
priadas incluem o sangue todo, semen, saliva, lagrimas, urina, material fecal,
suor, esfregagos bucais, pele e cabelo.

No exemplo abaixo, os conjuntos de sondas de ensaio de poli-
morfismos de nucleotideo simples (SNP) pafa ensaio de genotipificagao fo-
ram gerados para a plataforma de ABI's Assays-by-Design®. Livak KJ, Mar-
maro J & Todd JA, Nature Genetics 9: 341-2 (1995). A identificagdo do geno-
tipo foi executada em 10 ng de DNA gendémico de acordo com as instrugdes
do fabricante. |

Meétodo da Invencdo de Haplotipificacdo Direta. Um método de
haplotipificagéo da invencgao bode incluir o isolamento, a partir de um indivi-
duo, de .uma molécula de acido nucléico contendo somente uma das duaS
copias de um gene de interesse, ou de um fragmento do mesmo; e determi-
nacdo da identidade do nucleotideo em um ou mais locais polimérficos.na--

-quela cépia. Os métodos de haplotipificagcdo incluem, por exemplo, a tecno-

logia de CLASPER System® (Patente U.S. N2 5.866.404) ou PCR de alelo-
especifico a longo prazo (Michalotos-Beloin et al., Nucl. Acids. Res. 24:
4841-4843 (1996)). O acido nucléico pode ser isolado usando qualquer mé-
todo capaz de separar as duas copias do gene ou fragmento. Como sera’

‘prontamente apreciado por aqueles versados na técnica, qualquer clone de

individuo sé fornecera informacdes de haplétipo em uma das duas copias de
gene presentes em um individuo. Em uma modalidade, um par de haplétipos
é determinado para um individuo identificando a seq_t'léncia de fases de nu-
cleotideos em um ou mais lugares polimérficos, em cada copia do gene que
esta presente no individuo. Em uma modalidade preferida, o método de ha-
plotipificagdo compreende a identificagdo da seqliéncia de fase de nucleotf—
deos em cada local polimérfico, em cada cépia do gene. |

Em ambos os métodos de genotipificagdo e haplotipificacao, a
identidade de um nucleotideo (bu par de nucleotideos) em um local polimor-
fico pode ser determinada ampliando as regides alvo que contém os locais
polimérficos, diretamente a partir de uma ou de ambas as copias do gene,

ou fragmentos do mesmo, e sequenciando as regides ampliadas pelos me-
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todos convencionais. O genétipo ou haplétipo para o gene de um individuo
pode também ser determinado pela hibridizagao de uma amostfa nucléica
contendo um ou ambas as cépias do gene para os conjuntos ou subconjun-
tos de 4cido nucléico tal como descrito em 95/11995.

Método de Genotipificagdo Indireta usando Locais Polimorficos
enlv Desequilibrio de Ligagdo com um Polimorfismo de Alvo. Adicionalmente,
a identidade dos alelos presentes em qualquer local polimérfico novo da in-
vengdo pode ser indiretamente determinada genotipificando outros locais
polimorficos em desequilibrio de ligagdo com aqueles locais de interesse.
Como descrito acima, dois locais sdo ditos em desequilibrio de ligagédo se a

presenga de uma variante em particular em um local € indicativa da presen-

- ¢a de outra variante em um segundo local. Stevens JC, Mol. Diag. 4. 309-

317 (1999). Locais polimérficos em desequil_l’brio de ligacdo com os locais
polimoérficos da invengdo podem estar localizados em regides do mesmo

gene ou em outras regides genémicas.
Ampilificando uma Regido de Gene Alvo. Tas regi6es alvo pode

- ser amplificadas usando qualquer método de amplificagdo dirigido para o
oligonucleotideo, incluindo mas nao limitado & reagado em cadeia de polime- .
rase (PCR). (Patente U.S. N2 4.965.188), reagdo em cadeia de ligase (LCR)

(Barany et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193 (1991); pedido de pa-
tente PCT publicado em WO 90/01069), e ensaio de ligagdo de oligonucleo-
tideo (OLA) (Landegren et al., Science 241: 1077-1080 (1988)). Oligonucleo-
tideos uteis como iniciadores, ou sondas em que tais métodos devem espe-
cificamente hibridizar para uma regiao do acido nucléico que contem ou. e
adjacente ao local polimorfico. Tipicamente, os oligonuéleotideos tém entre
10 e 35 nucleotideos de comprimento e preferiveimente, entre 15 e 30 nu-
cleotideos de comprimento. Mais preferivelmente, os oligonucleotideos tém
20 a 25 nucleotideos de comprimento. O comprimento exato do oligc_jnucleo-
tideo dependera de muitos fatores que sao rotineiramente considerados e
praticados pela pessoa versada.

Outros procedimentos de amplificagao de acido nucléico conhe-

cidos podem ser usados para amplificar a regido -alvo, incluindo sistemas de
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amplificacdo a base de transcricao (Patente U.S. N® 5.130.238; EP 329.822;
Patente U.S. N° 5.169.766, pedido de patente PCT publicado em ‘WO .
89/06700) e métodos isotérmicos (Walker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA ‘
89:392-396 (1992)). _
Hibridizando o O/igonuc/eot/’deb Especifico de Alelo para um
Gene Alvo. Um polimorfismo na regido alvo pode ser ensaiado antes ou de-
pois da amplificagcdo usando um ou diversos métodos a base de hibridizagao
conhecidos na técnica. Tipicamente, os oligonucleotideos especificos de
alelo sao utilizados no desempenho de tais métodos. Os oIigOnu¢Ieotfdeos
especificos de alelo podem ser usados como pares de sondas rotulados di-
ferentemente, com um membro do par mostrando uma combinagdo perfeita
com uma variante ou uma sequéncia alvo e o outro membro mostrando umé
combinacéo perfeita com uma variante diferente. Em algumas modalidades, -
mais de um local polimorfico pode ser detectado de uma vez usando um
conjunto de oligonucleotideos especificos de alelo ou pares de oligonucleo- |
tideo. Preferivelmente, os membros do conjUnto tém temperaturas de'fu.séo
dentro de 5°C, e mais preferivelmente dentro de 2°C, de cada um quando
hibridizando para cada um dos locais polimorficos que estao sendo detecta-

dos. ,
A hibridizagao de um oligonucleotideo especifico de alelo, para

um polinucleotideo alvo, pode ser desempenhada com ambas as entidades

na solugao, ou tal‘ hibridiza¢ao pode ser d_esempenhada quando tanto o oli-
gonucleotideo ou o polinucleotideo alvo é covalentemente ou n&o covalen-
temente anexado como um supone sélido. O acoplamento pode ser media-
do, por exemplo, por interacées de antigenos de anticorpo, poli-L-Lys, es-
treptavidin ou avidin-biotin, pontes de sal, interages hidrofébicas, ligagOes
quimicas, ligagdo cruzada de UV, cozimento etc. O oligonucleotideo especi-
fico de alelo pode ser sintetizado diretamente sobre o suporte sélido ou aco-
plado ao suporte soélido subsequente a sintese. Suportes sélidos apropriados
para uso em métodos de d‘etecgéo da invengao incluem substratos feitos de
silicone, vidro, plastico, papel e os similares, que podem ser formados, por
exemplo, dentro de cavidades (como em 96 cavidades), slides, folhas, mem-
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bra‘nas, fibras, chips, pratos e contas. O suporte solido pode ser tratado, re-
vestido ou derivatisado para facilitar a imobilizagdo do oligonucleotideo es-
pecifico de alelo ou o acido nucléico alvo.

| Determinagéo de Geho’tipos e Haplétipos da Populagdo e a Cor-
relagdo dos Mesmos com um Trago. A invengao prové um método para de-
ter‘minar a frequiéncia de um gendtipo ou haplétipo na populacdo. O método
compreende determinar o genétipo ou o hapldtipo para um gene presente
em cada membro da populagdo, em que o gendtipo ou haplétipo compreen-
de o par de nucleotideos ou nucleotideo detectado em um ou mais dos lo-
cais polimérficos no gene, e calcular a frequéncia em que o gendtipo ou ha-

plétipo é encontrado na populagao. A populagéo pode ser uma populagéo de

- referéncia, uma populagéo de familia, uma populagdo do mesmo sexo, um

grupo da populacdo, ou uma populagdo trago (por exemplo, um grupo de
individuos exibindo um trago de interesse tal como uma condigdo medica ou
resposta a um tratamento terapéutico). '
~ Em um outro aspecto da invencéo, os dados de freqliéncia para
gehc’)tipos e / ou haplétipos encontrédos em uma populacao de referéncia
séo-usados em um método para identificar uma associagao entre um trago e
um gendtipo ou um haplétipo. O trago pode ser qualquer fenotipo detectavel,
incluindo mas nao limitado a susceptibilidade a uma doenca ou resposta 'a
um tratamento. O método envolve obter os dados sobre a freqiiéncia dos
gendtipos ou haplétipos de interesse em uma populagdo de referéncia e
comparar os dados com a freqiéncia dos gendtipos ou haplétipos em uma
populagao que exibe o trago. Os dados da frequiéncia para uma ou ambas as
populagdes de trago e de refe'réncia podem ser obtidos genoctipificando ou
haplotipificando cada individuo das populagdes usando um dos métodos
descritos acima. Os hapldtipos para a populagao trago podem ser determi-
nados diretamente ou, alternativamente, por um gendtipo previsivelv para a
abordagem de haplétipo descrita acima.
| Os dados da frequéncia para as populagbes de traco ou de refe-
réncia sao obtidos acessando dados de frequiéncia determinados previamen-
te, que podem ser em forma escrita ou eletronica. For exemplo, os dados da
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freqliéncia podem estar presentes em um banco de dados que € acessivel-
por computador.. Uma vez obtidos os dados da freqiéncia, as freqiiéncias
dos gendtipos ou haplétipos de interesse, nas popula¢des de trago ou de
referéncia, sao comparados.

Quando os polimorfismos estdo sendo analisados, um calculo
pode ser desempenhado para corrigir uma associagdo significativa que pos-
sa ser encontrada por acaso. Para métodos estatisticos Uteis nos métodos
da invencdo, vide Statistical Métodos in Biology, 3° edition, Bailey NTJ,
(Cambridge Univ. Press, 1997); Waterman MS, Introduction to Computatio-
nal Biology (CRC Press, 2000) e Bioinformatics, Baxevanis AD & Ouellettev
BFF edltors (John Wlley & Sons Inc., 2001).

Em outra modalidade, os dados da frequéncia do haplotlpo para '
grupos diferentes séo examinados para determinar se eles sdo consistentes
com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Hartl DL et al., Principles of,Populagé“o

- Genomics, 3rd Ed. (Sinauer Associates, Sunderland, MA, 1997).

Em outra modalidade, a analise estatistica € desempenhada pe-
lo uso de testes de ANOVA padrdo com a corre¢éo de Bonferoni ou um mé-
todo de autogerag¢do que simula muitas vezes a correlagédo gendtipo fendti--
po, e caicula um valor de significancia. A ANOVA ¢é usada para testar hipote--

~ses a respeito de se uma varidvel de resposta € -causada por, ou é correlata

com, um ou mais tragos ou variaveis que podem ser medldas Fisher LD &
vanBelle G, Biostatistics: A Metodology for the Health SCIences (Wlley-
interscience, New York, 1993) Ch. 10. ' |

Em outra modalidade para préver um paf de haplétipos, a-anéli-
se inclui uma etapa de designagdo como a seguir: primeiro, ‘cada um dos
possiveis pares de haplétipos € comparado aos pares de haplétipos na po-
pulacao de referéncia. Geralmenté, somente um dos pares de haplétipos na
populagcao de referéncia combina um possivel par de haplotipos e aquele é
designado para o individuo. OCasionaImehte, somente um haplétipo repre-
sentado nos pares de haplétipos de referéncia é consistente com um possi-
vel par de haplétipos de um individuo, e em téis casos o individuo é desig-

nado para um par de haplétipos que contém esse haplétipo conhecido e um
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novo haplétipo derivado pela subtragdo do haplétipo conhecido do possivel
par de haplétipos. |

Em outra modalidade, um gendtipo ou haplétipo detectavel, que
esta em desequilibrio de ligagao com um gendtipo ou haplétipo de interesse,
pode ser usado como um marcador substituto. Um genétipo que esta em
de'sequill’brio de ligagao com outro gendtipo é indicado quando um genotipo
ou haplétipo particular, para um dado gene, é mais freqiente, na populagéo
que também demonstra o genédtipo marcador substituto potencial, do que na
populacdo de referéncia. Se a frequéncia é estatisticamente significativa,
entao o gendtipo marcador é precursor daquele genoétipo ou haplétipo, e po-
de ser usado como um marcador substitut_o.

Outro método para descobrir cdfrelagées entre o0 conteudo de
haplétipos e as respostas clinicas usa modelos precursores com base em
algoritmos de otimizagdo da minimizagao de erro, um dos quais é um algo-
ritmo genético. Vide, Judson R, "Genetic Algorvithms and Their Uses in Che-
mistry" em Reviews in Computational Chemistry, Ch. 10, Lipkowitz KB &
Bo‘y.d DB, eds. (VCH Publishers, New York, 1997) pp. 1-73. Recozimento
simulado (Press et al.,‘ Numefical Recipes in C: The Art of Scientific Compu-.
ting, Ch. 10 (Cambridge University Press, Cambfidge, 1992), redes neurais
(Rich E & Knight K, Artificial Intelligence, 2nd Edition, Ch. 10 (McGraw-Hill,
New York, 1991), métodos desbendentes gradientes padréo (Press et al.,
supra Ch. 10), ou outras abordagens de otimizagao locais ou globais (vide
discussio em Judson, supra) podem também sef usados.

