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“METODO PARA DETERMINAR UMA SUSCETIBILIDADE A ARRITMIA
CARDIACA OU ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL EM UM INDIVIDUO
HUMANO, E, APARELHO PARA DETERMINAR UM INDICADOR
GENETICO PARA A ARRITMIA CARDIACA E/OU ACIDENTE

5  VASCULAR CEREBRAL EM UM INDIVIDUO HUMANO”
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A arritmia cardiaca € um grupo de condi¢des médicas, em que
a atividade elétrica do coragdo € irregular ou € mais lenta ou mais rapida do
que o normal. Algumas arritmias sdo ameacadoras da vida e podem causar

10  parada cardiaca ou morte subita. Outras causam ou predispdem a outros
sintomas ou doenca agravantes, incluindo o acidente vascular cerebral. A
fibrilacdo € uma forma séria de arritmia, em que o musculo cardiaco se
apresenta com movimento irregular ou tremor devido a falta de unidade na
funcao das células contrateis. A fibrilagdo pode afetar o atrio (Fibrilagdo atrial

15 (AF) ou Flter atrial (AFI)) ou o ventriculo (Fibrilagdo Ventricular (VF)).

A fibrilacdo atrial (AF) € um ritmo cardiaco anormal (arritmia
cardiaca) que envolve as duas camaras cardiacas pequenas, superiores (0s
atrios). As batidas cardiacas em um cora¢do normal come¢am depois que a
eletricidade gerada nos atrios pelo nodo sinoatrial se espalha através do

20  coracdo e causa a contracdo do musculo cardiaco e bombeamento do sangue.
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Na AF, os impulsos elétricos regulares do nodo sinoatrial sdo substituidos
pelos impulsos elétricos desorganizados, rapidos que resultam em batimentos
cardiacos irregulares.

A fibrilagdo atrial € a arritmia cardiaca mais comum. O risco
de desenvolver a fibrilagdo atrial aumenta com a idade - a AF afeta quatro por
cento de individuos nos anos 80. Um individuo pode espontaneamente
alternar entre AF e um ritmo normal (fibrilagdo atrial paroxismal) ou pode
continuar com AF como o ritmo cardiaco dominante sem reversio para o
ritmo normal (fibrilagdo atrial crénica). A fibrilagdo atrial € frequentemente
assintomatica, mas pode resultar em sintomas de palpita¢des, desmaio, dor no
peito ou mesmo insuficiéncia cardiaca. Estes sintomas sdo especialmente
comuns quando a fibrilagdo atrial resulta em uma frequéncia cardiaca que ¢
muito rdpida ou muito lenta. Além disso, 0 movimento erratico dos atrios leva
a estagna¢do do sangue (estase) que aumenta o risco de coagulos sanguineos
que podem viajar do coragdo para o cérebro e outras dreas. Assim, a AF é um
fator de risco importante para o acidente vascular cerebral, a complica¢do
mais temida da fibrilagdo atrial.

Os sintomas da fibrilagdo atrial podem ser tratados com
medicagOes que diminuem a frequéncia cardiaca. Diversas medica¢des assim
como a cardioversdo elétrica podem ser usados para converter a AF em um
ritmo cardiaco normal. As terapias com base em cirurgia e cateter também
podem ser usadas para prevenir a fibrilagdo atrial em certos individuos.
Pessoas com AF sdo frequentemente administradas afinadores do sangue tais
como varfarina para protegé-los de acidentes vasculares cerebrais.

Qualquer paciente com 2 ou mais episodios identificados de
fibrilagdo atrial € dito ter fibrilagdo atrial recorrente. Isto é ainda classificado
em paroxismico e persistente com base em quando o episédio termina sem
terapia. A fibrilagdo atrial € dita ser paroxismica quando ela termina

espontaneamente dentro de 7 dias, mais habitualmente dentro de 24 horas. A
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fibrilagdo atrial persistente ou cronica é a AF estabelecida por mais do que
sete dias. A diferenciacdo de AF paroxismica de cronica ou estabelecida esta
fundamentada na histéria de episédios recorrentes e da duragio do episddio
corrente de AF (Levy S., J Cardiovasc Electrophysiol. 8 Supl, S78-82 (1998)).

A fibrilagdo atrial isolada (LAF) é definida como a fibrilagdo
atrial na auséncia de descobertas clinicas ou ecocardiograficas de doenca
cardiopulmonar.

A fibrilagdo atrial é usualmente acompanhada por sintomas
relacionados com a frequéncia cardiaca rapida ou embolizagdo. As
frequéncias cardiacas rapidas e irregulares podem ser percebidas como
palpitagdes, intolerdncia a exercicio e ocasionalmente produz angina e
sintomas congestivos de encurtamento da respiragio ou edema. Algumas
vezes a arritmia serd identificada com o inicio de um acidente vascular
cerebral ou um ataque isquémico transitério (TIA). Nio ¢ incomum
identificar a fibrilagdo atrial em um exame fisico de rotina ou
eletrocardiograma (ECG/EKG), visto que a mesma pode ser assintomatica em
alguns casos. A fibrilagdo atrial paroxismica é a ocorréncia episddica da
arritmia e pode ser dificil de diagnosticar. Os episddios podem ocorrer com o
sono ou com exercicios e a sua natureza episddica pode requerer
monitoramento de ECG prolongados (por exemplo, um monitor Holter) para
diagnostico.

A fibrilagdo atrial é diagnosticada em um eletrocardiograma,
uma investigacdo realizada rotineiramente sempre que a batida cardiaca
irregular é suspeitada. As descobertas caracteristicas incluem a auséncia de
ondas P, atividade elétrica desorganizada em seu lugar e irregularidade do
intervalo R-R devido a condugéo irregular de impulsos para os ventriculos. Se
AF paroxismica € suspeitada, episédios podem ser documentados com o uso
de monitoramento de Holter (registros de ECG continuos por 24 horas ou

mais longos).
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Embora muitos casos de AF nio tém nenhuma causa definida,
estes podem ser o resultado de varios outros problemas (ver abaixo). Por este
motivo, a fungdo renal e eletrdlitos sdo rotineiramente determinados, assim
como horménio que estimula a tire6ide e uma contagem sanguinea. Um raio
X do térax ¢ em uma maneira geral realizado. Na AF de inicio agudo
associada com dor no peito, troponinas cardiacas ou outros marcadores de
dano ao musculo cardiaco podem ser receitados. Estudos de coagulagio
(INR/aPTT) sdo usualmente realizados, visto que medicagio anticoagulante
pode ser comecada. Um ecocardiograma transesofagico pode ser indicado
para identificar qualquer trombo intracardiaco (Fuster V., ef al., Circulation.;
104, 2118-2150 (2001)).

Flater atrial (AFI) é caracterizado por um ritmo cardiaco
rapido anormal nos atrios. Os pacientes que se apresentam com flter atrial
habitualmente também experienciam fibrilagdo atrial e vice versa (Waldo, A.,
Progr Cardiovasc Disease, 48: 41-56 (2005)). Mecanistica e biologicamente,
AF e AFI sdo assim provaveis de serem altamente relacionados.

AF (e AFI) ¢ ligada a diversas causas cardiacas, mas podem
ocorrer de outro modo em coragdes normais. As associagbes conhecidas
incluem: Pressdo sanguinea alta, Estenose mitral (por exemplo, devido a
doenga cardiaca reumatica ou prolapso de valvula mitral), Regurgitacio
mitral, Cirurgia cardiaca, Doenca da artéria coronéria, Cardiomiopatia
hipertréfica, Consumo de alcool excessivo (“consumo desenfreado de alcool”
ou “coragdo em festa”), Hipertireoidismo, Hiperestimulagdo do nervo vago,
usualmente por ter refeicdes grandes (“compulsio por comida™), Patologia
pulmonar (tal como pneumonia, cincer pulmonar, embolismo pulmonar,
Sarcoidose), Pericardite, Distirbio emocional intenso e Doenca cardiaca
congeénita.

O sistema de condugdo elétrica normal do coragdo permite que

o impulso que ¢ gerado pelo nodo sinoatrial (nodo SA) do coragio seja
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propagado e estimula o miocardio (musculo do coragdo). Quando o miocérdio
é estimulado, este se contrai. E a estimulagio ordenada do miocardio que
permite a contrag3o eficiente do coragio, permitindo deste modo que o sangue
seja bombeado para o corpo. Na fibrilagdo atrial, os impulsos regulares
produzidos pelo né sinusal para fornecer a contragio ritmica do coragdo sfo
subjugados pelas descargas rapidas aleatoriamente geradas produzidas pelas
areas maiores do tecido atrial. Um impulso elétrico organizado no 4trio
produz a contragfo atrial; a falta de um tal impulso, como na fibrilagdo atrial,
produz fluxo sanguineo estagnado, especialmente no apéndice atrial e
predispde a coagulagdo. O deslocamento de um coagulo do atrio resulta em
um émbolo e o dano produzido esta relacionado a onde a circulagfo o leva.
Um émbolo para o cérebro produz a complicagdo mais temida da fibrilagdo
atrial, o acidente vascular cerebral, enquanto que um émbolo também pode
alojar-se na circulagdo mesentérica (a circulagdo que abastece os orgios
abdominais) ou dedo, produzindo o dano especifico de drgio.

O tratamento da fibrilagdo atrial é direcionado por dois
objetivos principais: (i) prevenir a instabilidade circulatéria temporaria; (ii)
prevenir o acidente vascular cerebral. Os métodos mais comuns para se obter
o primeiro inclui o controle da frequéncia e ritmo, enquanto que a
anticoagulagdo € usualmente o método desejado para o ultimo (Prystowsky E.
N., Am J Cardiol.; 85, 3D-11D (2000); van Walraven C, ef al., Jama. 288,
2441-2448 (2002)). Os métodos comuns para o controle da frequéncia, isto &,
para reduzir a frequéncia cardiaca ao normal, incluem bloqueadores beta (por
exemplo, metotprolol), glicosideos cardiacos (por exemplo, digoxina) e
bloqueadores do canal de célcio (por exemplo, verapamil). Todas estas
medicagdes trabaltham pela diminuigdo da geragdo de pulsos a partir dos 4trios
e da condugdo a partir dos atrios para os ventriculos. Outros medicamentos
habitualmente usados incluem quinidina, flecainida, propafenona,

disopiramida, sotalol e amiodarona. O controle do ritmo pode ser obtido pela
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cardioversdo elétrica, isto é, pela aplicagdo de choque elétrico DC ou pela
cardioversdo quimica, usando medicamentos tais como amiodariona,
propafenona e flecainida.

Medidas preventivas para o acidente vascular cerebral incluem
anticoagulantes. Os exemplos representativos de agentes anticoagulantes s&o
Dalteparina (por exemplo, Fragmin), Danaparoid (por exemplo, Orgaran),
Enoxaparina (por exemplo, Lovenox), Heparina (varias), Tinzaparina (por
exemplo, Innohep), Varfarina (por exemplo, Coumadin). Alguns pacientes
com fibrilagdo atrial isolada sdo algumas vezes tratados com aspirina ou
clopidogrel. Existe evidéncia de que a aspirina e o clopidogrel sejam eficazes
quando usados juntos, mas a combina¢io € ainda inferior & varfarina
(Connolly S., et al. Lancet; 367, 1903-1912 (2006)).(2) O novo
anticoagulante ximelagatran mostrou prevenir o acidente vascular cerebral
com eficacia igual como a varfarina, sem o processo de monitoracdo dificil
associado com a varfarina e possivelmente com menos eventos hemorragicos
adversos. Infelizmente, ximegalatran e outros medicamentos anticoagulantes
similares (habitualmente aludido como inibidores diretos de trombina), tém
que ser ainda amplamente licenciados.

Determinar quem deve receber anti-coagulagdo ou nio com
varfarina ndo esta 6bvio. A contagem de CHADS2 é o melhor método
validado de determinar o risco de acidente vascular cerebral (e portanto quem
deve ser anticoagulado). A diretrizes da UK NICE tém ao contrario optado
por um método de algoritmo. O problema subjacente € que se um paciente
tem um risco anual de acidente vascular cerebral que ¢ menor do que 2%,
entdo os riscos associados com o uso de varfarina sobrepuja o risco de se ter
um acidente vascular cerebral (Gage B. F. et al. Stroke 29, 1083-1091 (1998))

A fibrilagdo atrial pode algumas vezes ser controlada com
tratamento. A tendéncia natural da fibrilagdo atrial, entretanto, é tornar-se

uma condi¢do cronica. A AF cronica leva a um risco aumentado de morte.
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Pacientes com fibrilagdo atrial estdo em chance significantemente aumentada
de acidente vascular cerebral.

A fibrilagdo atrial € comum entre adultos mais velhos. Nos
paises desenvolvidos, o numero de pacientes com fibrilagdo atrial
provavelmente deve aumentar durante os 50 anos seguintes, devido a
propor¢do crescente de individuos idosos (Go A.S. ef al., Jama., 285, 2370-
2375 (2001))(3). No estudo de Framingham o risco durante a vida para o
desenvolvimento de AF é de 1 em 4 para homens e mulheres de 40 anos de
idade e mais velhos. Os riscos durante a vida quanto a AF s&o altos (1 em 6).
DE acordo com os dados do National Hospital Discharge Survey (1996-2001)
em casos que incluiram AF como um diagndstico de alta primdario descoberto
que 45% dos pacientes sdo do sexo masculino e que a idade média para os
homens foi de 66,8 anos e 74,6 para as mulheres. A rela¢do racial para as
admissdes foi descoberto ser de 71,2% de brancos, 5,6% de negros, 2% de
outras racas ¢ 20% n@o especificado. Além disso, os pacientes afro-
americanos foram, em média, muito mais jovens do que as outras ragas. A
incidéncia nos homens variou de 20,58/100.000 pessoas por ano para as
idades dos pacientes de 15 a 44 anos para 1203/100.000 pessoas por ano para
aquelas idades de 85 e mais velhos. De 1996 a 2001, as hospitaliza¢des com
AF como o primeiro diagnostico listado, aumentaram em 34%.

O acidente vascular cerebral é uma doenga comum e séria. A
cada ano nos Estados Unidos mais do que 600.000 individuos sofrem de um
acidente vascular cerebral e mais do que 160.000 morrem de causas
relacionadas com o acidente vascular cerebral (Sacco, R. L. ef al., Stroke 28,
1507-17 (1997)). Além disso, mais de 300.000 individuos se apresentam com
Ataque Isquémico Transitério, uma forma branda de acidente vascular
cerebral, a cada ano nos US. Nos paises ocidentais o acidente vascular
cerebral brando € a causa principal de incapacidade grave e a terceira causa

principal de morte (Bonita, R., Lancet 339, 342-4 (1992)). O risco por toda a
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vida daqueles que atingem a idade de 40 anos excede 10%.

O fenétipo clinico de acidente vascular cerebral é complexo
mas € amplamente dividido em isquémico (responsavel por 80 a 90%) e
acidente vascular cerebral hemorragico (10 a 20%) (Caplan, L.R. Caplan‘s
Stroke: A Clinical Approach, 1-556 (Butterworth-Heinemann, 2000)). O
acidente vascular cerebral isquémico € ainda subdividido em doenca oclusiva
de vaso grande (aqui aludida como acidente vascular cerebral da carétida),
usualmente devido ao envolvimento aterosclerdtico das artérias carétidas
comuns e intemas, doenca oclusivas de vaso pequeno, ‘con'sidera_da éer- um
estreitamento ndo aterosclerdtico de artérias finais pequenas dentro do cérebro
e o acidente vascular cerebral cardiogénico devido aos codgulos sanguineos
que surgem do coragdo usualmente no cendrio da doenga cardiaca da
fibrilag@o atrial ou isquémica (aterosclerdtica) (Adams, H. P., Jr. ef al., Stroke
24, 35-41 (1993)). Portanto, parece que o acidente vascular cerebral nfo é
uma doenga mas um grupo heterogéneo de distarbios que refletem diferencas
nos mecanismos patogé€nicos (Alberts, M. J. Genetics of Cerebrovascular
Disease, 386 (Futura Publishing Company, Inc., Nova Iorque, 1999); Hassan,
A. & Markus, H. S. Brain 123, 1784-812 (2000)). Entretanto, todas as formas
de acidente vascular cerebral compartilham fatores de risco tais como
hipertensdo, diabete, hiperlipidemia e o ato de fumar (Sacco, R. L. et al.,
Stroke 28, 1507-17 (1997); Leys, D. et al., J. Neurol. 249, 507-17 (2002)). A
historia familiar de acidente vascular cerebral € também um fator de risco
independente que sugere a existéncia de fatores genéticos que podem interagir
com fatores ambientais (Hassan, A. & Markus, H. S. Brain 123, 1784-812
(2000); Brass, L. M. & Alberts, M. J. Baillieres Clin. Neurol. 4, 221-45
(1995)).