No exemplo abaixo, estudos da associagdo de gendtipo-fendtipo

e analises relacionadas foram desempenhados em SAS (Cary, NC, USA) =

usando Analyst®. Testes de associagdo usaram genotipos categoricos como
a variavel independente, sem nenhuma suposi¢do sobre dominéancia, e as
diversas varidveis da eficacia como varidveis dependentes. Testes de varia-
veis dependentes continuas usaram uma andlise ANCOVA, e a regressao
logistica foi usada para varidveis dependentes categéricas. Co-varidveis na
analise de associacdo gendtipo-fenotipo foram: tratamento, regiao de tragco e
medicao da linha de base. A analise ANCOVA foi repetida com o mesmo
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modelo para cada grupo de tratamento. Além disso, o percentual de respon--
ders foi analisado por meio de um modelo de regresséo logistica com o tra-
tamento e a regido como fatores, e a linha de base como uma covariavel.
Associagdes com p < 0.05 em todo o conjunto de dados foram consideradas
significantivas. | _

Correlacionando o Gendtipo ou Haplotipo do Sujeito com a Res-
posta ao Tratamento. Em modalidades preferidas, o trago é s_usceptibilidade
a uma doenca, a gravidade de uma doenga, o estagio de uma doenga ou'a
resposta a um farmaco. Tais métodos tém aplicabilidade no desenvolvimento
dos testes de diagndstico e nos tratamentos terapéuticos para todés as apli-
cacoes farmacogenéticas erﬁ que existe 0 potencial para uma associacdo
entre Urh gendtipo e o resultado do tratamento, incluindo as medidas da efi-
cacia, medidas farmacocinéticas e medidas dos efeitos colaterais.

Em outra modalidade preferida, o tra¢o de interesse é uma' res-

- posta clinica éxibida-por um paciente para algum tratamento terapéutico, por

‘exemplo, resposta para o direcionamento de um farmaco ou para um trata-

mento terapéutico para uma condi¢éo médica.
Para deduzir uma correlagdo entre uma resposta clinica para um

tratamento e um genétipo ou haplétipo, os dados de gendtipo ou haplétipo

“sdo obtidos nas respostas clinicas exibidas por uma populagao de individuos

que receberam o tratamento, doravante a "populagéo clinica". Esses dados
clinicos podem ser obtidos pela andlise dos resultados de um trag:o-cll'nico
que ja foi processado e / ou projetando e realizando um ou mais testes clini-
COS NOVOS. ‘

Os individuos incluidos na populagao clinica séo usualmente
classificados pela existéncia da condicdo medica de interesse. Eséa classifi-
cacdo de pacientes potenciais pode empregar um exame fisico padrdo, ou
um ou mais testes de laboratorio. Alternativamente, a classificacdo de paci-
entes podera usar haplotipificacdo para situagdes em que existe uma forte
correlagé@o entre par de hapiétipo e susceptibilidade ou gravidade da doenca.

O tratamento terapéutico de interesse é administrado para cada
individuo da populagao de tfago, e a resposta de cada individuo para o tra-
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tamento € medida usando um ou mais critérios predeterminados. E conside-
rado que em muitos casos, a populagao trago exibira uma faixa dé respostas
e que o investigador escolhera o nimero de grupos de responder (por e-
xémplo, baixo, médio, alto) constituido pelas varias respostas. Além disso, 0
gene para cada individuo na populagéo trago é genotipodo e / ou haplotipo-
do; que pode ser feito antes ou depois de administrar o tratamento.

Esses resultados sdo depois analisados para determinar se
qualquer variagdo observada na resposta clinica entre grupos de polimorfis-
mo é estatisticamente significétiva. Métodos de analise estatistica, que po-
dem ser usados, sdo descritos em Fisher LD & vanBelle G, Biostatistics: A
Methodology for the Health Science.é (Wi‘Iey-Interscience, New York, 1993).

~ Essa andlise pode também incluir um célculo de regressado de quais locais

polimc’)rficos no gene contribuem mais significativamente para as diferengas

em fendtiopos. ,
Depois de serem obtidos ambos os dados, de polimorfismb e

clinicos, sdo criadas os contetidos entre a resposta do individuo e o genotipo

- ou haplétipo. As correlagoes podem ser produzidas de varias maneiras. Em

um método, os individuos sdo agrupados por seu gendtipo ou haplétipo (ou
par de haplétipos) (também referidos como um grupo de polimorfismo), e
depois as medias e desvios padrao de respostas clinicas exibidas pelos
membros de cada grupo de polirhon‘ismo sdo calculadas. '

A partir da analise descrita acima, a pessoa versada, que prediz
a resposta clinica como uma fungéo de conteddo de genétipb ou haplétipo,
pode prontamente construir um modelo matematico. A identificagdo de uma
associacdo, entre uma resposta clinica e um gendtipo du haplétipo (ou para
de hapldtipos) para o gene, pode ser a base para designar um método de
diagnéstico para determinar aqueles individuos que irdo ou nao irao respon-
der ao tratamento, ou alternativamente, respondéréo em um nivel ma'is baixo
e, dessa maneira, requer mais tratamento, isto €, uma dose maior de um
farmaco. O método de diagnéstico pode tomar uma ou diversas formas: for
exemplo, um teste de DNA direto (isto é, genotipificar ou haplotipificar um ou

mais dos locais polimérficos no gene), um teste soroldgico, ou uma medicao
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do exame fisico. O Unico requisito é que haja uma boa correlagéo entre os -
resultados do teste de diagndstico e o gendtipo ou haplotipo subjacente. Em
uma modalidade preferida, esse método de diagndstico usa o método haplo-
tipificagao preditiva descrito acima. |
| Designando um Sujeito para um'Grupo de Gendtipo. Como uma
pessoa versada na técnica compreendera, havera um certo grau de incerte-
za envolvido ao fazer essa determinagéo. Portanto, os desvios padrao dos
niveis do grupo de controle seriam usados para fazer uma determinagéo
probabilistica e os métodos dessa invengédo seriam aplicaveis sobre ‘uma
ampla faixa de probabilidades com base nas determinagbes do grupo d‘e,
genotipo. Assim sendo, por éxemplo e nao como uma forma de limitagdo,
em um’a>modalidade, se o nivel medido do produto de expressdo do gene cai
dentro dos desvios padrdo de 2,5 da média de qualquer dos grupos de con-
trole, entao aquele individuo pode ser designado para aquele grupo de geno-
tipo. Em outra modalidade se o nivel medido do produto de expressdo do
gene ficar dentro dos desvios padréo de 2,0'da média de qualquer dos 'gru-
pos de controle, entdo aquele individuo pode ser designado para aquele
grupo de genotipo. Em ainda outra modalidade, se o nivel medido do produ-
to de ‘expresséo do gené fica dentro dos desvios padrao de 1,5 da média de

‘quaisquer dos grupos de controle, entao aquele individuo pode ser designa-

do para aquele grupo de gendtipo. Em ainda outra modalidade, se o nivel
medido do produto de expressao do gene sdo desvios padréo de 1,0 6u me-
nos da média de quaisquer'dos niveis dos grupos de controle entao aquele
individuo pode ser designado para aquele grupo de genétipo.

Portanto esse processo permite a determinagdo, com varios
graus de probabilidade, de qual o grupo em que um sujeito especﬁico devé
ser colocado, e tal designagdo para um grupo de genotipo devera entéo de-
terminar a categoria de risco em que o individuo devera ser colocado.

Assi’m, este proces’so permite determina¢do, com varios graus
de probabilidade, no qual um sujeito especifico de grupo deve ser colocado,
e tal tarefa a um grupo genétipo, entdo, determinaria a categoria de risco no

qual o individuo deve ser colocado.
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Correlagdo entre Resposta Clinica e Gendtipo ou Haplotipo. Pa-
ra deduzir a correlagido entre resposta clinica a um tratamento e um genétipo
ou haplétipo, é necessario obter dados nas respostas clinicas exibidas por
urha populagao de individuos qué recebeu o tratamento, daqui para frente a
"populagao clinica". Estes dados clinicos podem ser obtidos pela analise dos
reéultados de um exame clinico que j& foi executado e/ou os dados clinicos
podem ser obtidos pelo projeto e realizagdo de um ou mais novos exames
clinicos. _

Os niveis de controle padrdo do produto de expressao de gene,
assim determinado nos diferentes grupos dé controle, seriam comparados
com o nivel medido de um produto de expressdo de gene em um dado paci-
ente. Este produto de expresséo de gene' poderia ser.0 mRNA caracteristico
associado com aquele grupo genétipo particular ou o produto de expressao
de gene polipeptideo daquele grupo genétipo. O paciente poderia, entéo, ser
classificado ou determinado a um grupo gendtipo particular com base em
quao similar os niveis medidos foram comparados aos niveis de controle
para um dado grupo. |

Siste_mé de Computador para Armazenar ou Exibir Dados de
Polimorfismo. A invengdo também prové um sistema de computador paré
armazenar e exibir dados de polimorfismo determinados para o gene. O,si‘s-
tema de computador compreende uma unidade de processamento de com-
putador, um display, e uma base de dados contendo os dados de polimor-
fismo. Os dados de polimorfismo incluem os polimorfismos, os gendtipos e
os haplétipos identificados para um dado gene em uma populacdo de refe-

réncia. Em uma modalidade preferida, o sistema de computador é capaz de =

produzir um display mostrando haplétipos organizados. de acordo com seus
telacionamentos evoluciondrios. Um computador pode programar qualquer
ou todas as operagdes analiticas ou matematicas envolvidas em praticar 0S
métodos da presente invengéo. Além disso, o computador pode executar um
prograrha que gera areas de visdo (ou telas) exibidas em um dispositivo-de
exibicdo e com o qual o usuario pode interagir para ver e analisar largas

quantidades de informagdo com relagdo ao gene e suas variagbes genomi-
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cas, incluindo localizagdo do cromossoma, estrutura do 'gene e familia do
gene, dados de expressdo do gene, dados de polimorfismo, dados de se-
quéncia genética, e dados de populagao clinica (por exemplo, dados ém ori-
gem etnogeografica, respostas clinicas, genétipos e haplotipos para uma ou |
mais populagdes). Os dados de polimorfismo descritos aqui podem ser ar-
mazenados como parte de uma base de dados relacional (por exemplo, uma
solicitagdo de uma base de dados Oracle ou um conjunto de arquivos planos
ASCII). Estes dados de polimorfismo podem ser armazenados no disco rigi-
do do computador ou pode, por exemplo, ser armazenado em um CD-ROM
ou em um ou mais outros dispositivos de armazenamento acessi’veis pelo
computador. Por'eXempIo, os dados podem ser armazenados em. uma ou
mais bases de dados em comunicagdo com o computador através de uma
rede. _ | »
Diagndsticos com base em Acido Nucléico. Em outro aspecto, a
invengao prové sondés de SNP, as quais séo Uteis em classificar sujeitos de
acordo com seus tipos de variagdo genética. As sondas de SNP de acordo
com a invengdo sao oligonucleotideos, que diferenciam entre SNPs em en-
saios de diferenciagéo alélica convencional. Em certas modalidades preferi-

das, os oligonucleotideos de acordo com este aspecto da invengdo sdo’

“complementares a um alelo do acido nucleico de SNP, mas nao a qualquer

outro alelo do &cido nucléico. Oligonucleotideos de acordo com esta modali-
dade da invengédo podem diferenciar enire SNPs de vérias‘maneirés. Por
exemplo, sob condi¢des de hibridiZagéo iimitadas, um oligonucleotideo de
comprimento apropriado ira hibridizar a um SNP, mas ndo a qualquer outro.
O oligonucleotideo pode ser rotulado usando um radiorrétulo bu um marca-
dor molecular fluorescente. Alternativamente, um oligonucleotideo de com-
primento apropriado pode ser usado como um iniciador para PCR, em que o
nucleotideo terminal 3' é complementar a um alelo contendo um SNP, mas
ndo a qualquer outro alelo. Nesta modalidade, a presenca ou auséncia de
amplificagéo por PCR determina o'haplétipo do SNP. |

Fragmentos genémicos e de cDNA da invengao compreendem

pelo menos um novo local polimérfico identificado aqui, tm um comprimento
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de pelo menos 10 nucleotideos, e podem alcangar até o comprimento total
do gene. Preferencialmente, um fragmento de acordo com a presente inven-
¢éo esta entre 100 e 3000 nucleotideos de comprimento, e mais preferenci-
almente entre 200 e 2000 nucleotideos de comprimento, e ainda mais prefe-
rencialmente entre 500 e 1000 nucleotideos de comprimento.

| Kits da Invencgé&o. A invencdo prové kits de detecgé@o de acido
nucléico e polipeptideo Uteis para haplotipificagcdo e/ou genotipificagao do
gene em um individuo. Tais kits sdo Uteis para classificar individuos com a
finalidade de classificar individUos. Especificamente, a invengao engloba kifs
para detectar a presenga de um polipeptideo ou &cido nucléico correspon-

dendo a um marcador da invengdo em uma amostra biologica, por exemplo,

- qualquer fluido corporal incluindo, mas nao limitado a, soro, plasma, linfa,

fluido cistico, urina, fezes, fluido cérebroespinhal, liquido ascistico ou san-
gue, e incluindo amostras de bidpsia do tecido do corpo. Por exemplo, o kit
pode compreender um composto ou agente rotulado capaz de detectar um
polipetl’deb ou um mRNA codificando um polipeptideo correspondendo a um

- marcador da invengdo em uma amostra bioldgica e meios para determinar a

quantidade do poIipetl’deo ou mRNA na amostra, por exemplo, um anticorpo
que liga o polipetideo ou uma sonda de oIigonuCIéotideo que se liga ao DNA
ou mRNA codificando o polipetideo. Kits podem, 'também, incluir instrucdes
p‘ara' interpretar os resultados obﬁdos usando o kit.