Os determinantes genéticos das formas comuns de acidente
vascular cerebral sdo ainda amplamente desconhecidos. Existem exemplos de

mutagdes em genes especificos que causam formas Mendelianas raras de
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acidente vascular cerebral tais como o gene Notch3 em CADASIL
(arteriopatia dominante autossémica cerebral com infartacdes subcorticais e
leucoencefalopatia) (Tournier-Lasserve, E. ef al., Nat. Genet. 3, 256-9 (1993);
Joutel, A. et al., Nature 383, 707-10 (1996)), A Cistatina C no tipo islandés de
hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose (Palsdottir, A. et al., Lancet
2, 603-4 (1988)), APP no tipo holandés de hemorragia cerebral hereditaria
(Levy, E. et al., Science 248, 1124-6 (1990)) e o gene KRIT1 em pacientes
com angioma cavernoso hereditario (Gunel, M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92, 6620-4 (1995); Sahoo, T. et al., Hum. Mol. Genet. 8, 2325-33
(1999)). Nenhuma destas formas raras de acidente vascular cerebral ocorre no
cenario da aterosclerose e portanto, os genes correspondentes nio sio
provaveis de desempenhar papéis nas formas comuns de acidente vascular
cerebral que mais frequentemente ocorrem com a aterosclerose.

E muito importante para o sistema de cuidado de satde
desenvolver estratégias para prevenir o acidente vascular cerebral. Uma vez
que um acidente vascular cerebral acontece, a morte celular irreversivel
ocorre em uma por¢do significante do cérebro abastecido pelos vasos
sanguineos afetados pelo acidente vascular cerebral. Infelizmente, os
neur6nios que morrem ndo podem ser revividos ou substituidos a partir de
uma populagdo de célula tronco. Portanto, existe uma necessidade para
prevenir os acidentes vasculares cerebrais de acontecer em primeiro lugar.
Embora ja conhecamos certos fatores de risco clinicos que aumentam o risco
de acidente vascular cerebral (listados acima), existe uma necessidade médica
ndo atingida para definir os fatores genéticos envolvidos no acidente vascular
cerebral para definir mais precisamente o risco de acidente vascular cerebral.
Além disso, se alelos predispostos sdo comuns na populagdo geral e a
especificidade de prognosticar uma doenga com base na sua presenca é baixa,
locais adicionais tais como locais protetores sdo necessirios para o

prognostico significativo da disposi¢do do estado de doenga. Existe também
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uma necessidade enorme quanto a agentes terapéuticos para prevenir o
primeiro acidente vascular cerebral ou acidentes vasculares cerebrais
adicionais em individuos que sofreram de um acidente vascular cerebral
anterior ou ataque isquémico transitorio.

A AF € um fator de risco independente para o acidente
vascular cerebral, aumentando o risco em cerca de 5 vezes. O risco para o
acidente vascular cerebral atribuivel ao AF aumenta com a idade. A AF ¢
responsavel por cerca de 15 a 20% de todos os acidentes vasculares cerebrais.
A AF também ¢ um fator de risco independente para a recorréncia do acidente
vascular cerebral e severidade do acidente vascular cerebral. Um relato
recente mostrou pessoas que tiveram AF e ndo foram tratados com
anticoagulantes tiveram um aumento de 2,1 vezes no risco para acidente
vascular cerebral recorrente e um aumento de 2,4 vezes no risco para acidente
vascular cerebral grave recorrente. Pessoas que tém acidente vascular cerebral
causado pela AF foram relatados como 2,23 vezes mais provaveis de estar
acamados comparado com aqueles que tiveram acidentes vasculares cerebrais
a partir de outras causas.

Existe uma necessidade quanto a um entendimento dos fatores
de suscetibilidade que levam & predisposi¢do aumentada para AF e acidente
vascular cerebral. A identificagdo de variantes em risco para AF pode, por
exemplo, ser util para avaliar quais individuos estdo particularmente em alto
risco para AF e acidente vascular cerebral subsequente. Além disso, o
tratamento preventivo pode ser administrado aos individuos que sofrem de AF
e que sdo portadores de variantes de suscetibilidade em risco para AF e/ou
acidente vascular cerebral. Finalmente, a identifica¢do de variantes em risco
para AF e/ou acidente vascular cerebral pode levar a identificagdo de novos
alvos para a terapia medicamentosa, assim como o desenvolvimento de novas

medidas terapéuticas.
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SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo diz respeito a descoberta de que certos
marcadores genéticos tém sido mostrado estar associados com a arritmia
cardiaca, em particular a fibrilagdo atrial e fliter atrial e acidente vascular
cerebral. Esta descoberta pode ser utilizada em uma variedade de métodos,
procedimentos, aparelhos, meios e kits, como aqui descrito, com respeito aos
métodos e procedimentos de diagnose e/ou determina¢cio de uma
suscetibilidade, métodos de genotipar variantes associadas, métodos de
prognosticar resposta aos agentes terapéuticos, métodos ~de prognosticar
prognostico, métodos de monitorar o progresso de tratamento e sistemas e kits
para o uso em tais métodos.

Um aspecto da invengdo diz respeito a um método de
determinar uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca ou acidente vascular
cerebral em um individuo humano, o método compreendendo determinar a
presenga ou auséncia de pelo menos um alelo de pelo menos um marcador
polimoérfico em uma amostra de acido nucleico do individuo, em que o pelo
menos um marcador polimorfico € selecionado dos marcadores polimérficos
apresentados na Tabela 5 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes,
em que a determinagdo da presenga ou auséncia do pelo menos um alelo é
indicativa de uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca ou acidente vascular
cerebral no individuo. Em uma forma de realizagdo, o pelo menos um
marcador polimorfico esta localizado dentro do bloco LD C04, apresentado
na SEQ ID NO: 50 aqui contida. Em uma outra forma de realizagfo, o pelo
menos um marcador polimorfico ¢ selecionado dos marcadores apresentados
na Tabela 9 e marcadores em desequilibrio de ligagcdo com estes. Em uma
forma de realizag8o, o pelo menos um marcador é selecionado do marcador
rs2220427 (SEQ ID NO: 1) e marcador rs10033464 (SEQ ID NO: 41) e
marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes. Em uma outra forma de

realizagdo, o pelo menos um marcador polimérfico é selecionado dos
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marcadores apresentados na Tabela 19. Em uma forma de realizagdo, o
método compreende ainda uma etapa de avaliar pelo menos um haplétipo que
compreende pelo menos dois marcadores polimoérficos no individuo.

Em um outro aspecto, a invengdo diz respeito a um método de
determinar uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca ou acidente vascular
cerebral em um individuo humano, que compreende determinar se pelo menos
um alelo em risco em pelo menos um marcador polimérfico estd presente em
um conjunto de dados de gendtipo derivado do individuo, em que o pelo
menos um marcador polimorfico € selecionado dos marcadores apresentados
na Tabela 5 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes e em que a
determinagdo da presenga do pelo menos um alelo em risco ¢ indicativa de
suscetibilidade aumentada para a arritmia cardiaca ou acidente vascular
cerebral no individuo.

O conjunto de dados de gendtipo compreende em uma forma
de realizacdo informag&o a cerca da identidade de marcador e o status alélico
do individuo para o pelo menos um marcador polimoérfico, isto €, informacio
a cerca da identidade dos dois alelos carregados pelo individuo para o
marcador e/ou informag&o a cerca de se um individuo € um carregador de um
alelo em risco particular para o pelo menos um marcador polimoérfico. O
conjunto de dados de gendtipo pode compreender informag&o alélica a cerca
de um ou mais marcadores, incluindo dois ou mais marcadores, trés ou mais
marcadores, cinco ou mais marcadores, cem ou mais marcadores, etc. Em
algumas formas de realizagdo, o conjunto de dados de gendtipo compreende
informagdo de gendtipo de uma avaliagdo gendmica inteira do individuo
incluindo centenas de milhares de marcadores ou ainda um milhdo ou mais de
marcadores.

A invengdo, em um outro aspecto, diz respeito a um
procedimento que compreende uma etapa de analisar um 4cido nucleico de

um individuo humano para determinar a presenga ou auséncia de pelo menos
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um alelo de pelo menos um marcador polimérfico ou haplétipo associados
com a sequéncia gendmica com a sequéncia como apresentada na SEQ ID
NO: 50; e uma etapa de determinar o status de um indicador genético de
arritmia cardiaca ou acidente vascular cerebral no individuo a partir da
presenga ou auséncia do pelo menos um marcador ou hapldtipo. Assim o
status do genétipo e/ou haplétipo do individuo € usado como um indicador de
arritmia cardiaca, incluindo fibrilagdo atrial e fliter atrial, assim como
acidente vascular cerebral, no individuo.

A invengdo também diz respeito a um método de avaliar uma
suscetibilidade para a arritmia cardiaca ou acidente vascular cerebral em um
individuo humano, que compreende triar um 4cido nucleico do individuo
quanto a pelo menos um marcador polimérfico ou haplétipo na SEQ ID NO:
50 que se correlacione com a ocorréncia aumentada de arritmia cardiaca ou
acidente vascular cerebral em uma populagdo humana; em que a determinagdo
da presenga de um alelo marcador em risco no pelo menos um polimorfismo
ou um haplétipo em risco no acido nucleico identifica o individuo como tendo
suscetibilidade elevada para a arritmia cardiaca e/ou acidente vascular
cerebral e em que a auséncia do pelo menos um alelo marcador em risco ou
haplétipo em risco no 4cido nucleico identifica o individuo como nio tendo a
suscetibilidade elevada.

O procedimento ou métodos da inven¢do em uma forma de
realizacdo envolve pelo menos um marcador polimérfico ou haplétipo que
compreendem um fragmento de acido nucleico contiguo de bloco LD C04
como apresentado na SEQ ID NO: 50 ou o complemento deste, em que o
fragmento € menor do que 500 nucleotideos no tamanho e especificamente
hibridiza a um segmento complementar de bloco LD C04. Em uma forma de
realizagdo, o fragmento € maior do que 15 nucleotideos e menor do que 400
nucleotideos no tamanho e em que o fragmento especificamente hibridiza a

um segmento complementar do bloco LD C04 como apresentado na SEQ ID
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NO: 50.

Em formas de realizagdo alternativas, a suscetibilidade
conferida pelos marcadores polimérficos ou haplétipos € a suscetibilidade
diminuida, isto é, os marcadores e hapldtipos da invengdo conferem risco
diminuido de um individuo desenvolver arritmia cardiaca, incluindo fibrilagdo
atrial e fluter atrial, e/ou acidente vascular cerebral. Em uma tal forma de
realizagdo, a suscetibilidade diminuida é caracterizada por uma razdo de
chances (OR) ou Risco Relativo (RR) de menos do que 0,8.

Em uma outra forma de realizagio, a suscetibilidade diminuida
¢ caracterizada por uma razdo de chances (OR) de menos do que 0,7. Em uma
outra forma de realizagdo, a suscetibilidade diminuida é caracterizada por
uma OR ou RR de menos do que 0,6. Em uma outra forma de realizagio, a
suscetibilidade diminuida é caracterizada pela OR ou RR de menos do que
0,5. Outras formas de realizagdo dizem respeito a outros valores para OR ou
RR incluindo valores de 0,9, 0,85, 0,75, 0,65, 0,55, etc.

Um outro aspecto da invengdo diz respeito a um método de
identificagdo de um marcador para o uso na avaliagdo da suscetibilidade aos
sintomas associados com a arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral
em um individuo humano, o método compreendendo pelo menos um
marcador polimdrfico dentro da SEQ ID NO: 50 ou pelo menos um marcador
polimérfico em desequilibrio de ligagdo com pelo menos um marcador dentro
da SEQ ID NO: 50, determinar o status genotipico de uma amostra de
individuos diagnosticados com a arritmia cardiaca e/ou acidente vascular
cerebral e o status genotipico de uma amostra de individuos de controle, em
que uma diferenca significante na frequéncia de pelo menos um alelo em pelo
menos um polimorfismo em individuos diagnosticados com a arritmia
cardiaca e/ou acidente vascular cerebral quando comparada com a frequéncia
do pelo menos um alelo na amostra de controle € indicativa do pelo menos um

polimorfismo sendo 1til para avaliar a suscetibilidade para a arritmia cardiaca
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e/ou acidente vascular cerebral. Em uma forma de realizago, um aumento na
frequéncia do pelo menos um alelo no pelo menos um polimorfismo em
individuos diagnosticados com a arritmia cardiaca e/ou acidente vascular
cerebral, quando comparada com a frequéncia do pelo menos um alelo na
amostra de controle, é indicativa do pelo menos um polimorfismo sendo 1til
para avaliar a suscetibilidade aumentada para a arritmia cardiaca. Em uma
outra forma de realizag8o, uma diminui¢do na frequéncia do pelo menos um
alelo no pelo menos um polimorfismo em individuos diagnosticados com a
arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral, quando comparada com a
frequéncia do pelo menos um alelo na amostra de controle, ¢ indicativa do
pelo menos um polimorfismo sendo util para avaliar a suscetibilidade
diminuida para ou protegdo contra, a arritmia cardiaca e/ou acidente vascular
cerebral. Em formas de realizagdo preferidas, a diferenga significante na
frequéncia € caracterizada por uma medida estatistica. Em uma forma de
realizagdo, a medida estatistica é um valor P. em formas de realizacdo
particulares, um valor P significante € menor do que 0,05, menor do que 0,01,
menor do que 0,001, menor do que 0,0001, menor do que 0,00001, menor do
que 0,000001, menor do que 0,0000001 ou menor do que 0,00000001. Em
outras formas de realizagdo, a diferencga significante é caracterizada por uma
razdo de chances (OR) ou Risco Relativo (RR) com valores de intervalo de
confidéncia particular (CE).

Em um outro aspecto, a invengdo diz respeito a um método de
genotipar uma amostra de acido nucleico obtida de um individuo humano, que
compreende determinar a presenga ou auséncia de pelo menos um alelo de
pelo menos um marcador polimérfico preditivo de risco aumentado de
arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral na amostra, em que o pelo
menos um marcador € selecionado dos marcadores apresentados na Tabela 5 e
marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes e em que a determinagéo

da presenca ou auséncia do pelo menos um alelo do pelo menos um marcador
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polimorfico € preditiva de risco aumentado de arritmia cardiaca e/ou acidente
vascular cerebral no individuo. Em uma forma de realizagfo, a genotipagem ¢
realizada usando um processo selecionado de hibridizag¢do de sonda especifica
de alelo, extensdo de iniciador especifico de alelo, amplificagdo especifica de
alelo, sequenciamento de acido nucleico, digestdo de 5’-exonuclease, ensaio
de marca molecular, ensaio de ligagdo de oligonucleotideo, analise de
tamanho e analise conformacional de filamento simples. Em uma forma de
realizagdo preferida, o processo compreende a hibridizacio de sonda
especifica de alelo. O processo de genotipagem preferivelmente compreende
amplificar um segmento de um 4cido nucleico que compreende o pelo menos
um marcador polimérfico, pela Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
usando um par iniciador de nucleotideo que flanqueia o pelo menos um
marcador polimérfico. Em um método de genotipagem preferido, as seguintes
etapas sdo realizadas:

1. contatar copias do acido nucleico com uma sonda de
oligonucleotideo de detecgdo e uma sonda de oligonucleotideo real¢adora sob
condi¢des para a hibridizagdo especifica da sonda de oligonucleotideo com o
acido nucleico; em que

a) a sonda de oligonucleotideo de detec¢do tem de 5 a 100
nucleotideos no comprimento e especificamente hibridiza a um primeiro
segmento do acido nucleico cuja sequéncia de nucleotideo é dada pela SEQ
ID NO: 50 que compreende pelo menos um sitio polimoérfico;

b) a sonda de oligonucleotideo de detec¢do compreende um
rétulo detectavel no seu terminal 3’ e uma porg¢do de extingdo no seu terminal
5’3

¢) o oligonucleotideo realgador tem de 5 a 100 nucleotideos no
comprimento e € complementar a um segundo segmento da sequéncia de
nucleotideo que estd a 5’ em relagdo a sonda de oligonucleotideo, tal que o

oligonucleotideo realgador estd localizado 3’ em relacio a sonda de
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oligonucleotideo de detec¢do quando ambos oligonucleotideos sdo
hibridizados ao 4cido nucleico; e

d) um intervalo de base Gnica existe entre o primeiro segmento
e 0 segundo segmento, tal que quando a sonda de oligonucleotideo e a sonda
de oligonucleotideo realgador sdo ambas hibridizadas ao acido nucleico, um
intervalo de base tnica existe entre os oligonucleotideos;

2. tratar o acido nucleico com uma endonuclease que clivara o
rotulo detectavel do terminal 3’ da sonda de detec¢do para liberar rétulo
detectavel livre quando a sonda de detec¢#o € hibridizada ao acido nucleico; e

medir o rétulo detectavel livre, em que a presenga do rétulo
detectavel livre indica que a sonda de detec¢do especificamente hibridiza ao
primeiro segmento do 4cido nucleico e indica a sequéncia do sitio polimérfico
como o complemento da sonda de detecgio.