Em outra modalidade, a invengdo prové um kit compreendendo
pelo menos dois oligonucleotideos de genotipificagcdo embalados em recipi-
entes separados. O kit pode também conter outros componentes, tais corho
tampao de hibridizacdo (onde bs oligonucleotideos séo‘ para serem usados
como uma sonda) embalado em um recipiente separado. Alternativamente,
onde os oligonucleotideos sdo para serem usados para amplificar uma regi-
o alvo, o kit pode conter, embalado em recipientes separados, uma polime-
rase e um tampao de reacdo melhorado para extensao do iniciador mediada
pela poiimerase, tal como no caso da PCR. Em uma modalidade preferida,
tal kit pode ainda compreender uma amostra de DNA coletando recursos.

Para kits com base em anticorpos, o kit pode compreender, por
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exemplo, (1) um primeiro anticorpo, por exemplo, preso a um suporte sélido,
que liga a um polipeptideo correspondendo a um marcador da invengéo; e
opcionalmente (2) um segundo, diferente anticorpo que liga ao polipetideo
ou ao primeiro anticorpo e é conjugado a um rotulo detectével.

Para kits com base em oligonuc'leotl'deos, o kit pode compreen-
der, por exemplo, (1) um oligonucleotideo, por exemplo, um oIigonUcIeotideo_
detectavelmente marcado, que hibridiza a uma sequéncia de acido nucléico
codificando um polipetideo correspondéndo a urh marcador da inven¢ao; ou
(2) um par de iniciadores Uteis para amplificar uma molécula de 4cido nucléi-
co correspondendo a um marcador da invengao. '

O kit pode também compreender, por exemplo, um agente de
tamponamento, um Vconservant'e ou um agente de estabilizagcdo de proteina.
O kit pode ainda compreender componentes necessarios para détectar 0

rétulo detectavel, por exemplo, uma enzima ou um substrato. O kit pode

- também conter uma amostra de controle ou uma série de amostras de con-

trole, que podem ser examinadas e comparadas & amostra de teste. Cada
componente do kit pode ser incluido dentro de um recipiente individual e to-
dos os varios recipientes podem estar dentro de uma embalagem unica, jun-

to com instrugGes para interpretar os resultados dos ensaios realizados u-

} sando o kit.

Seqtiéncias de Acido Nuc/e/co da lnvengao Em um aspecto a
mvengao compreende um ou mais polinucleotideos isolados. A mveng:ao
também engloba variantes alélicas do mesmo, isto &, formas alternatiyas de
ocorréncia natural dos polinucleotideos isdlados,qUe codificam polipeptideos

mutantes que sdo idénticos, homodlogos ou relacionados aqueles codificados

‘pelos polinucleotideos. Alternativamente, variantes de ocorréncia nio-natural

poderh ser produzidas pelas técnicas de mutagénese ou por técnicas de sin-
tese direta bem-conhecidas na técnica. ’
Consequentemente sequenmas de acido nucléico capazes de
hibridizar a baixa escassez com quaisquer sequéncias de acido nucléico co-
dificando polipeptideo mutante da presente invencdo sdo consideradas co-
mo estando dentro do escopo da invengdo. Condigbes de escassez padrao
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séo bem-caracterizadas em textos de clonagem de biologia rholecular. Vide,
por exemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., Sambrook,
Fritsch & Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989); DNA Clo-
nihg, VVo/umes | and I, Glover DN, ed. (1985); Oligonucleotideo Synthesis,
Gait MJ, ed. (1984); Nucleic Acid Hybridization, Hames BD & Higgins SJ,
eds. (1984). |
Caracterizando Nivel de Expressdo de Gene. Métodos para de-
tectar e medir niveis de mRNA (isto &, nivel de transcricdo de gene) e niveis
de produtos de expressido de gene polipetideo (isto &, nivel de tradugdo de
gene) sdo bem-conhecidos na técnica e incluem o uso de microensaios de
nucleotideos e métodos de detecgéo'de polipetideo envolvendo espectréme-

~ tros de massa e/ou detecgéo de anticorpo e técnicas de quantificagéao. Vide,

também, Strachan T & Read A, Human Molecular Genetics, 2" Edition.
(John Wiley and Sons, Inc. Publication, New York, 1999).

Determinagdo de Transcrigdo de Gene Alvo. A determinagéo do
nivel do produto de expressdo do gene em uma amostra bioldgica, por e-
xemplo, o tecido ou os fluidos corporéis de um individuo, pode ser executada

em uma variedade de formas.' O termo "amostra biologica" tem a pretenséo

de incluir tecidos, células, fluidos bioldgicos e isolados do mesmo, de um
sujeito, bem como tecidos, células e fluidos presentes dentro de um sujeitd.
Muitos métodos de detecgao de' expressao usam RNA isolado. Para méto-
dos in vitro, qualquer técnica de isolamento de RNA que ndo seleciona con-
tra o isolamento de mRNA pode ser utilizada para a purificacdo de RNA das
células. Vide, por exémplo, Ausubel et al., ed., Curr. Prot. Mol. Biol. (John
Wiley & Sons, New York, 1987-1999).

Em uma modalidade, o nivel do produto de expressdo de mRNA
do gene alvo é determinado. Métodos para medir o nivel de um mRNA es-
pecifico sdo bem-conhecidos na técnica e inclu'em andlise Northern blot,
PCR de transcricdo reversa e PCR quantitativa de tempo real ou por hibridi-
zagao é uma exposicao ou microexposicdo de oligonucleotideo. Em outras
modalidades mais preferidas, a determinacdo do nivel de expressao pode

ser executada pela determinagéo do nivel da proteina ou produto de expres-
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sdo de polipeptideo do gene nos fluidos corporais ou amostras de tecido in-:
cluindo, mas nao limitado a, sangue ou soro. Grandes numeros de amostras
de tecido podem facilmente ser processados usando técnicasv bem-
conhecidas aqueles versados na técnica, tal como, por exemplo, 0 processo |
de isolamento de RNA de etapa unica da Patente US n? 4.843.155. |

O mRNA isolado pode ser usada em ensaios de hibridizag&o ou
amplificagdo que.incluem, mas ndo s&o limitados a, analises Southern ou
Northern, andlises de PCR e exposi¢cdes de sonda. Um método diagndstico
preferido para a deteccdo de niveis de mRNA envolve colocar em contato o
mRNA isolado com uma molécula de acido nucléico (sonda) que pode hibri-
dizar ao mRNA codificado pelo gene a ser detectado. A. sonda de acido nu-
cléico pode ser, por exemplo, um cDNA de comprimento completo ou uma
porgdo do mesmo, tal como um oligonucleotideo de pelo.menos 7, 15, 30,
50, 100, 250 ou.500 nucleotideos de comprimento e suficiente para hibridizar .

: especificamenie sob condi¢cdes limitadas a um mRNA ou DNA genémico

codificando um marcador da presente invencdo. Outras sondas adequadas
para uso nos ensaios diagndsticos da invengdo sédo descritos aqui. Hibridi-
zagdo de um mRNA com a sonda indica que 0 marcador em questao esta

sendo expresso. -
Em um formato, as sondas sédo imobilizadas em uma superficie

sélida e o mRNA é'coldcado em contato com as sondas, por exemplo, em
Um chip de exibicdo de gene Affymetrix (Affymetrix, Calif. U'SIA). Um técnico
versado pode facilmente adaptar métodos de detecgdo de mRNA conhecido
para uso na deteccdo do nivel de mRNA codi_fic‘adb pelos marcadorAes‘ da

presente invengao. ,
Um método alternativo para determinar o nivel de mRNA corres-

pondendo a um marcador da presente invengao em uma amostra envolve o

processo de amplificagcdo do -acido nucléic_:o, por exemplo, por RT-PCR (a
modalidade experimental apresentada na Patente US n® 4.683.202); reagao
de cadeia ligase (Barany et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193
(1991)) replicacdo de seqliéncia auto prolongada (Guatelli et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87: 1874-1878 (1990)); sistema de amplificagao transcricio-
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nal (Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177 (1989)); Replica-
se Q-Beta (Lizardi et al., Biol. Technology 6: 1197 (1988)); replicagao de cir-
culo de rotacdo (Patente U.S. n? 5.854.033); ou qualquer outro metodo de
arhplificagéo de acido nucleico, séguido pela detecgao das moléculas ampli-
ficadas usando técnicas bem-conhecidas daqueles versados na técnica. Es-
teé esquemas de deteccdo sdo especialmente uteis paré a deteccao das
moléculas de acido nucléico se tais moléculas estdo presentes em numeros
muito baixos. Como usado aqui, "iniciadores de amplificagéo" séo definidos
como sendo um par de moléculas de &cido nucléico que pode congiliar a

regides 5’ ou 3’ de um gene (mais e menos filamentos, respectivamente, ou

‘vice-versa) e contém uma curta regido entre eles. Em geral, iniciadores de

~ amplificacdo estdo entre cerca de 10 a 30 nucleotideos de comprimento e

flanqueam uma regido de cerca de 50 a 200 nucleotideos de comprimento.
PCR quantitativa de tempo real (RT-PCR) é uma maneira de
avaliar niveis de expressdo de gene, por exemplo, de genes da invengao,

'por exemplo, aqueles contendo SNPs e polimorfismos de interesse. O en-

: ‘sai'o' de RT-PCR utiliza uma transcriptase reversa de RNA para catalisar a

sintese de um filamento de DNA de um filamento de RNA, incluindo um fila-
mento de mRNA. O DNA resultante pode ser especificamente detectado e
quantificado, e este processo pode ser usado para determinar os niveis dé
espécies especificas de mRNA. Um método para fazer isto ¢ TAQMAN® (PE
Applied Biosystems, Foster City, Calif., USA) e explorar a atividade nuclease
5’ de DNA polimerase AMPLITAQ GOLD® para clivar uma forma especifica
da sonda durante a reagdo de PCR. Isto € preferido como uma sonda de
TAQMAN®. Vide Luthra et al., Am. J. Pathol. 153: 63-68 (1998); Kuimelis et =~
al., Nucl. Acids Symp. Ser. 37: 255-256 (1997); e Mullah et al., Nucl. Acids
Res. 26(4): 1026-1031 (1998)). Durante a reagao, clivagem da sonda separa
um corante repérter e um corante extintor, resultando em fluorescéncia au-
mentada do reporter. O acumulo dos produtos de PCR ¢é detectadb direta-
mente pelo monitoramento do aumento na fluorescéncia do corante reporter.
Heid et al., Genome Res. 6(6): 986-994 (1996)). Quanto maior o inicio no

nuimero de copia do acido nucléico alvo, mais rapido um aumento significan-
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te na fluorescéncia é observado. Vide Gibson, Heid & Williams et al., Geno-
me Res. 6: 995-1001 (1996). |
Outras tecnologias para medir o estado transcricional dé uma
célula produzem pools de fragmentos de restricdo de complexidade limitada
para analise eletroforética, tal como métodos combinando dupla restricao de
digestdo de enzima com iniciadores de fase (vide; por exemplo, EP 0
534858 A1), ou métodos selecionando fragmentos de restricdo com locais
mais préximos a uma extremidade 'dé RNA definida. (Vide, por exemplo,
Prashar & Weissman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(2) 659-663 (19‘96)).
Outros métodos estatisticamente provam pools de cDNA, tais
como pelo sequenciamento de bases suficientes, por exemplo, 20 a 50 ba-
ses, em cada um dos DNAs muiltiplos para identificar cada cDNA, ou peld
sequenciamento de marcadores curtos, por exemplo, 9 a 10 bases, que séo
gerados em posicdes conhecidas com relagdo a um padrao definido de ca-
minho de extremidade de mRNA. Vide, por exemplo, Velculescu, Science
270: 484-487 (1995). Os niveis de cDNA nas amostras sdo quantificados, e
o desvio médio, proporcional e padrdo de cada cDNA é determinado usando
meios estatisticos padrao bem-conhecidos daqueles versados na técnica.
Norman T.J. Bailey, Statistical Methods In Biology, 3rd Edition (Cambridge
University Press, 1995). .
Deteccdo de Polipeptideos. Métodos de Deteccao Imunolégica.
Expressé@o da proteina codificada pelos genes da invengéo'pode ser'detec-
tada por uma sonda que é detectavelmente rotulada, ou que pode ser sub-
sequentemente rotulada. O termo "rotulada”, com relagéo a sonda ou anti-
corpo, tem a intengdo de englobar rotulamento direto da sonda ou anticorpo,
tem a intengéo de englobar rotulamento indireto da sonda ou anticorpo pdr
acoplamento, isto é, ligar fisicamente, uma substancia detectavel da sonda
ou anticorpo, bem como rotulamento indireto da sonda ou anticorpo pela rea-
tividade com outro reagente que é rotulado diretamente. Exemplos de rotu-
lamento indireto incluem detecgdo de um anticorpo primario usando um anti-
corpo secundario fluorescentemente rotulado e rotulado na extremidade de

uma sonda de DNA com biotina de modo que ele possa ser detectado com
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estreptavidina fluorescentemente rotulada. Geralmente, a sonda € um anti-
corpo que reconhece a proteina expressa. Uma variedade de formatos pode
ser empreg_ada para determinar se uma amostra contém uma proteina alvo
que liga a um dado anticorpo. Métodos de imunoensaio (teis na detecgao de
polipeptideos alvo da presente invengdo incluem, mas ndo sao limitados a,
po'r exemplo, “dot blotting", "western blotting”, chips de proteina, ensaios de
ligacdo de proteina competitiva e nao-competitiva, ensaios imunossorvente
ligado por enzima (ELISA), imuno-histoquimica, sele¢éo de célula com fluo-
rescéncia ativada (FACS), e outros comumente usados e amplamente des-
critos em literatura cientifica e de patente, e muitos empregados comercial-
mente. Um técnico versado pode facilmente adaptar métodos de detecgao

~ de proteina/anticorpo conhecidos para uso na determinagédo se as celulas

expressam um marcador da presénte invengdo e a concentragdo relativa

daquele produto de expressio de polipetideo especifico no sangue ou outros

tecidos do corpo. Proteinas de individuos podem ser isoladas usando técni-

cas que sdo bem-conhecidas daqueles versados na técnica. Os métodos de

isolamento da proteina podem ser, por exemplo, tal como aqueles descritos

em Harlow & Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor .
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1988).