Um outro aspecto da invengdo diz respeito a um método de
determinar uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca ou acidente vascular
cerebral em um individuo humano, o método compreendendo determinar a
identidade de pelo menos um alelo de pelo menos um marcador polimérfico
em uma amostra de 4cido nucleico obtida do individuo, em que o pelo menos
um marcador € selecionado do grupo de marcadores associados com o gene
PITX2, em que a presenga do pelo menos um alelo € indicativa de uma
suscetibilidade para a arritmia cardiaca ou acidente vascular cerebral no
individuo.

Algumas formas de realizagdo da invengdo dizem respeito a
uma outra etapa de avaliar pelo menos um biomarcador adicional para a
fibrilagdo atrial, flater atrial ou acidente vascular cerebral, em que combinar a
informacdo genética dos marcadores fornece avaliagio de risco para a
fibrilagdo atrial, flater atrial ou acidente vascular cerebral. Em algumas destas
formas de realizagdo, o biomarcador ¢ um marcador ou haplétipo genéticos,

isto é, fatores de risco genético mostram estar ou considerados estar,
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relacionados com o risco aumentado ou diminuido de fibrilagdo atrial, flater
atrial ou acidente vascular cerebral. Em outras formas de realizagdio o
biomarcador ¢ um biomarcador de proteina. O biomarcador de proteina é em
algumas formas de realiza¢do selecionado de dimero D da fibrina, fragmento
de ativagdo da protrombina 1,2 (F1,2), complexos de trombina-antitrombina
HI (TAT), fibrinopeptideo A (FPA), fosfolipase associada a lipoproteina A2
(Ip-PLA2), beta-tromboglobulina, fator de plaqueta 4, P-selectina, Fator de
von Willebrand, peptideo pré-natriurético (BNP), metaloproteinase de matriz-
9 (MMP-9), PARK7, difosfato cinase de nucleosideo (NDKA), tau, enolase
especifica de neur6nio, fator de crescimento neurotréfico tipo B, proteina
astroglial S-100b, proteina 4cida fibrilar glial, proteina reativa C, amildide A
sérico, metaloproteinase de matriz-9, moléculas de adesdo celular vascular e
intracelular, fator alfa de necrose de tumor e interleucinas, incluindo
interleucina-1, -6 e -8). Em uma forma de realizagdo, o pelo menos um
biomarcador inclui células progenitoras. Em formas de realizacdo
particulares, mais do que um biomarcador é determinado. Em uma forma de
realizacdo preferida, o biomarcador é medido no plasma do individuo. Outras
formas de realizagdo dizem respeito ainda a combinar informagdo ndo
genética para fazer a avaliagdo de risco, diagnose ou prognostico de fibrilago
atrial, flater atrial ou acidente vascular cerebral no individuo. A informacéo
ndo genética pode compreender idade, idade no inicio da doenga, género,
etinicidade, diagnose de doenga anterior, por exemplo, diagnose de arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial) e acidente vascular cerebral, historia
médica do individuo, histéria familiar de doenga, medigdes bioquimicas e
medigdes clinicas (por exemplo, pressdo sanguinea, niveis lipidicos séricos).
A andlise de tal informagfo combinada a partir de vérios marcadores
genéticos ou marcadores genéticos mais marcadores nfo genéticos é possivel
pelos métodos conhecidos por aqueles habilitados na técnica. Em uma forma

de realizagdo, a andlise ¢ realizada calculando o risco global pela regressdo
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logistica.

A invengéo diz respeito ainda a um método de diagnosticar a
suscetibilidade aumentada de acidente vascular cerebral em um individuo
humano, que compreende as etapas de (a) determinar se o individuo tem
experienciado sintomas associados com a Fibrilagdo atrial, Flater atrial ou um
Ataque Isquémico Transitério; (b) determinar se uma amostra de acido
nucleico do individuo compreende pelo menos uma cépia de um alelo em
risco de pelo menos um marcador polimérfico selecionado dos marcadores
apresentados na Tabela 5 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes;
em que a presenca de sintomas associados com a Fibrilago atrial, Fluter atrial
e/ou Ataque Isquémico Transitorio e a presenga da pelo menos uma cépia do
alelo em risco € indicativa de suscetibilidade aumentada de acidente vascular
cerebral.

A invengdo em um outro aspecto diz respeito a um método de
avaliar um individuo quanto a probabilidade de resposta a um agente
terap€utico para prevenir e/ou melhorar sintomas associados com a arritmia
cardiaca e/ou acidente vascular cerebral, que compreende: determinar a
presen¢a ou auséncia de pelo menos um alelo de pelo menos um marcador
polimérfico em uma amostra de acido nucleico obtida do individuo, em que o
pelo menos um marcador polimérfico € selecionado dos marcadores
apresentados na Tabela 9 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes,
em que a determinagdo da presenga do pelo menos um alelo do pelo menos
um marcador € indicativa de uma probabilidade de uma resposta positiva ao
agente terapéutico para a arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral.

Em uma forma de realizagdo, o agente terapéutico é um
anticoagulante, um agente anti-arritmico, um agente de controle da frequéncia
cardiaca, um agente de cardioversdo ou um agente de controle do ritmo
cardiaco. Em uma outra forma de realizagdo, o agente terapéutico ¢

selecionado de varfarina, heparina, heparinas de peso molecular baixo,
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inibidores do fator Xa e inibidores de trombina, bloqueadores do canal de
sodio, bloqueadores beta, bloqueadores do canal de potassio e bloqueadores
do canal de célcio.

Em uma outra forma de realizagdo, o agente terapéutico €
selecionado de varfarinag, ximelagatran, heparina, enoxaparina, dalteparina,
tinzaparina, ardeparina, nadroparina, reviparina, fondaparinux, idraparinux,
lepirudina, bivalirudina, argatroban, danapardide, disopiramida, moricizina,
procainamida, quinidina, lidocaina, mexiletino, tocainida, fenitoina,
encainida, flecainida, propafenona, aimalina, cibenzolina, detaimio, esmolol,
propranolol, metoprolol, alprenolol, atenolol, carvedilol, bisoprolol,
acebutolol, nadolol, pindololol, labetalol, oxprenotol, penbutolol, timolol,
betaxolol, cartelol, sotalol, levobunolol, amiodarono, azimilida, bretilio,
dofetilida, tedisamil, ibutilida, sematilida, N-acetil procainamida, cloridreto
de nifecalant, vernacalant, ambasilida, verpamil, mibefradil, diltiazem,
digoxin, adenosina, ibutilida, amiodarona, procainamida, profafenona e
flecainida.

Ja um outro aspecto da invencdo diz respeito a um método de
prognosticar prognéstico de um individuo diagnosticado com, arritmia
cardiaca e/ou acidente vascular cerebral, o método compreendendo
determinar a presenca ou auséncia de pelo menos um alelo de pelo menos um
marcador polimoérfico em uma amostra de acido nucleico obtida do individuo,
em que o pelo menos um marcador polimérfico é selecionado dos marcadores
apresentados na Tabela 9 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes,
em que a determinagdo da presenga do pelo menos um alelo € indicativa de
um prognodstico pior da arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral no
individuo.

Os métodos de monitorar o progresso de um tratamento de um
individuo que passa por tratamento para a arritmia cardiaca e/ou acidente

vascular cerebral também estdo dentro do escopo da inven¢do, os métodos
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compreendendo determinar a presenga ou auséncia de pelo menos um alelo de
pelo menos um marcador polimérfico em uma amostra de acido nucleico
obtida do individuo, em que o pelo menos um marcador polimoérfico é
selecionado dos marcadores apresentados na Tabela 9 e marcadores em
desequilibrio de ligagdo com estes, em que a determinagio da presenga do
pelo menos um alelo € indicativa do resultado do tratamento do individuo.

Em formas de realizacdo particulares da invengdo, por
exemplo nos varios métodos, usos, procedimentos, aparelho e kits da
invengdo, o fenotipo de arritmia cardiaca é caracterizado ainda como sendo
fibrilagdo atrial ou fluter atrial. Os inventores determinaram que O risco
conferido pelas variantes em risco de AF aqui descritas é maior para
individuo com idade precoce no inicio do que para os individuos com idade
avangada no inicio. Assim em uma forma de realizag#o, a fibrilagdo atrial ou
flater atrial sdo caracterizados ainda por uma idade de inicio no individuo de
menos do que 80 anos. Em uma outra forma de realizagdo, a fibrilagdo atrial
ou fluter atrial séo caracterizados ainda por uma idade de inicio no individuo
de menos do que 70 anos. Ainda em uma outra forma de realizagdo, a
fibrilagdo atrial ou flater atrial sdo caracterizados ainda por uma idade de
inicio no individuo de menos do que 60 anos. Outros cortes de idade sdo
possiveis em formas de realizagdo alternativas da invengdo e também s&o
consideradas, incluindo, mas néo limitadas a, corte de idade de menos do que
75 anos, menos do que 65 anos e menos do que 55 anos. Além disso, a idade
no inicio ou diagnose acima da idade de 55, 60, 65, 70, 75 ou 80 também sdo
consideradas e dentro do escopo da invengdo, como o sdo as faixas de idade
dentro das quais a diagnose ou sintomas ou inicio da doen¢a ocorrem,
incluindo, mas néo limitadas a, idade de 50 a 80, idade de 55 a 75, idade de
60 a 80, idade de 65 a 75, etc.

Em certas formas de realizacdo da invengdo, o acidente

vascular cerebral é caracterizado ainda como acidente vascular cerebral
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isquémico. Em outras formas de realiza¢do, o fenétipo de acidente vascular
cerebral pode ser caracterizado como um ou mais dos sub-fendtipos de
acidente vascular cerebral isquémico a aterosclerose de artéria grande (LAA),
acidente vascular cerebral cardioembodlico (CES) e doenga de vaso pequeno
(SVD).

Em formas de realizagdo particulares da invengdo, o
desequilibrio de ligagdo (LD) € definido por um corte quantitativo especifico.
Como descrito aqui em detalhes, o desequilibrio de liga¢do pode ser
quantitativamente determinado pelas medidas tais como r* e [D’|. Como uma
consequéncia, certas‘ formas de realizagdo da invengdo dizem respeito a
marcadores em desequilibrio de ligagdo por uma medida dentro de uma certa
faixa especificada pelos valores particulares de r* e/ou |D’|. Em uma tal forma
de realizagdo, o LD € caracterizado pelos valores numéricos para r2 maiores
do que 0,1. Em uma outra forma de realizagdo, o LD é caracterizado pelos
valores numéricos para r2 maiores do que 0,1. Em uma outra forma de
realizagdo, o LD ¢ caracterizado pelos valores numéricos para r2 maiores do
que 0,5. Ainda em uma outra forma de realizagdo, o LD € caracterizado pelos
valores numéricos para r2 maiores do que 0,8. Outros valores de corte para r*
também sdo considerados, como aqui descrito em mais detalhes. Em certas
formas de realizagdio, o LD ¢é caracterizado por certos valores de corte para r°
e/ou [D’|. Em uma tal forma de realizago, o LD é caracterizado pelos valores
para r* e/ou |D’| de mais do que 0,2 e 0,8, respectivamente. Outra combinag¢do
e permutas destas ou outras medidas de LD sdo possiveis para praticar a
invengdo e também sdo consideradas dentro do escopo da invencgio.

Os procedimentos, usos ou métodos da inven¢do em algumas
formas de realizagdo compreendem ainda uma etapa de administrar a um
individuo determinado estar em risco aumentado para desenvolver arritmia
cardiaca ou acidente vascular cerebral uma composi¢do que compreende pelo

menos um agente terapéutico eficaz para tratar ou prevenir a arritmia cardiaca
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ou acidente vascular cerebral ou prevenir sintomas associados com a arritmia
cardiaca ou acidente vascular cerebral. Assim, a inven¢do pode ser usada para
determinar se um individuo é adequado para um moédulo de tratamento
particular.

Kits para o uso nos varios métodos e procedimentos aqui
descritos também estdo dentro do escopo da invengdo. Assim, em um aspecto,
a invengdo diz respeito a um kit para avaliar a suscetibilidade para a arritmia
cardiaca e/ou acidente vascular cerebral em um individuo humano, o kit
compreendendo reagentes para detectar seletivamente pelo menos um alelo de
pelo menos um marcador polimérfico no genoma do individuo, em que o
marcador polimoérfico é selecionado do grupo que consiste dos marcadores
polimoérficos dentro do segmento cuja sequéncia € apresentada na SEQ ID
NO: 50 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes € em que a
presenga do pelo menos um alelo € indicativa de uma suscetibilidade para a
arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral.

Em uma forma de realizacdo, o pelo menos um marcador
polimérfico € selecionado dos marcadores apresentados na Tabela 5. Em uma
outra forma de realizagdo, o pelo menos um marcador polimérfico é
selecionado do grupo de marcadores apresentados na Tabela 9 e marcadores
em desequilibrio de ligacdo com estes. Em uma outra forma de realizagéo, o
pelo menos um marcador polimérfico é selecionado do marcador rs2220427
(SEQ ID NO: 1) e rs10033464 (SEQ ID NO: 41) e marcadores em
desequilibrio de ligagdo com estes. Em uma forma de realizagdo preferida, o
pelo menos um marcador polimérfico é selecionado dos marcadores
apresentados na Tabela 19. Em uma outra forma de realizagdo preferida, o
pelo menos um marcador polimérfico € selecionado de D4S406 (SEQ ID NO:
45), rs2634073 (SEQ ID NO: 33), rs2200733 (SEQ ID NO: 28), rs2220427
(SEQ ID NO: 1), rs10033464 (SEQ ID NO: 41) e rs13143308 (SEQ ID NO:

51). Em uma forma de realizag8o, os reagentes compreendem pelo menos um
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oligonucleotideo contiguo que hibridiza a um fragmento do genoma do
individuo que compreende o pelo menos um marcador polimérfico, um
tampéao € um rétulo detectavel.

Em uma outra forma de realizagéo, os reagentes compreendem
pelo menos um par de oligonucleotideos que hibridizam aos filamentos
opostos de um segmento de acido nucleico gendmico obtido do paciente, em
que cada par iniciador de oligonucleotideo é planejado para amplificar
seletivamente um fragmento do genoma do individuo que inclui um marcador
polimorfico e em que o fragmento tem pelo menos 30 pares de base no
tamanho. O pelo menos um oligonucleotideo €, em formas de realizagdo
preferidas, completamente complementar ao genoma do individuo. Em uma
forma de realizagdo, o oligonucleotideo tem cerca de 18 a cerca de 50
nucleotideos no comprimento. Em uma outra forma de realiza¢do, o
oligonucleotideo tem de 20 a 30 nucleotideos no comprimento. Em uma
forma de realizagdo preferida, o kit compreende:

a. uma sonda de oligonucleotideo de detecgdo que tem de 5 a
100 nucleotideos no comprimento;

b. uma sonda de oligonucleotideo realgadora que tem de 5 a
100 nucleotideos no comprimento; e

c. uma enzima de endonuclease;
em que a sonda de oligonucleotideo de deteccdo especificamente hibridiza a
um primeiro segmento do acido nucleico cuja sequéncia de nucleotideo é
dada pela SEQ ID NO: 2 que compreende pelo menos um sitio polimérfico;
em que a sonda de oligonucleotideo de detec¢do compreende um roétulo
detectavel no seu terminal 3’ e uma porg¢éo de extingdo no seu terminal 5°; em
que o oligonucleotideo realgador tem de 5 a 100 nucleotideos no
comprimento e € complementar a um segundo segmento da sequéncia de
nucleotideo que ¢ 5’ em relacdo a sonda de oligonucleotideo, tal que o

oligonucleotideo realcador estd localizado 3° em relagdo a sonda de
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oligonucleotideo de detec¢do quando ambos oligonucleotideos sdo
hibridizados ao 4cido nucleico; em que um intervalo de base uUnica existe
entre o primeiro segmento e o segundo segmento, tal que quando a sonda de
oligonucleotideo ¢ a sonda de oligonucleotideo realgador sdo ambas
hibridizadas ao 4cido nucleico, um intervalo de base Unica existe entre os
oligonucleotideos; e em que tratar o acido nucleico com a endonuclease
clivara o rétulo detectavel do terminal 3’ da sonda de detec¢do para liberar o
rétulo detectavel livre quando a sonda de detecgdo € hibridizada ao 4cido
nucleico.