Para a produgao de anticorpos em uma proteina codificada por
um dos genes descritos, varios énimais hospedeiros podem ser imunizados
através da injecdo com o polipetideo, ou uma porgéo do ‘mesmo. Tais ani-
mais hospedeiros podem incluir, mas ndo sao limitados a, coelhos, camun-
dongos e ratos. Diversos adjuvantes podem ser usados para aumentar a
resposta imunolégica, a depender da espécie hospedeifa, incluindo-se, mas
ndo limitando-se a Freund’s (completo e incompleto), géis minerais, tais co-
mo hidréxido de aluminio; substancias tensoativas, tais como. lisolecitina,
polidis plurbnicos, polidnions, peptideos, emuisées oleosas, hemocianina
especifica de limulus e dinitrofenol; e adjuvantes humanos potencialmente
Uteis, tais como bacilo Camette-Guerin (BCG) e Corynebacterium parvum.

Anticorpos monoclonais (mAbs), que sdo populagdes homogé-

neas de anticorpos-a um antigeno particular, podem ser obtidos por qualguer
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técnica que proveja a producdo de moléculas de anticorpo pelas linhagens
de célula continuas na cultura. Estes incluem, mas néao séo limitados a téc-
nica de hibridoma de Kohler & Milstein, Nature 256: 495-497 (1975): e Pa-
tente U.S. n° 4.376.110; a técnica de hibridoma de célula B humana de Kos-
bor et al,, Immunol. Today 4: 72 (1983); Cole et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80: 2026-2030 (1983); e a técnica de hibridoma EBV de Cole et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy (Alan R. Liss, Inc., 1985) pp. 77-
96. | '
Além disso, podem ser usadas técnicas desenvolvidas para a
producéo-de "anticorpos quiméricos" (vide Morrison et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81: 6851-6855 (1984); Neuberger et al., Nature 312: 604-608
(1984); e Takeda et al., Nature '31_4:_ 452-454 (1985)), através da combinagao -
de genes de uma molécula de anticorpos de camundongo de especificidade
de antigeno apropriada com genes de uma molécula de anticorpo humano

-de atividade bioldgica apropriada. Um anticorpo quimérico é uma molécula

em que diferentes por¢cdes sado derivadas de diferentes espécies de ariirhais,
tais como aquelas tendo uma regido variavel ou hipervariavel derivada de
um murino mAb e uma regiéo constante de imunoglobulina humana.
Alternativamente, técnicaé descritas para a produ¢ao de anticor-
pos de cadeia Unica (Patente U.S. n® 4.946.778; Bird, Science 242: 423-426
(1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883 (1988);’ €
Ward et al., Nature 334: 544-546 (1989)) podem ser adaptadas para pvroduzir
anticorpos de cadeia unica de gene diferentemente exprésSos. _
Técnicas Uteis para a produgﬁéo de "anticorpos humanizados"

podem ser adaptadas para produzir anticorpos as proteinas, fragmentos ou

“derivados dos mesmos. Tais técnicas estdo descritas nas Patentes U.S. n%

5.932.448; 5.693.762; 5.693.761; 5.585.089; 5.530.101; 5.569.825;
5.625.126; 5.633.425; 5.789.650; 5.661.016; e 5.770.429.

Anticorpos ou fragmentos de anticorpo podem ser usados em
métodos, tais como Western blots ou técnicas de imunofluorescéncia para
detectar as proteinas expressas. Em tais usos, é geralmente preferivel imo-

bilizar o anticorpo ou proteinas em um suporte sélido. Suportes ou veiculos
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de fase soélida adequados incluem qualquer suporte capaz de ligar um anti-
geno ou um anticorpo. Suportes ou veiculos bem-conhecidos incluem, vidro,
poliestireno, polipropileno, polietiteno, dextrano, nailon, amilases, celuloses
néturais ou modificadas, poliacrilamidas, gabros e magnetita.

Um método util, para facilitar a detecgdo, € o sanduiche ELISA,
do qual varias variacbes existem, todas das quais tém a inten¢do de ser u-
sadas nos métodos e ensaios da presente invencao. Como usado aqui, "en- -
saio de sanduiche" tem a intengdo de englobar todas as variagdes na técni-
ca basica de dois locais. Técnicas de imunofluorescéncia e EIA s&o ambas
muito bem-estabelecidas na técnica. Entreténto, outras moléculas reporte-
res, tais como radioisétopos, moléculas quimioluminescente ou biolumines-
cente podem também ser empregadas. Seré facilmente aparente ao técnico
versado como variar o procedimento para adequar 0 uso requerido.

Completo monitoramento de genoma da proteina, isto &, 0 "pro
teoma" pode ser reahzado pela construgao de uma microexibi¢cao na qual os
locais de ligacao compreendem anticorpos |mob|I|zados, preferencialmente
monoclonais, especificos a uma plufalidade de espécies de proteina codifi-
cadas pelo genoma da célula. Preferencialmente, anticorpos estao presentes.
por uma fragcdo substancial das proteinas codifiéadas, ou pelo menos para
aquelas pro_tel’nas relevantes para testar ou confirmar um modelo de r_ede
biolégica de interesse. Como citado acima, métodos para fabricar anticorpos
séo bem-conhecidos. Vide, por exemplo., Harlow & Lane, Antibodies: A La-
boratory Manual' (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
New York, 1988). Em uma modalidade preferida, anticorpos monoclonais
sdo destacados contra fragmentos de peptideo sintéticos projetados com
base na sequéncia genémica da célula. Com tal exibi¢do do anticorpo, prote-
inas da célula s&o colocadas em contato com a exibi¢cao e sua ligacao é me-
dida com ensaios conhecidos na técnica. |

Deteccdo de Polipetideos. Eletroforese de Gel Bidimensional..
Eletroforese de gel bidimensional é bem-conhecida na técnica e tipicamente
envolve foco isoelétrico junto com uma primeira dimensao seguida por ele-
troforese SDS-PAGE junto com uma Segunda dimensao. Vide, por exemplo,
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Hames et al., Gel Electrophoresis of Proteins: A Practical Approach (IRL
Press, New York, 1990); Shevchenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:
14440-14445 (1996); Sagliocco et al., Yeast 12; 1519-1533 (1996); e Lander,
Science 274: 536-539 (1996). - |
Detecgdo de Polipetideos. Espectroscopia de Massa. A identi-
dade bem como o nivel de expressao do polipetideo 'alvo pode ser determi-
nada usando técnica de espectroscopia de massa (EM). Metodologia de
analise com base em EM é dtil para ah'élise de polipetideo alvo isolado bem
como analise de polipetideo alvo em uma amostra biclogica. Formatos de
EM para uso na analise de um polipeptideo alvo incluem técnica de ioniza-
¢éo (1), tais como, mas ndo limitado a, dessor¢do a laser assistida com ma-
triz (MALDI), ionizagédo por eletropulverizagdo continua ou pulsada (ESI) e
meétodos relacionados, tais como ionpulverizagdo ou termopulverizagéao, e
impacto de cluster massivo (MCI). Tais fontes de ions podem ser combina-

- .das com formatos de detecgéo, incluindo tempo de luz de reflexao linear ou

‘nédo-linear (TOF), quadrupolo unico e multiplo, setor magnético Unico ou mul-

tiplo, ressonancia ciclotron de ion transform (FTICR), armadilha de ion e
combinag¢des dos mesmos tais como armadilha de ion/TOF. Para ionizagéo,

numerosas combinag¢des de matriz/comprimento de onda (por exemplo, des-’

»sorgéo a laser assistida com matriz (MALDI)) ou combinagcbes de solvente

(por exemplo, ESI) podem ser empregadas.

Para analise de espectroscopia de massa (EM), o} polipéptideo
alvo pode ser solubilizado em uma solugao apropriada du'sistema reagente.
A selegao de uma solugao ou sistema reégente, 'pof exemplo, um solvente
organico ou inorganico, ira depender das propriedades do polipeptideo aivo

e do tipo de EM executada, e é baseada nos métodos bem-conhecidos na

~ técnica. Vide, por exemplo, Vorm et al., Anal. Chem. 61: 3281 (1994) para

MALDI; e Valaskovic et al., Anal. Chem. 67: 3802 (1995), para ESI. EM de
peptideos também é descrita, por exemplo, nb Pedido de Patente PCT Inter-
nacional N* WO 93/24834 e Patente U.S. N° 5.792.664. Um soivente é sele-
cionado para minimizar o risco de que polipeptideo alvo serd decomposto

pela energia introduzida para o processo de vaporiza¢ao. Um risco reduzido
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da decomposicdo do polipeptideo alvo pode ser alcangado, por exemplo,
pela combinagdo da amostra em uma matriz. Uma matriz adeq‘uadav pode
ser um composto organico tal como agucar, por exemplo, uma pentose ou
hexose, ou um polissacarideo tal como celulose. Téis compostos sdo de-
compostos termoliticamente em CO; e H,O de modo que nenhum residuo
seia formado que possa levar a reagoes quimicas. A matriz também pode
ser um composto inorganico, tal como nitrato de aménio, que é decomposto
essencialmente sem nenhum residuo. Uso destes e outros solventes é co-
nhecido daqueles versados na técnica. Vide, por exemplo, Patente U.S. N2.
5,062,935. Eletropulverizacdo EM foi descrita por Fenn et al,, J. Phys. Chem.
88: 4451-4459 (1984); e Pedido de Pétente PCT N2 WO 90/14148; e pedidos

~ de patente atuais sdo resumidos em artigos de pesquisa. Vide, Smith et al.,

Anal. Chem. 62: 882-89 (1990) e Ardrey, Spectroscopy 4: 10-18 (1992). ,
A massa de um polipeptideo alvo determinada por EM pode ser
comparada a massa de um polipeptideo conhecido correspondente. Por e-
xemplo, ohde o polipeptideo alvo é uma proteina mutante, o polipeptideo
cohhecido correspondente pode ser a proteina nao-mutante correspondente,
por exemplo, protel’na'tipo se'lvagerh. Com ESI, a determinagdo dos pesos
moleculares em quantidades de femtomole na amostra é muito precisa devi-
do & presenga de multiplos picos de ion, todos 6s quais podem ser usados
para célculo da massa. Niveis subatomoles da proteina foram detectados,
por exemplo, usando ESI EM (Valaskovic et al., Science 273: 1199-1202
(1996)) e MALDI EM (Li et al., J. Am. Chem. Soc.'118: 1662-1663 (1996)).
'Dessorgé‘o a Laser Assistida com Matriz (MALDI). O nivel da

proteina alvo na amostra bioldgica, por exemplo, fluido corporal ou amostra ‘

de tecido, pode ser medido por meio de métodos espectrometricos de massa
(EM) incluindo, mas ndo limitado aquelas técnicas conhecidas na técnica
como dessorcdo/ionizacdo & laser assistida co‘m‘ matriz, espectrométria de
massa por tempo de voo (MALDI-TOF-EM) e superficies aumentadas para
dessorcaofionizagao a laser, espectrometria de massa tempo de voo (SEL-
DI-TOF-EM) como mais detalhada abaixo. Métodos para executar MALDI

sdo bem-conhecidos daqueles versados na técnica. Vide, por exemplo, Ju-
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hasz et al., Analysis, Anal. Chem. 68: 941-946 (1996), e vide também, por-
exemplo, Patente U.S. N25.777.325; 5.742.049; 5.654.545; 5.641.959;
5.654.545 e 5.760.393 para descrigdes de MALDI e protocolos de extragéo
atrasada. Numerosos métodos para melhorar a resolugdo sdo também co- |
nhecidos. MALDI-TOF-EM foi descrito por Hillenkamp et al., Biological Mass
Spectrometry, Burlingame & McCloskey, eds. (Elsevier Science Publ., Ams-
terdam, 1990) pp. 49-60. |
Uma variedade de técnica para deteccdo de marcador usando

espectroscopia de massa pode ser usada. Vide Bordeaux Mass Spectrbme-
try Conference Report, Hillenkamp, ed., pp. 354-362 (1988); Bordeéux Mass .
Spectrometry Cohférence Réport, Karas & Hillenkamp, eds., pp. 416-417
(1988); Karas & Hillenkamp, Anal. Chem. 60: 2299-2301 (1988); e Karas et -
al., Biomed. Environ. Mass Spectrum 18: 841-843 (1989). O uso de raios
laser em TOF-EM é mostrado, por exem'plo, nas Patentes U.S. |
N°s 4.694.167; 4.686..366, 4.295.046 e 5.045.694, que s&o incorporadas aqui
por referéncia em sua totalidade. Outras técnicas de EM permitem a volatili-
zagéo'bem-sucedida de biopolimeros de alto peso molecular, sem fragmen-
tacao, e tem permitido a ampla variedade de macromoléculas bidlégicas pa-
ra serem analisadas por espectrometria de massa. _ |