Os marcadores polimorficos aqui descritos como preditivo de
risco de arritmia cardiaca (por exemplo, AF e Fluter atrial) e acidente vascular
cerebral sdo uteis como marcadores de diagndstico. No aspecto, a invengdo
portanto diz respeito ao uso de uma sonda de oligonucleotideo na fabricagio
de um reagente de diagndstico para diagnosticar e/ou avaliar a suscetibilidade
para a arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral em um individuo
humano, em que a sonda hibridiza a um segmento de um 4cido nucleico cuja
sequéncia de nucleotideo ¢ dada pela SEQ ID NO: 50 que compreende pelo
menos um sitio polimoérfico, em que o fragmento tem 15 a 500 nucleotideos
no comprimento.

Em uma tal forma de realizacdo, o sitio polimorfico €
selecionado dos marcadores polimérficos apresentados na Tabela 5 e
polimorfismos em desequilibrio de ligagdo com estes. Em uma outra forma de
realizagdo, o pelo menos um marcador polimorfico € selecionado de D4S406
(SEQ ID NO: 45), 152634073 (SEQ ID NO: 33), rs2200733 (SEQ ID NO:
28), rs2220427 (SEQ ID NO: 1), rs10033464 (SEQ ID NO: 41) e rs13143308
(SEQ ID NO: 51),

Meio legivel por computador para armazenar informac¢io a
cerca de marcadores associados com doenga como aqui descrito também estio

dentro do escopo da presente invengdo. Em um tal aspecto, a invencdo diz
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respeito a um meio legivel por computador no qual é armazenado um
identificador quanto a pelo menos um marcador polimérfico; um indicador da
frequéncia de pelo menos um alelo do dito pelo menos um marcador
polimorfico em uma pluralidade de individuos diagnosticados com fibrilag&o
atrial, fluter atrial e/ou acidente vascular cerebral; e um indicador da
frequéncia do pelo menos um alelo do dito pelo menos um dos marcadores
polimorficos em uma pluralidade de individuos de referéncia; em que o pelo
menos um marcador polimoérfico € selecionado dos marcadores polimorficos
apresentados na Tabela 5 e polimorfismos em desequilibrio de ligagdo com
estes. Em uma forma de realizagdo preferida, o pelo menos um marcador
polimorfico € selecionado de D4S406 (SEQ ID NO: 45), rs2634073 (SEQ ID
NO: 33), rs2200733 (SEQ ID NO: 28), rs2220427 (SEQ ID NO: 1),
rs10033464 (SEQ ID NO: 41) e rs13143308 (SEQ ID NO: 51).

A invengdo também estd relacionada com o um aparelho para
determinar um indicador genético para a arritmia cardiaca e/ou acidente
vascular cerebral em um individuo humano, que compreende: uma memoria
legivel por computador; e uma rotina armazenada na memoria legivel por
computador; em que a rotina é adaptada para ser executada em um
processador para analisar dados de genotipo e/ou hapldtipo quanto a pelo
menos um individuo humano com respeito a pelo menos um marcador
polimoérfico selecionado dos marcadores apresentados na Tabela 5 e
marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes e gerar um produto com
base nos dados de marcador ou haplétipo, em que o produto compreende uma
medi¢do de risco do pelo menos um marcador ou haplétipo como um
indicador genético de arritmia cardiaca e/ou acidente vascular cerebral para o
individuo humano. Em uma forma de realizagdo preferida, a rotina
compreende ainda determinar um indicador da frequéncia de pelo menos um
alelo de pelo menos um marcador polimérfico e/ou pelo menos um haplétipo

em um pluralidade de individuos diagnosticados com a arritmia cardiaca e/ou
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acidente vascular cerebral e um indicador da frequéncia de pelo menos um
alelo de pelo menos um marcador polimérfico ou pelo menos um haplétipo
em uma pluralidade de individuos de referéncia e calcular uma medicdo de
risco para o pelo menos um alelo e/ou haplétipo com base neste; e em que
uma medi¢do de risco para o individuo € calculada com base em uma
comparag¢do do pelo menos um status de marcador e/ou haplétipo para o
individuo para o risco calculado para a pelo menos uma informagdo de
marcador e/ou haplétipo para a pluralidade de individuos diagnosticados com
a fibrilacdo atrial, fluter atrial e/ou acidente vascular cerebral. Em certas
formas de realizacdo, a medi¢do de risco é caracterizada por uma razio de
chances (OR) ou um Risco Relativo (RR), como aqui descrito em mais
detalhes.

Os marcadores polimorficos descobertos na presente invengdo
como preditivos de uma suscetibilidade de arritmia cardiaca e acidente
vascular cerebral, como descrito, assim como marcadores em desequilibrio de
ligacdo com estes, sdo todos 1teis para praticar os varios aspectos da presente
invengdo. Assim, embora marcadores polimorficos particulares fossem usados
pelos presentes inventores para detectar uma associacdo de uma regido
particular do cromossoma 4 com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo
atrial e flater atrial) e acidente vascular cerebral, é igualmente util avaliar
marcadores em desequilibrio de ligagdo forte com estes marcadores. Como
uma consequéncia, em uma forma de realizacdo dos métodos, usos, Kkits,
procedimentos, aparelho e meios da inven¢do, o pelo menos um marcador
polimérfico ou haplétipo util nos métodos ou procedimentos da invengdo
compreende pelo menos um dos marcadores apresentados na Tabela 5 (por
exemplo, Tabela SA e Tabela 5B) e marcadores em desequilibrio de ligacdo
com estes. Em uma outra forma de realiza¢do, o pelo menos um marcador
polimorfico ou haplétipo compreende pelo menos um dos marcadores

apresentados na Tabela 9 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes.
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Em uma forma de realizagdo, o pelo menos um marcador polimérfico ou
haplétipo compreende pelo menos um dos marcadores apresentados na Tabela
5. Em uma outra forma de realizagio, o pelo menos um marcador polimoérfico
ou haplétipo compreende pelo menos um dos marcadores apresentados na
Tabela 9. Em uma outra forma de realizagdo, o pelo menos um marcador
polimorfico € selecionado dos marcadores apresentados na Tabela 4. Em uma
forma de realizagdo, o pelo menos um marcador é selecionado do marcador
rs2220427 (SEQ ID NO: 1) e marcador rs10033464 (SEQ ID NO: 41) e
marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes.

Em uma outra forma de realizagéo, o pelo menos um marcador
polimérfico € selecionado dos marcadores apresentados na Tabela 19.

Em uma forma de realizagio, o pelo menos um marcador ou
haplé6tipo compreende pelo menos um dos marcadores D4S406 (SEQ ID NO:
45), rs2723296 (SEQ ID NO: 35), rs16997168 (SEQ ID NO: 36), rs2723316
(SEQ ID NO: 37), rs6419178 (SEQ ID NO: 38), rs1448817 (SEQ ID NO:
39), rs2634073 (SEQ ID NO: 33), rs2200733 (SEQ ID NO: 28), rs2220427
(SEQ ID NO: 1), rs13105878 (SEQ ID NO: 40), rs10033464 (SEQ ID NO:
41), rs13141190 (SEQ ID NO: 42), rs3853444 (SEQ ID NO: 43) e rs4576077
(SEQ ID NO: 44). Em uma outra forma de realiza¢do, o pelo menos um
marcador ou haplétipo compreende pelo menos um dos marcadores D4S406
(SEQ ID NO: 45), 152634073 (SEQ ID NO: 33), rs2200733 (SEQ ID NO:
28), 1s2220427 (SEQ ID NO: 1), rs10033464 (SEQ ID NO: 41) e rs13143308
(SEQ ID NO: 51), Ainda em uma outra forma de realizag3o, o pelo menos um
marcador é selecionado de rs10033464, rs2200733, rs13143308 e rs2220427
e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes.