| Superficies Melhoradas para Dessorgdo/lonizagdo a Laser

(SELDI). Qutras técnicas sdo usadas empregando novas composicdes de

elemento de sonda de EM com superficies que permitem os elementos de
sonda participarem ativamente na céptura e ancoragem de analitos especu’fi-
cos, descritos como Espectrometria de Massa pbr Afinidade (EMA). Vide
patentes SELDI: Patentes U.S N9 5.719.060; 5.894.063; 6.020.208;
6.027.942; 6.124.137; e pedido de patente U.S publicado N¢ U.S.
2003/0003465. ‘Vérios tipos de novos elementos de sonda de EM foram pro-
jetados com Superficies Melhoradas para Captura de Afinidade (SEAC). Vi-
de Hutchens & Yip, Rapid Commun. Mass Spectrom. 7: 576-580 (1993). -E-
lementos de sonda SEAC foram usados com sucesso para devolver e amar-
rar diferentes classes de biopolimeros, proteinas particulares pela explora-
¢ao do que é conhecido a cerca das estruturas da superficie da proteina e
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identificagdo molecular bioespecifica. Os dispositivos de captura de afinida-
de imobilizados na superficie de elemento de sonda de EM, isto é, SEAC,
determina a localizago e afinidade (especificidade) do analito para a super-
ficie de sonda, entao o processo de EM analitica subSeqijente é eficaz.
Dentro da categoria geral de SELDI estdo trés subcategorias
séparadas: (1) Superficies Melhoradas para Dessor¢do Pura (SEND), onde
as superficies ‘de elemento de sonda, isto é, meios apresentando amostra,
séo projetadas para conter Moléculas de Absorgao de -Energia (EAM) em
vez de "matriz" para facilitar dessorgao/ionizagbes de analitos diretamente
(puro) da superficie. (2) SEAC, onde as superficies do elemento de sonda,

isto é, meios apresentando amostra, sdo projetadas para conter dispositivos

- de captura de afinidade quimicamente definid_os e/ou biologicamente defini-

dos para facilitar a conexdo especifica ou ndo-especifica ou absorgao (assim-
chamado ancoragem ou amarragéo) de analitos na superficie da sonda, por

uma variedade de mecanismos (geralmente ndo-covalente). (3) Superficies

- Melhoradas para Conex&o e Liberagédo Fotolabit (SEPAR), onde as superfi-

cies de elemento de sonda, isto é, meios apresentando amostra, séo proje-
tadés ou modificadas para conter um ou mais tipos de moléculas de reticula-
¢do quimicamente definidas para servir como dispositivos de ancoragem
covalente. As especificidades quimicas determinando o tipo e numero dds
pontos de conexdo de molécula fotoldbil entre os meios apresentando amos-
tra de SEPAR (isto &, superficie de elemento de sonda) e o analito (por e-
xemplo, prote_l’nva) podem envolver qualquer um ou mais de varios residuos
diferentes ou estruturas quimicas no analito (por exemplo, residuos His, Lys,
Arg, Tyr, Phe e Cys. no caso de' proteinas e peptideos). |

Outros Aspectos do Estado Bioldgico. Em varias modalidades da
invencao, aspectos do estado da atividade bioldgica ou aspectos misturados
podem ser medidos para obter férmaco ou respostas de caminho. As ativi-
dades das proteinas, relevantes para a caracterizagao da fungéb da célula,
podem ser medidas, e as modalidades desta invengdo podem ser baseada
em tais medicbes. Medi¢des de atividade podem ser executadas por qual-

quer meio funcional, bioguimico ou fisico apropriado a atividade sendo ca-
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racterizada. Onde a atividade envolve uma transformagéo quimica, a protei--
na cellular pode ser colocada em contato com substratos naturais, e a taxa
de transformacgdo medida. Onde a atividade envolve associagdo em unida-
des multiméricas, por exemplo, associagéo de um complexo de ligagéo de |
DNA ativado com DNA, a quantidade de prbtel’na associada ou consequén-
cias secundérias da associacdo, tais como quantidades de mRNA transcri-
tas, pode ser medida. Também, onde apenas uma atividade funcional é co-
nhecida, por exemplo, como em controle de ciclo de célula, desempenho da
funcdo pode ser observada. Entretanto, conhecidas e medidas, aS mUdan-
¢as nas atividades da proteina formam. os dados de resposta analiéados pe-.
los métodos desta invengéo.ﬂ Em modalidades alternativas e nao-limitantes,
dados de resposta podem ser formados de aspectos misturados do estado
biolégico de uma célula. Dados de resposta podem ser construidos de, por
exemplo, mudangas em certas abundancias de proteina e mudangas em

- certas atividades da proteina.

O exemplo seguinte é apresentado para ilustrar mais completa-
mente as modalidades preferidas da invencdo. Este exemplo ndo deve de
maneira alguma ser construido como limitante do escopo da invengéo, como

definido pelas reivindicagdes anexas.

Exemplo

Comparacdo de Aliskiren com Placebo e Irbesartan em Pacientes com Hi-

pertensao Essencial Leve a Moderada
Introdugado e sumario. Uma analise farmacogenética restrospec-

tiva foi conduzida em uma tentativa de avaliar associacao potencial entre
variacdo genética e resultado clinico em uma estudo clinico. Esfecificamen-
te, 48 polimorfismos foram examinados em 12 genes do sistema de renina-
angiotensina-aldoterona (RAS) ou previamente envolvidos na regulagéo da
pressao sanguinea. Associagdes significativas foram vistas entre um poli-
morfismo no gene de enzima de conversdo de angiotensina (ACE), dois po-
limorfismos no gene receptor tipo 2 de angiotensina Il (AGTR2), e parame-
tros clinicos de recurso de conferéncia da diminuicao da pressao sanguinea

diastdlica ou sistolica. Estes efeitos nao foram encontrados com tratamento
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de irbesartan e placebo, uma vez que eles ndo foram especificos ao trata-
mento com aliskiren nesta andlise. ‘ |

O estudo clinico. Um estudo clinico multicentralizado, aleatério,
dUplo cego, grupo paralelo foi executado para explorar a eficiéncia e segu-
ranca de aliskiren comparado com placebo em uma populacédo de pacientes
hip;ertensivos de leve a moderado. O tratamento foi por oito semanas, isto &,
o ponto final dd estudo clinico foi em oito semanas para este estudo particu-
lar. O objetivo principal do estudo foi determinar os efeitos da diminuicao da

pressao sanglinea de aliskiren de 150 mg, aliskiren de 300 mg, e aliskiren

-de 600 mg comparado com 150 mg de irbesartan e placebo em pacientes

com hipertenséo essencial de leve a moderada. As caracteristicas demogra-

- ficas foram geralmente comparaveis através dos grupos de tratamento. A

maioria dos pacientes eram caucasianos e mais jovens que 65 anos de ida-

de, com uma idade média de 50 anos. A distfibuigéo geral dos homens e das

mulheres foi par.
A variavel de eficacia prlmana anallsada foi a mudanca de

MSDBP (reducdo em MSDBP da linha de base). As varidveis de eficacia

secundaria analisadas foram mudancas de MSSBP (redugdo em MSSBP da.
linha de base), razdo de responder, redugéo da atividade de renina de plas-
ma (PRA) e aumento da resina de plasma ativa (AREN) da linha de base. |

‘Com relacdo da eficacia primaria, comparagdes "pairwise" mos-
traram que todas as doses do tratamento ativo foram estatisticamente supe-
rior ao placebo na reducdo da conferéncia da pkesséo sanguinea diastélica
(MSDBP) no Ponto Final e na Semana na populagao com pretenséo de tra-
tamento (ITT), e no Ponto Final na populagéo de protocblo per. Redugdes de
MSDBP similares foram alcangadas com aliskiren de 150 mg e irbesartan de
150 mg. Aliskiren de 300 e 600 mg produziram as maiores redugoes mas
grandes redugdes néo foram observadas com a dose de 600 mg.

Com relagéo & eficacia secundaria, para meio de conferéncia da
pressdo sanglinea (MSSBP), todas as doses do tratamento ativo foram es-
tatisticamente superiores ao placebo no Ponto Final na Semana 8, aliskiren

de 300 e 600 mg foram estatisticamente superiores ao placebo e irbesartan
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no Ponto Final. Redugdes de MSSBP similares foram alcangadas com aliski--
ren de 150 mg e irbesartan de 150 mg. Aliskiren de 300 e 600 mg produzi-
ram as maiores redugdes, mas grandes redu¢bes ndo foram observadas
com a dose de 600 mg. _ |
Para a proporgéo de responders (definido como MSDBP < 90
mm Hg ou uma redugdo de =2 10 mm Hg da linha de base; ou MSSBP < 140
mm Hg ou uma redugédo de 2 20 mm Hg da linha de base) mosrou que todos
os tratamentos ativos foram estatisticamente superiores ao placebo em End-
point. Os resultados de MSDBP para a populagdo ITT em Endpoint» foram de
59-67% responders para os grupos de aliskiren versus 56% para irbésartan_
e 38% para placebo. Os resultados de MSSBP para a populagao ITT em
Endpoiht foram de 57-68% responders para os grupos de aliskiren versus
59% para irbesartan e 36% para placebo. Na populagdo ITT, os aumentos
médios relacionados a dose em renina ativa foram observados nos grupos -

- de aliskiren (20,8, 29,9 e 93,6 mu/mL para aliskiren 150, 300 e 600 mg, res- |

pectivamente). O Aliskiren 150 mg produziu um aumento médio maior em
renina do que o irbesartan 150 mg (11,2 mu/mL). Isso € consistente com o

mecanismo de ac¢ao para os inibidores de renina.
Pediu-se aos pacientes que participaram do estudo clinico para’

fornecerem um consentimento separado para participacdo em andlise far-

macogenética. Amostras de sangUe de todos os pacientes que consentiram
foram coletadas em locais de estudo clinico individual e depois enviadas pa-
ra Covance (India‘népolis, IN, USA). O DNA gendmico de cada paciente foi
extraido do sangue por Covance usando o Kit de Isolamento de DNA PU-
REGENE® (D-50K) (Gentra, Minneapolis, Minnesota, USA). Por l:I|ti.m0, 511
pacientes foram genotipados, com relagdes aproximadamente igu'ais de ca-
da ramo de tratamento. | ,

Objetivos e projeto da Andlise Farmacogenética. Foram condu-
zidas andlises farmacogenéticas. retrospectivas em todos os pacientes que
tinham consentido em fornecer amostras para investigagao farmacoge_nética;
O objetivo principal foi identificar associagdes éntre variacdo e variacoes ge-

néticas na eficacia do tratamento com aliskiren, acessadas primeiramente
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por MSDBP e secundariamente por MSSBP e relacdo de responder.

Uma abordagem de gene candidato foi usada para sélecionar 48
polimorfismos em 12 genes do sistema de angiotensina renina (RAS) ou
préviamente associados com a régulagem da pressao arterial (tabela 1). To-
da§ as amostras disponiveis foram genotipadas para cada SNP. Estudos de

associacdo foram entdo desempenhados como descrito abaixo.
' Tabela 1

Genes Candidatos Selecionados para Andlise Farmacocinética
Gene Simbolo Nome do Gene '

RENBP proteina de ligagao de renina
REN Renina _
enzima de conversao de angiotensina |
 ACE (peptidil-dipeptidase A) 1

| enzima de conversao de angiotensina |
ACE2 (peptidil-dipeptidase A) 2
AGT angiotensinogen
AGTR1 receptor de angiotensina Il, tipo 1
AGTR2 receptor de angiotensina Il, tipo 2

: cassette de ligacdo de ATP, subfamilia C
ABCC2/MRP2 (CFTR/MRP), membro 2

AGTRAP proteina associada ao receptor de angidtensina [ _
citocromo P450, familia 11, subfamilia B, polipeptideo 2,

CYP11B2 aldosterona sintase ‘

TGFB1 fator de crescimento de transfomacéo, beta 1

NOS3/eNOS  Sintase de 6xido nitrico 3 (célula endotelial)

Genotipificaga’o. Ensaios de polimorfismo de nucleotideo unico
(SNP) foram designados usando informagdo da base de dados publica -
dbSNP e a base de dados Celera/ABI proprietaria. Os conjuntos de sonda |
resultante para o ensaio de genotipificagdo foram gerados pela plataforma
ABI's Assays-by-Design® platform. Livak KJ, Marmaro J, & Todd JA, Nature
Genetics 9: 341-2 (1995). Genotipificagéo foi executada em 10 ng de DNA

gendmico de acordo com as instru¢des do fabricante.
A lista de polimorfismos genotipados nesta analise, incluindo
cadigo do local de.CGP interno, gene, caminho, referéncia de banco de da-
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dos e efeito, é dada na tabela 2.
Tabela 2A

Polimorfismos Genotipados

pg local id Gene rs_numero Descricao.
5284 ABCC2 hCV11305436 intrdnico
4786 ABCC2 rs2273697 A>G 1417V
4783 ABCC2 1s2756104 intrénico
4784 ABCC2 rs2756109 intrénico
4785 ABCC2 rs3740066 T>C 11324l
4782 ABCC2 rs717620 ' néo traduzido
4797 ABCC2 rs8187710 A>G Y1515C
5286 ACE hCV1247681 intrénico
4766 ACE rs4293 ~ intrénico
4769 ACE rs4317 C>T P32S
4767 ACE rs4329 intrénico
4768 ACE 1s4362 C>T F1129F
400 ACE 54364 A>C S712R
1345 ACE | ins/del
4746 'ACE2 1s2285666 intrénico -
1669 ACE2 rs879922 intrénico
4773 AGT rs1926723 intrénico
1667 AGT (54762 T>C M207T
2 AGT 15699 C>T T268M
4772 AGT rs943580 genémico
4796 AGTR1 rs2638362 intrénico
4780 AGTR1 rs3772616 intrénico
411 AGTR1 rs5182 C>T L191L



Polimorfismos Genotipados

pg_local id

5287
1445
186

4795
5288
4787
4789
575

4788

3541
4792
482

4791

4464
4793
5292
1513
4771
4794
4770
2407
1676
5285
4790
4798

AGTR2
AGTR2-LD

AGTRAP .

AGTRAP
CYP11B2
CYP11B2
CYP11B2
CYP11B2
NOS3
NOS3
NOS3
NOS3
NOS3
REN
REN
REN
REN
RENBP

 RENBP

" RENBP
TGFB1
TGFB1
TGFB1

46

Tabela 2B

rs_numero

hCV1841569
rs1403543
rs5193
rs4497127
hCv516817
rs4073574
rs4539
rs4544’
rs4545
rs6431
rs1007311

' rs1799983

rs1800779
rs1800780

' 1s891512
;s11571092

rs1464816
r33730103
rs6704321
rs2269371
rs2269372
rs762656
hCV11707868
rs2241717
rs8105161

‘Descricao

Nao traduzido
Néo traduzido
gendémico
intréhico
gendémico
G>A R173K
C>T T339I
A>G S435G
intrénico
intrénico
G>T E298D
gendémico
intrénico
intrénico
intrénico
intrénico
intrénico
C>G P403A
G>A G274D
intrénico
gendmico
intrén.ico :
intrénico

intrénico

Andlise estatistica. Estudos de associagdo de gendtipo-fendtipo

e analises relacionadas foram realizados em SAS (Cary, NC, USA) usando
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Analyst®.

Testes de associagdo usaram genétipos categoricos como a va-
ridvel independente, com nenhuma suposi¢gdo sobre a dominéncia, é as va-
rias varidveis de eficacia como variaveis dependentes. Os testes de varia- |
veis dependentes continuas usaram uma andlise ANCOVA, e a regressao
logistica foi usada para variaveis dependentes categéricas. As co-variaveis
na analise de associacao de gendtipo-fendtipo foram: tratamento, regido de
estudo e medicao de linha de base. |

A analise ANCOVA foi repetida com 0 mesmo modelo para cada
grupo de tratamento. Além disso, a percentagem de responders foi analisada .
por meio de um modelo_ de régresséo Idgl’stico com tratamento e regido co-
mo fatores e linha de base como uma co-variavel. As associagdes com p <
0,05 no conjunto de dados completo foram consideradas significativas. ,

Enzima de conversdo de angiotensina (ACE). Ang | é convertida
no octapeptn’déo.ativo Ang Il pela enzima de conversdo de angiotensina (A-
CE). SNP_4769 foi genotipado nos pacientes junto com seis outros pdlifhor-
fismos nesta enzima critica no RAS. Associagdo significativa foi vista entre
SNP_4769 e a variavel de eficacia principal de redugdo de MSDBP a partir
da linha de base (p=0,0058), e com a variavel secundaria da relagao de res-
pondér (p=0,001). Para a outra varidvel secundaria de redugao de MSSBP a
partir da linha de base, ndo houve associagao significativa, mas apenas a
mesma tendéncia vista (p=0,0745). | |

Ouando a analise ANCOVA foi repetida para cada grupb de tra-
tamento, a associagcao foi apenas detectada para os grupos tratados com
aliskiren, mas nao os grupos ibesartan ou placebo. Nenhuma associagao

‘significativa foi encontrada entre quaisquer SNPs e os parametros secunda-

rios da atividade de renina de plasma (PRA) e da renina ativa (AREN). Os

efeitos especificos do aliskiren sdo mostrados na tabela 3.



10

- 15

48

Tabela 3

Efeito de Variacoes de ACE e AGTR2 sobre MSDBP, MSSBP Relacdo de
Responder nos Grupos Tratados com Aliskiren

SNP_4769 SNP_1445 SNP_4795

. IT CT CC M AG GG GG GA AA
n 278 14 0 106 69 118 106 72 115
"Redugdo de

MSDBP (mmHg)  -111 47 NA -112 -132 -93 -11,1 -133 -90
P  0,0058" 0,0074* 0,0022*
Redugdo de 137 -62 NA -139 -157 -118 -136 -163 -115
MSSBP ~

p | 0,0384* ~0,1360 0,0479*

Relagédo de Res- 69% 14% NA 74% 71% 58% 74% 73% 56%

ponder '

D 00024 0,1399 | 0,0382*
| SNP_4769 é um SNP de codificagdo que muda a seqijéncia' de
aminoécido de prolina para serina no cédon 32 na enzima ACE. O polimof-
fisfno ACE I/D (presenga ou auséncia de uma sequéncia de repetigao Alu de
287 pb nd intron 16) tém sido.associado com a regulacéo do nivel e da ativi-
dade de ACE e suas ramificacbes no RAS. Rigat B et al., J. Clin. Invest.
86(4): 1343-6 (1990). - | ,

Receptor de Angiotensina Il tipo 2 (A'GTRZ). AGTR2 codifica 0
receptor de angiotensina ll, tipo ll. O receptor de_angiotenéina lfdotipoléo
alvo de varios farmacos anti-hipertensivos. Os sinais de Ang Il através da
ligacdo ao receptor do tipo | para induzir o aumento da vasoconstricdo e da
presséo arterial. O receptor de angiotensina Il do tipo Il tem sido mostrado
ihibir a atividade de ACE e atenuar as agdes mediadas pelo receptor do tipo
I, desse modo causando a vasodilatagdo. Hunley TE et al., Kidney Int. 57(2):
570-7 (2000); Ichiki T et al., Nature 377(6551): 748-50 (1995).
A associagdo significativa foi vista entre os AGTR2 SNPs

(SNP_1445 ¢ SNP_4795) e a variavel de eficacia principal de redugcao de
MSDBP a partir da linha de base (p=0,0078 e 0,0004 respectivamente).

SNP_4795 também demonstrou associacao significativa com a variavel se-
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cundaria de redugdo de MSSBP a partir da linha de base (p=0,0245), mas
néo com o outro parametro secundario de relagdo de responder. SNP_1445
neste interim ndo mostrou associagdo significativa com os parémetros se-
cundarios. Nenhuma associagéo significativa foi encontrada entre quéisqder |
SNPs e os pardmetros secundarios da atividade de renina de plasmé (PRA)
e renina ativa (AREN). | -
Quando a andlise ANCOVA foi repetida para cada grupo de tra-
tamento, a associagao foi apenas detéctada péra 0s grupos tratados com
aliskiren, mas ndo os grupos ibesartan ou placebo. Os efeitos do genétipo
nos pacientes tratados com aliskiren sdo mostrados acima na tabelé 3.
Ambos os SNPs séo de ndo codificagio. SNP_1445 esta na re-
gido ndo traduzida do gene AGTR2, e SNP_4795 esta na regido genc‘)mica ‘
com desequilibrio de ligagao ao gene AGTR2. _
Discussdo. Em sumario, uma variante no gene ACE e dois SNPs
no gene AGT_RZ.mostraram associagao significativa com o principal parame- |
tro MSDBP. A variante de ACE e uma das variantes de AGTR2 também

~ mostraram associagdo significativa com os pardmetros secundarios de

MSSBP ¢ a relagao de resp'onder. A segunda variante de AGTR2 néo mos-

trou associagao significativa, mas apenas a mesma tendéncia aos parame-

tros secundarios. Este efeito do gendtipo foi apenas visto nos grupos trata-

dos com aliskiren, mas ndo nos grupos ibesartan ou placebo. Portanto, o
efeito descrito acima é um efeito farmacogenético especifico'd'e aliskiren.

O efeiio da variante de ACE é .particularmente’int_eressahte devi-
do a diferenca entre os genétipos de TT e CT parecer um tanto quantb dra-
matica (reducdo de MSDBP 11,1 vs 4,7 mm de Hg, reducdo de MSSBP 13,7
vs 6,2 mm de Hg, e relagao de responder 69% vs 14%). Nenhum genétipo
de homozigoto CC foi visto dentre os pacientes, o que torna a freqiiéncia do

alelo detectada mais inferior do que a freqliéncia do alelo reportado SNP DB

de 0,1. ,
Ao segregar a resposta de aliskiren por genotipo, a relagao de
resposta para o genotipo aumenta até aproximadamente 70%. A implicagao

é que este resultado pode ajudar a envenenar o aliskiren no mercado anti-
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hipértensivo congestionado ao suportar a maioria da populagéo geral (cerca
de 80% de acordo com a frequéncia do alelo SNP DB, mas podé ainda ser
maior como visto nesta andlise) tendo melhor relacdo de resposta, como
mostrado na figura 1. Ele pode também prover uma maneira de ajudar a re-
crutar responders potencialmente "melhores" a aliskiren nos estudos futuros.
| Os dois SNPs no gene AGTR2 estdo muito provavelmente em
desequilibrio de ligagao.
Os SNPs reportados ndo mostraram associagdo com as medi-
¢bes de linha de base de MSDBP e MSSBP, novamente sugerindo que o

efeito genético é um efeito farmacogenético relacionado a aliskiren.

Exemglo 1]

- Analise da Farmacogenética Clinica para o Estudo Clinico de A2203

Introdugdo e Sumdrio. Uma andlise da farmacogenética retros-
pectiva foi conduzida em uma tentativa de avaliar a associagao potencial
entre a variagdo genética e os resultados clinicos em um estudo clinico. Vi-
de, EXEMPLO I. Subsequentemente, 0s resultados de um outro estudo clini-
co (A2203) foram considerados para a analise de replicagdo. Especificamen-
te, fbram examinados 48 polimorfismos erh 12 genes a partir do sistema de
renina-angiotensina-aldosterona (RAS) ou previamente implicados na regu-
lagdo de pressio arterial. '

No exemplo |, assoCiagées significativas foram vistas entre um
polimorfismo no gene da enzima de conversdo de angiotensina (ACE), dois
polimorfismos no gene do receptor de angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2), e
os parametros clinicos de redugédo da pressao arterial diastdlica e sistolica
média em repouso.' Estes efeitos ndo foram encontrados no tratamento com
irbesartan e placebo. Adicionalmente, para a variante ("missense") de ACE
(Pro32Ser) associada com resposta reduzida, verificou-se uma frequiéncia
de alelo C (Pro) muito mais alta em negros do que em caucasianos '(19/154
vs. 2/790). | -

| Neste exemplo, todos os quatro pacientes com o residuo serina
(alelo C) eram negros. Devido ao numero extremamente baixo de pacientes
com alelo C, uma andlise ndo poderia ser conduzida para este SNP com o
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mesmo modelo como no exemplo. Além disso, a associagdo dos dois SNPs:
no AGTR2 encontrado no exemplo | ndo foi replicada. |
O estudo clinico neste exemplo (A2203) foi um estudo de grupo

paralelo, aleatério, duplo cego, multicentralizado, multifatorial, placebo- |
controlado para avaliar a eficacia e a segurahga de combinagdes de aliskiren
e valsartan em comparagao as suas monoterapias de componente e a com-
binagéb de valsartan e hidroclorotiazida (HCTZ) em pacientes hipertensos.
Os objetivos principais deste exemplo foram acessar os efeitos de redugao
da presséo arterial da combinagdo de aliskiren e valsartan (75/80 mg,
150/160 mg e 300/320 mg) em comparagdo as suas monoterapias de com-
ponente administradas por 6 semanas em pacientes com pressao arterial
diastlica média em repouso clinica ((MSDBP] 2 95 mm de Hg e < 110 mm
de Hg) e acessar os efeitos de reducédo da presséo arterial de aliskiren 75
mg, 150 mg e 300 mg dados sozinhos versus placebo administrado por 6 |

- semanas em pacientes com presséo arterial diastolica média em repouso

clinica ((MSDBP] = 95 mm de Hg e < 110 mm de Hg). Os grupos de trata-
mento foram geralmente comparaveis em caracteristicas demogréficas e
linha de base, com idade média de 56 anos, 56% de machos e 6,8 % de ne-
gros. ,
| A variavel de eficacia principal, mudanga de linha de base em
MSDBP para monoterépia com aliskiren vs. placebo, foi estatisticamente
significativa para o grupo de aliskiren a 300 mg. A magnitude total dé redu-
¢ao de pressao sangijinea para ambas as monoterapiaé foi consistente com
aquela vista nos estudos anteriores. A magnitude do efeito do placebo entre-
tanto, maior do que esperado e maior do que aquele visto nos estUdos com
aliskiren anteriores. A redugéo da presséo sanguinea com a combinag:éo d'e
aliskiren e valsartan foi menor do que aquela observada com hidroclorotiazi-
da (HCTZ) 12,5 mg/valsartan, e a aditividade foi menor na dose maxima de
aliskiren 300 mg/valsartan 320 mg do que nas combinacdes de resisténcia
inferior. 7 ' ,

Objetivos da Andlise Farmacogenética. A analise farmacogenéti-

ca retrospectiva foi conduzida em todos os pacientes que tinham consentido
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em-prover amostras para a investigacao farmacogenética. A meta principal
foi identificar as associagdes entre variagao genética e variagoes na eficécia
de tratamento com aliskiren, acessado principalmente por MSDBP e em se-
gundo lugar por MSSBP e a relagdo de responder. -

A abordagem do gene candidato foi usada para selecionar 48
po'limorfismos em 12 genes a partir do RAS ou previamente associados com
a regulagao dé pressdo arterial (tabela 4). Todas as amostras disponiveis
foram genotipadas para cada SNP. Os estudos de associagao foram a se-

guir realizados como descrito no exemplo |.
Tabela 4

Genes candidato selecionados para a analise farmacogenética

Simbolo do Gene Nome do Gene

- RENBP ~ Proteina de ligag&o renina
REN renina .
ACE enzima de conversdo de angiotensina | (peptidil-
| dipeptidase A) 1
ACE2 - enzima de conversdo de angiotensina | (peptidil-
o _ - dipeptidase A) 2
AGT angiotensinogénio
AGTR1 Receptor de angiotensina Il tipo 1
AGTR2 Receptor de anglotensma I, tipo 2
ABCC2/MRP2 - Cassete de ligagdo ATP, subfamllla C (CFTR/MRP)
‘ membro 2 ‘
AGTRAP Proteina associada ao receptor de angiotensina Il
. CYP11B2 citocromo P450, familia 11, subfamilia B, polipeptideo
2, aldostrerona sintase
TGFB1. Fator de crescimento da transformacao, beta 1
NOS3/eNOS - Oxido nitrico sintase 3 (célula endotelial)

Amostras. Os pacientes que participam no éstudo clinico A2201
(vide, EXEMPLO 1) e no estudo clinico A2203 foram solicitados fornecer um
consentimento separado para a participacdo na andlise farmacogenética. As
amostras de sangue de todos os pacientes que consentiram foram coletadas
nos sitios de estudo individuais e a seguir expedidas para Covance (India-
napolis, IN). O DNA genémico de cada paciente foi extraido do sangue por
Covance usando o.PUREGENE® DNA Isolation Kit (D-50K) (Gentra, Minne-
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apblis, MN) e expedido para NIBR para genotipificagéo.'Ultimamente, 511
pacientes do estudo clinico no exemplo | (A2201) foram genotipificados com
relacdes aproximadamente iguais de cada subdivisdo do tratamento. Seis-
ce'ntos e oitenta e quatro pacientés de A2203 foram genotipificados com re-
lacdo de 3:1 de numeros de paciente em subdivisbes da monoterap_ia com
placebo e aliskiren para outras subdivisdes do tratamento.

A variavel de eficécia principal foi a mudanga de MSDBP (redu-
¢do em MSDBP a partir da linha de base no ponfo final). As variaveis de efi-
cacia secundaria sao a mudan'ga de MSSBP (redugédo em MSSBP a partir da
linha de base na ponto final), relagao de responder, reducdo na atividade de
ren_ina de plasma (PRA) e aumento ha renina de plasma ativo (AREN) a par-

- tir da linha de base.

Genotipificacdo. Ensaios de SNP foram projetados usando in-
formagao da base de dados de dbSNP publiéo e da base de dados de Cele-
ra/ABI proprietaria. Os conjuntos de sonda resultantes para o ensaio de ge-
notipificagdo foram gerados para ABI's Assays-by-Design® platform. Livak
KJ et al., Nat. Genet. 9: 341-2 (1995). A genotipificagao foi realizada em 10
ng de DNA gendmico de acordo com as instrugdes do fabricante.

Polimorfismos genotipificados. A lista de polimorfismos genotipi;'
ficados neste estudo, incluindo cod|go do local, gene referéncia e efeito da
base de dados, é dada na tabela 5.

Tabela 5

Polimorﬁsmoé Genotipificados

pg_local_id ~ gene rs nimero  Descricdo
5284 _ - ABCC2 hCV11305436 intronico
4786 ABCC2  rs2273697 - A>G 1417V
4783 ABCC2 rs2756104 intrénico
4784 | © ABCC2 rs2756109 mtronlco
4785 ABCC2 rs3740066 T>C |1324|
4782 ABCC2 rs717620 nao traduzido
4797 ABCC2 58187710  A>G Y1515C

5286 ‘ ACE hCV1247681  intrdnico



pg local id
4766

4769

4767
4768
400

- 1345

4746
1669
4773
1667
2
4772
4796
4780
411
5287
1445
186
4795
5288
4787
4789
575
4788
3541
4792
482
4791
4464
4793
5202

54

gene
ACE

ACE
ACE
ACE
ACE
ACE
ACE2
ACE2
AGT
AGT
AGT
AGT
AGTR1
AGTR1
AGTR1

- AGTR2

AGTR2
AGTR2
AGTR2-LD
AGTRAP

- AGTRAP

CYP11B2
CYP11B2
CYP11B2
CYP11B2
NOS3
NOS3
NOS3
NOS3
NOS3
REN

rs_numero

rs4293
rs4317
rs4329
rs4362
rs4364

rs2285666
rs879922
rs1926723
rs4762 .
rs699
rs943580
rs2638362
rs3772616
rs5182
hCV1841569
rs1403543
rs5193
rs4497127
hCv516817
rs4073574
rs4539
rs4544
rs4545
rs6431
rs1007311
rs1799983
rs1800779
rs1800780
rs891512
rs11571092

Descricao
intrénico
C>TP32S
intrénico
C>T F1129F
A>C S712R
ins/del
intrénico
intrénico
intrénico |
T>C M207T
C>T T268M
gendmico
intrénico
intrénico
C>T L191L

nao traduzido
nao traduzido
gendmico
intronico
gendmico
G>AR173K
C>T T339!
A>G S435G
intrénico
intrénico
G>T E298D
gendmico
intrénico
intrénico

intrénico
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~ pg_local_id | gene rs_numero Descricao
1513 ' REN rs1464816 intronico
4771 B REN rs3730103 °  intronico.
4794 REN rs6704321 C>G P403A
4770 RENBP rs2269371 G>A G274D_
2407 : RENBP rs2269372 intrénico
1676 RENBP rs762656 gendmico
5285 . TGFB1 hCV11707868 intrbnico
4790 TGFB1 rs2241717 intrénico
4798 - TGFB1 rs8105161 intrénico

Anélise Estatistica. Os estudos de associacdo de genétipd-

. fendtipo e as andlises relacionadas foram realizados em SAS (Cary, North

Carolina) usando Analista.
Os testes de associagdo usaram gendtipos categéricos como a

variavel independente, com nenhuma suposi¢éo sobre a dominancia, e as

vérias variaveis de eficacia como varidveis dependentes. Os testes de varia-

~ veis dependentes continuas usaram uma andlise ANCOVA, e a regressao

logistica foi usada para varidveis dependentes caiegéricas. Note que ne-
nhum dos résultadds tem sido ajustado para testagem de hip6teses multi-'
plas. Um limiar de p < 0,05 foi usado para definir associag0es sugestivas. As
co-vériéveis na andlise de associacdo de genétipb-fenétipo foram: (1) nivel
da dose de tratamento; (2) regido de estudo codificada .como STU1A em
A2201 (vide exemplo 1) ou REGIAO em A2203; (3) medig&o da linha de base
de MSDBP e MSSBP; e (4) raca. A andlise foi realizada em todas as amos-
tras a partir das trés subdivisdes de aliskiren primeiro. Quando associagdes |
sugestivas foram vistas, a mesma andlise foi feita nas subdivisdes irbesartan

e placebo.
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Tabela 6

Caracteristicas Demoqréfipas e de linha de base de MSDBP de pacientes
genotipificados (média + SE) .

A2203 (este exemplo)

A2201 (vide exemplo 1)

Tratamen- N= BMI idade Linha de Tratamento N=

{o.
Aliskiren
150 mg

Aliskiren
300 mg

Aliskiren
600 mg

Irbesartan
150 mg

Placebo

base

99 31,01z 54,15C 98,76+
067 1,30 0,34
96 30,79+ 55,93+ 99,16+
0,58 1,03 0,36
101 30,53+ 55,97+ 98,90+
065 1,08 0,38

99 31,81+ 56,66+ 99,41+

072 121 0,40
103 30,65+ 58,21+ 98,89+
0,60 1,15 0,33

Aliskiren 75mg 102

Aliskiren 150mg 115

Aliskiren 300mg 102

Valsartan 80mg 39

Valsartan 33
160mg

Valsartan 34
320mg

Aliskiren 75 mg 35
e Valsartan
80mg

Aliskiren 150 . 34
mg e Valsartan
160mg

Aliskiren 300 41
mg e Valsartan
320mg

Valsartan 41

160mge HCTZ
12,5mg

Placebo 108

idade  Linha de
base
'MSDBP
54,73+ 98,69+
1,37 0,28
55,83 + ,99’471
1,18 035
57,09 + '99,26+
1,22. 0,34
58,08+ 99,30+
1,77 0,61
53,45+ 98,87+
215 069
55,50 + 99,162
1,65 057
55,43 + 99,73+
1,95 0,64
56,26+ 99,32+
1,94 0,61
57,10+ 98,82+
1,86 0,46
55,41+ 98,83+
1,93 055
55,80 = 98,86+
124 029

ACE. SNP 4769 foi genotipificado nos pacientes junto com ou-
5 tros seis polimorfismos nesta enzima critica no RAS. A associagao Significa-
tiva foi vista entre SNP 4769 e a variavel de eficacia principal, reducdo da
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Iinha de base MSDBP (p=0,023), e com a variavel secundaria, relagdo de
responder (p=0,0048). Para a outra varidvel secundaria, a rédugéo de
MSSBP a partir da linha de base, ndo houve nenhuma associagio significa-
tivé mas apenas a mesma tendéncia vista (p=0,14).

Quando a analise ANCOVA foi repetida com 0 mesmo modelo

‘para cada grupo de tratamento, a associagdo foi apenas detectada para os

grupos tratados com aliskiren, mas néo os grupos ibesartan ou placebo. Os
efeitos especificos do aliskiren sao mostrados na tabela 7. Nenhuma associ-
acao significativa foi verificada entre quaisquer SNPs e 0s parametros da
atividade de renina de plasma (PRA) e renina ativa (AREN).

' Tabela 7

Efeito de variacGes de ACE e AGTR2 sobre 'MSDBP., MSSBP e relacdo de

responder em grupos tratados com aliskiren em A2201 (* denota significan-

cia, p<0,05)
SNP_4769 SNP_1445 SNP_4795
~TT CT CC AA AG GG GG GA AA
n | 278 14 0 106 69 118 106 72 115

Redudo de LSME- -11,4 -56 NA -11,0 -133 -94 -108 -134 -9,2
AN de MSDBP (mm o |

de Hg) _
p 0,023* 0,0071* . 0,0026*
9,8 -10,8 -14,2

9,6

Redugdo LSMEAN -11,7 -59 NA -112 -138
de MSSBP (mm de

Hg)

p 0,14 0,13 0,046*

Relacio de Res- 70% 14% NA 75% 71% 58% 75% 74% 57%
ponder ‘

p | 0,0048" 0,17 0,060

_ SNP_4769 é um SNP de codificagao que muda a sequéncia de
prolina para serina no cédon 32 na isoforma 2 e 3 da enzima ACE. O poli-
morfismo de ACE I/D (presenc¢a ou auséncia de uma sequéncia repetida de

287 bp Alu em intron 16) tem sido associado com a regulagem e a atividade
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do nivel de ACE e suas ramificagdes no RAS. Rigat B et al., J. Clin. Invest.
86(4):1343-6 (1990). Neste exercicio, foi testada a ACE I/D e nao observou- .
se nenhuma associagdo com a resposta de aliskiren. SNP_4769 é localizada
no 122 intron da codificagdo do gene de ACE para isoform somatico, e € lo- |
calizada no primeiro exon da codificagcdo do gene para o segundo e terceiro
iséforms. ACE I/D é localizada no 162 intron, que é o mesmo bloco de dese-
quilibrio de ligacao que de SNP_4769 nas popula¢des caucaseanas, africa-
nas americanas, e chinesas caracterizadas (SNPbrowser, Applied Biosys-
tems, Foster City, California). | |
AGTR2. O receptor de angiotensina Il do tipo Il tem sido mostra-
do para inibir a atividade de ACE e atenuar o as acbes mediadas do receptor
do tipo I, dessa maneira causando vasodilatagdo. Ichiki T et al., Nature
377(6551):748-50(1995); Hunley TE et al., Kidney Int. 57(2):570-7 (2000).
Uma associagao significativa foi vista entre SNPs 1445 e 4795 e -

‘a variavel de eficacia primaria, redugdo de MSDBP da linha de base

(p=0,0071 e 0,0026 respectivamente). O SNP 4795 também demonSfrou
associacao significativa com a variavel secundaria, reducdo de MSSBP da
linha de base (p=0,046), mas ndo com o outro parametro secundario, taxa

de responder. Nesse meio tempo, o SNP 1445 ndo mostrou associagao sig-

“nificativa com os parametros secundarios. Nenhuma associag¢éo significativa

foi encontrada entre quaisquer SNPs e os parametros secundarios PRA e
AREN. . _y | |

Quando a analise ANCOVA foi repetida com o mesmo modelo
para cada grupo de tratamento, a associagéo s6 foi detectada nos grupos
tratados com aliskiren, mas ndo nos grupos de placebo ou ibesartan. Os e-
feitos do genotipo em pacientes tratados com aliskiren sao most_rados acima
na tabela 7. '

Quando tentando replicar as associagdes vistas com esses dois
SNPs em A2203 e nos bragos tratados com aliskiren, os resultados nao re-
plicaram (p> 0,05). Nenhuma tendéncia de associagao foi observada, tam-
bém. No resumo dos resultados dos estudos clinicos preliminarios, devido a

uma resposta de placebo maior do que previamente visto (8,6 mmHg), dose-
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resposta e magnitude de efeitos subtraidos de placebo para o tratamento de
aliskiren foram inferiores ao esperado. Essa inconsisténcia poderia ter con-
tribuido, pelo menos parcialmente, para a falta de replicagdo da associacdo

de AGTR2.
Esses dois SNPs sdo, ambos, nio-codificados. O SNP 1445 es-

‘td em uma regido n&o traduzida do gene AGTR2, e o SNP_4795 é de uma

regido gendémica com desequilibrio de ligagdo com o gene AGTR2. Pelo me-
nos em chinés, esses dois SNPs estdo no mesmo bloco de desequilibrio de
ligacdo (SNPbrowser, Applied Biosystems, Foster City, Calif.).

Discussado. Essa andlise identificou polimorfismos em dois genes

com associacdes significativas com varidveis de resultado clinico no estudo

~ de A2201 (vide o EXEMPLO I). Uma variante no gene de ACE e dois SNPs' '

no gene de AGTR2 mostraram a'ssociagéo significativa com o parametro
primario MSDBP. A variante de ACE e uma das variants de AGTR2 também
mostraram 'associagéo significativa com os parametros secundarios MSSBP

‘e a taxa de responder. A segunda variante de AGTR2 ndo mostrou associa-

- ¢ao significativa mas somente a mesma tendéncia para os parametros se-

cundarios. Esse efeito do genétipo s6 foi visto nos grupos tratados com alis-
kiren, mas ndo nos grupos com ibesartan ou placebo. Portanto, o efeito des-
crito acima sugere ser um efeito farmacogenético especifico do aliskiren. |

O efeito da variante ACE Pro32Ser é particularmente interessan-
te, pois a diferenga entre 0s gendtipos TT e CT parece ser bastante drastica
(reducdo de MSDBP 11,4 versus 5,6 mm Hg, redugéo de MSSBP 11,7 ver-
sus 5,9 mm Hg, e taxa de responder 70°/_o versus 14%). Entretanto, nenhum
genotipo homozigoto CC foi viéto entre todos os pacienies. Isso torna a fre- . :
qt‘néncia de alelo- detectada muito mais baixa do que a frequéncia de alelo
reportada para SNP DB de 0,1, e o nimero total de paciente com o genotipo
CT em um lado muito pequeno. Descobriu-se Um‘a freqtiéncia de alelo C
mais alta em negros do que em caucasianos (19/154 versus 2/790). Em
A2203, iodos 0s 4 pacientes com o residuo de serina (alelo C) eram negros.
Devido o numero extremamente pequeno de paciente com alelo C, andlise
A2203 nao pode ser conduzida com 0 mesmo modelo.
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Os polimorfismos de ACE e sua influéncia sobre a concentragao
de plasma da enzima ACE e a pressao arterial foram observados pri'ncipal-
mente em africanos e populagoes afro-americanas. Bouzekri N et al., Eur. J.
Hum. Genet 12(6):460-8 (2004); Cox R et al, Hum. Mol. Genet.
11(23):2969-77 (2002); Zhu X et al., Am. J. Hum. Genet. 68(5):1139-48
(2601). A observagao de freqliéncia de alelo mais alta de SNP_4769 no ge-
ne de ACE em pacientes negros a partir de dois estudos de SPP100 garante
uma investigacdo adicional da influéncia funcional que esse polimorfismo
pode ter sobre o nivel ou atividade de ACE. Além disso, a mudanca do ami-
noacido no cédon 32 é especulada para estér no isoform da enzima de testi-
culos. | | | |

Quando segregando resposta de aliskiren pelo genoétipo, a taxa
de resposta para o gendtipo TT aumenta para aproximadamente 70%. A im-
plicacdo é que esse resultado pode ajudar a posi¢do do farmaco no mercado |
anti-hipertensivo abarrotado por se direcionar para a maioria da populagao
em geral (cerca de 80% de acordo com a freqliéncia de alelo SNP DB, p'ode»
até ser maior como visto nesse estudo) que teve o gendtipo TT associado
com a taxa de resposta melhor, como visto na ﬁgura 2. Pode proVer também
uma maneira de ajudar a recrutar responders potencialmente "melhores"

para o aliskiren em estudos futuros. _
Os dois SNPs no gene AGTR2 sdo muito semelhantes no dese-

quilibrio de ligagdo, pois a regido de cromossomas ao redor desse local esta

amplamente em um bloco de desequilibrio de ligagdo. A fungédo de sinaliza-
cdo de Ang Il através do receptor do tipd Il tem sido menos estudada em
comparacao com do receptor do tipo |I. Essa descoberta poder ainda sugerir
envolvimento de AGTR2 na fungé@o de Ang Il na regulagem da presséo arte-
rial a jusante para a inibicao de renina. |

Esses SNPs reportados ndao mostraram associagdo com as
mensuracdes de linha de base de MSDBP e MSSBP. Isso sugere que o efei-
to genético € um efeito farmacogenético relacionado ao aliskiren.

Equivalentes
Os detalhes de uma ou mais modalidades da invengdo séo a-
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nunciados na descricdo de acompanhamento acima. Embora quaisquer me-
todos e materiais similares ou equivalentes a esses descritos aqui possam
ser usados na pratica ou para testar a presente invengédo, os métodos e ma-
ter.iais preferidos estao agora descritos. Outros aspectos, objetos e vanta-
gens da invencdo serdo aparentes a partir da descricdo e das. reivindica-
¢des. Na especificagdo e nas reivindicagdes anexadas, as formas singulares
incluem referentes no plural, a menos que o contexto claramente determine
de outra maneira. A menos que de outra maneira definido, todos os termos
técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo significado como comumen-
te compreendido pela pessoa de conhecimento comum na técnica & qual
essa invenc¢ao pertence. Todas as réferéncias citadas aqui sdo incorporadas
aqui por referéncia em sua inteireza e para tcdos os fins, na mesma exten-
sdo como se cada publicago, patente, ou pedido de patente individual fosse
especificamenté e individualmente indicada para ser incorporada por refe-
réncia ém sua inteireza para todos os fins. '
A presente invengdo ndo deve ser limitada em termos das moda-
lidades em particular descritas neste pedido, as quais pretendem ser simples
ilustracdes de aspectos individuais da invengdo. Muitas modificagdes e vari-
a¢des desta invengdo podem ser feitas sem se afastar de seu espirito e es-
copo, como ficara claro para aqueles versados na técnica. Funcionalmenté
métodos e aparelhos equivalentés, dentro do escopo da invengdo, em adi-
¢cao aqueles enumerados aqui, serdo aparentes para aqueles versados na

técnica a partir das descrigdes anteriores. Tais modificagbes e variagoes pre-

tendem estar dentro das reivindicacdes anexadas. A presente invengao deve

ser limitada somente pelos termos das reivindicacbes anexadas, junto com o

escopo todo de equivalentes ao quais tais reivindica¢des tém direito.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de aliskiren na fabricagcdo de um medicamento para o .
tratamento de hipertensdo em uma populacao de pacientes selecionada, em
que a populagéo de pacientes € selecionada na base de polimorfismos ge- |
néticos em genes biomarcadores presentes no paciente, em que os‘polimor-
fis'mos genéticos sio indicativos da eficacia de aliskiren no tratamento de
hipertensao. ,

2. Uso de acordo com a reivindica¢do 1, em que polimorfismos
genéticos sdo selecionados a partir do grupo que consiste em SNP_4769 no
gene da enzima de conversdo de angiotensina (ACE); SNP_1445 no gene
de receptor de a'ngiotensinaA Il, do tipo 2 (AGTR2); SNP_4795 no gene de
AGTR2; e combinages dos mesmos. | |

3. Método para determinar a sensibilidade de um ihdividuo com
hipertens&o para o tratamento com um agente anti-hipertensivo, compreen- -
dendo as etapas de; | ' »

(a) bbtengéo, para duas cépiaé de genes presentes no individuo,
a identidade dos pares de nucleotideos em um ou mais locais genéticos po-
limérficos, em que os locais genéticos sao selecionados a partir do grupo
que consiste em gene de enzima de conversdo de angiotensina (ACE), o

“gene receptor de angiotensina Il, tipo 2 (AGTR2), e combinagbes dos mes-

mos; e ,

(b) designacdo do individuo para um grupo de respondelr "alto"
se os pares de nucleotideos nos locais polimoérficos indica’m que 0 ind'iv;l’duo
é sensivel ao tratamento com o agente anti-hipertensivo.

4. Método de acordo com a reivindicagao 3, em que 0s polimor-
fismos genéticos sao selecionados a partir do grupo que consiste em
SNP_4769 na enzima de conversado de angiotensina (ACE); SNP_1445 no
receptor de angiotensina Il, do tipo 2 (AGTR2); SNP_4795 no gene de AG-
TR2 gene; e combinagbes dos mesmos.

5. Método de acordo com a reivindicagao 3, em que o agente
anti-hipertensivo é aliskiren.

6. Método para tratar hipertensdo em um individuo, que compre-
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ende as etapas de:
- (a) obtencgéo, para duas copias de genes presentes no individuo,

a identidade dos pares de nucleotideos em um ou mais locais genéticos po-
limérficos, em que os locais gehéticos sao selecionados a partir do grupo
que consiste em gene de enzima de conversdo de angiotensina (ACE), o

‘gene receptor de angiotensina Il, tipo 2 (AGTR2), e combinagdes dos mes-

mos; e

(b) ou (i) administrar um agente anti-hipertensivo para o indivi-
duo se o par de nucleotideos nos locais polimérficos indicam que o individuo
é sensivel ao tratamento com o agente anti-hipertensivo, ou (ii) administrar
uma terapia alternativa para o individuo se o0 par de nucleotideos nos locais
polimérficos indica que o individuo nao é sensivel ao tratamento com um
agente anti-hipertensivo. |

| 7. Método de acordo com a reivindicagéo 6, em que os polimor-

fismos genéticos sdo selecionados a partir do grupo que consiste em
SNP_4769_ no gene de enzima de‘ conversdo de angiotensina (ACE);
SNP_1445 no gene do receptor 'de angiotensina i, tipo 2 (AGTR2);
SNP_4795 no gene de AGTR2; e combinagbes dos mesmos.

8. Método de acordo com a reivindicagao 6, em que o agente
anti-hipertensivo é aliskiren. | » .

9. Método para redUgéo da pressao arterial sistélica média em
repouso (MSSBP) em um individuo, compreendendo as etapas de: |

(a) obtencao, para as duas copias de génes presentes no indivi-
duo, a identidade de um par de nucleotideos em SNP_4795 do gene de re-
ceptor de angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2); e |

(b) ou (i) administrar um agente anti-hipertensivo para o indivi-
duo se o par dé nucleotideos em SNP_4795 indica que o individuo é sensi-
vel ao tratamento com um agente anti-hipertensivo, ou (i) administrar uma
terapia alternativa para o individuo se o par de nucleotideos em SNP_4795
indica que o individuo ndo é sensivel ao tratamento com um agente anti-

hipertensivo.
10. Método de acordo com a reivindicagao 9, em que o agente
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anti-hipertensivo é aliskiren. _

11. Método para redugéo da pressao arterial diastolica em um
individuo, compreendendo as etapas de:

(a) obtencdo, para as duas copias de genes presentes no indivi- |
duo tendo uma pressao arterial diastdlica com necessidade de redugéo, a
idéntidade dos pares de nucleotideos em um ou mais locais genéticos poli-
morficos, em que os Iocais'genéticos séo selecionados a partir do grupo que
consiste em gene de enzima de conversdo de angiotensina (ACE), o recep-
tor de angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2), e combinagbes dos mesmos; e

(b) ou (i) administrar um agente anti-hipertensivo paré o indivi-
duo se a identidade dos parés de nucleotideos em um ou mais locais genéti-
cos poliméficos indicar que o individuo é sensivel ao tratamento com um a-
gente anti-hipertensivo, ou (ii) administrar uma terapia alternatiVa para o in-
dividuo se a identidade dos pares de nucleotideos em um ou mais locais
genéticos polimorficos indicar que o individuo nao é sensivel ao tratamento
com um agente anti-hipertensivo.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, em que o agente
anti-hipertensivo é aliskiren.

| 13. Uso de um produto de gene de um gene selecionado a partir

do gfupo que consiste em gene de enzima de conversao de angiotensina
(ACE) e gene de re‘ceptor de angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2) como um
alvo para a atividade do farmaco, em que o uso compreende as etapas de:

(a) contactar o farmaco com o primeiro produto de gene codifi-
cado por um polinucleotideo que tem um par de nucleotideos em unﬁ local
polimérfico na regido de um gene selecionado indicando alta’ sensibilidade
ao tratamento com aliskiren para hlpertensao |

(b) identificar a atividade do farmaco sobre o dito primeiro produ-
to de gene; _ '

(c) contactar o farmaco com unﬁ segundo produto de gene codifi-
cado por um polinucleotideo que tem um par_de nucleotideos em um local
polimérfico na regido do gene selecionado indicando baixa sensibilidade ao

tratamento com aliskiren para hipertenséao;



——— ‘

(d) identificar a atividade do farmaco sobre 0 dito segundo pro-

duto de gene;
(e) identificar as similaridade e diferengas entre a atividade iden-

tificada na etapa (b) e a atividade identificada na etapa (d).
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RESUMO

Patente de Invengdo: "BIOMARCADORES PARA A EFICACIA DE ALIS-
KIREN COMO UM AGENTE HIPERTENSIVO". 3

A presente invencdo refere-se a uma analise farmacogenética
retrospectiva que foi conduzida em uma tentativa de avaliar a associagéo
pot.encial entre uma variégéo genética e o resultado de um estudo clinico de
eficacia de aliskiren como um agente anti-hipertensivo. Quarenta e cinco
polimorfismos foram examinados em doze genes do sistema de renina-
angiotensina-aldosterona (RAS) ou previamente implicados na regulagédo da
pressdo arterial. Associagdes sighificativas foram vistas entre um polimor-
fismo no gene da enzima de conversio de angiotensina (ACE), dois polimor;
fismos nAo gene do receptor de angiotensina Il do tipo 2 (AGTR2), e parame-
tros clinicos da reducdo de presséo arterial sistdlica e diastélica média em

repouso. Estes efeitos ndo foram encontrados com tratamento com irbesar-

“tan e placebo, mas ao invés disso foram especificos ao tratamento com alis-

kiren.
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