Em uma outra forma de realizagio, a presenca de alelos -2, -4
e/ou -8 do marcador D4S406, alelo G do marcador rs2723296, alelo T do
marcador rs16997168, alelo T do marcador rs2723316, alelo A do marcador
rs6419178, alelo G do marcador rs1448817, alelo A do marcador rs2634073,
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alelo T do marcador rs2200733, alelo T do marcador rs2220427, alelo C do
marcador rs13105878, alelo T do marcador rs10033464, alelo A do marcador
rs13141190, alelo A do marcador rs3853444, e/ou alelo T do marcador
rs4576077 ¢é indicativa de suscetibilidade aumentada de arritmia cardiaca ou
acidente vascular cerebral no individuo.

Em formas de realizagdo particulares da invengdo, a
suscetibilidade conferida pela variante de risco (isto €, um alelo particular em
um marcador polimérfico (por exemplo, um SNP) ou um haplétipo particular)
¢ a suscetibilidade aumentada, isto €, os marcadores e haplétipos da invengio
conferem risco aumefltado de um individuo desenvolver arritmia cardiaca,
incluindo fibrilagdo atrial e flater atrial e acidente vascular cerebral. A
suscetibilidade € tipicamente caracterizada pela medida da Razio de Chances
(OR) ou, alternativamente, por um Risco Relativo (RR). Em uma forma de
realiza¢do, a suscetibilidade aumentada € caracterizada por uma razio de
chances (OR) de pelo menos 1,3. Em uma outra forma de realizagio, a
suscetibilidade aumentada ¢ caracterizada por uma razdo de chances (OR) de
pelo menos 1,4. Em uma outra forma de realizagdo, a suscetibilidade
aumentada € caracterizada por uma razio de chances (OR) de pelo menos 1,5.
Em uma outra forma de realizagdo, a suscetibilidade aumentada ¢€
caracterizada por uma razdo de chances (OR) ou Risco Relativo (RR) de pelo
menos 1,6. Ainda em uma outra forma de realizagdo, a suscetibilidade
aumentada ¢ caracterizada por uma razdo de chances (OR) ou Risco Relativo
(RR) de pelo menos 1,8. Outras formas de realizagdo dizem respeito a outros
valores para OR ou valores comparaveis para RR incluindo valores de 1,25,
1,35, 1,45, 1,55, etc.

Certas formas de realizagdo da inven¢do dizem respeito a
individuos de uma etinicidade ou ancestralidade particular. Em uma tal forma
de realizagdo, o individuo humano tem ancestralidade selecionada da

etinicidade negra, etinicidade asiatica, etinicidade caucasiana, etinicidade
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hispanica e etinicidade arabica. Em formas de realizagdo particulares, a
etinicidade € auto-relatada. Em outras formas de realizac3o, a ancestralidade ¢
determinada pela avaliagdo de marcadores genéticos especificos de
etinicidade particulares.

DESCRICAO RESUMIDA DAS FIGURAS

O precedente e outros objetivos, caracteristicas e vantagens da
invengdo estardo evidentes a partir da seguinte descri¢do mais particular de
formas de realizagdo preferidas da invengio.

A FIG. 1 mostra uma plotagem de desequilibrio de ligagdo
(LD) na regido que compreénde variantes da presente invengdo para a
populagio CEPH (dados HapMap). O bloco LD C04 (111.954.811 -
112.104.250 no Cromossoma 4, posi¢des da Construgdo 35 da NCBI) €
indicado na Figura por uma caixa preta. A plotagem mostra duas medidas de
LD, isto €, D’ na parte superior e esquerda da Figure 1 e * na parte inferior e
direita da figura.

A FIG. 2 Mostra um esquematico da estrutura de haplétipo na
regido associada dentro do bloco LD. As éreas dos circulos escuros (esquerda)
sdo proporcionais as frequéncias de haplotipo dos haplétipos na Islandia e as
areas dos circulos claros (direita) sdo proporcionais as frequéncias de
haplétipo em Hong Kong. O haplétipo intermediario, mostrado no centro do
grafico, certamente ndo mais existe em cada uma das duas populagdes (a sua
frequéncia estimada ¢ menor do que 0,2% que € indistinguivel de erros de
genotipagem).

A FIG. 3 E uma vista geral de uma vizinhanca gendmica de
200 kb de rs2200733 e rs10033464. Isto inclui ESTs prognosticados, as
localizagdes das trés classes principais de SNPs equivalentes nas amostras de
CEU HapMap e uma vista geral da estrutura LD da regifio nas vérias amostras
HapMap étnicas.

A FIG 4. Mostra a analise de Northern Blot da expressdo de
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PITX2 em coragdo e aorta humanos. O clone de cDNA de PITX2
HU3 p983E0327D foi usado como uma sonda e detectou transcritos de 1,8, 2
e 3 kb e transcritos de PITX2 de 2,2 e 3 kb no atrio esquerdo e aorta
respectivamente. Linha 1: Coragdo fetal, linha 2: Cora¢do inteiro, linha 3:
Aorta, linha 4: Apice do coracgdo, linha 5: Atrio esquerdo, linha 6: Atrio
direito, linha 7: Ventriculo esquerdo linha 8: Ventriculo direito. Mancha
sondada com clone de cDNA PITX2 (HU3 p983E0327D).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

- Uma descri¢do de formas de realizacdo preferidas da invengdo
segue.

Definicoes

Os seguintes termos, no presente contexto, devem ter os
significados como indicados:

Fibrilagcdo atrial (AF), como aqui descrito, refere-se a AF
como habitualmente definida de acordo com critérios médicos estabelecidos.
A AF ¢€ classificada por ICD-10 na classe 148 e por ICD-9 na classe 427,3

Fluter atrial (AFI), como aqui descrito, refere-se a AFI como
habitualmente definida de acordo com critérios médicos estabelecidos. A Afl
¢ classificada por ICD-10 classe 148 e por ICD-9 na classe 427,32.

Um “marcador polimoérfico”, algumas vezes aludido como um
“marcador”, como aqui descrito, refere-se a um sitio polimérfico genémico.
Cada marcador polimérfico tem pelo menos duas variagdes de sequéncia
caracteristicas de alelos particulares no sitio polimérfico. Assim, a associagdo
genética a um marcador polimorfico implica que existe associagdo a pelo
menos um alelo especifico daquele marcador polimoérfico particular. O
marcador pode compreender qualquer alelo de qualquer tipo de variante
encontrado no genoma, incluindo SNPs, microssatélites, inser¢des, dele¢des,
duplicacdes e translocagdes.

Um “alelo” refere-se a sequéncia de nucleotideo de um dado
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local (posi¢do) em um cromossoma. Um alelo marcador polimérfico assim
refere-se 4 composicéo (isto é, sequéncia) do marcador em um cromossoma.
O DNA gendémico de um individuo contém dois alelos para qualquer
marcador polimérfico dado, representativo de cada cépia do marcador em
cada cromossoma.

Uma posi¢cdo de nucleotideo na qual mais do que uma
sequéncia € possivel em uma populagdo (uma popula¢do natural ou uma
populagdo sintética, por exemplo, uma biblioteca de moléculas sintéticas) é
aqui aludida como um “sitio polimérfico”.

Um “Polimorfismo de Nucleotideo Unico” ou “SNP” ¢ uma
variagdo de sequéncia de DNA que ocorre quando um nucleotideo unico em
um local especifico no genoma difere entre membros de uma espécie ou entre
cromossomas emparelhados em um individuo. A maioria dos polimorfismos
SNP tem dois alelos. Cada individuo € neste caso homozigoto para um alelo
do polimorfismo (isto é, ambas as copias cromossdmicas do individuo tém o
mesmo nucleotideo na localizagdo SNP) ou o individuo € heterozigoto (isto é,
os duas crométides irmés do individuo contém nucleotideos diferentes). A
nomenclatura SNP como aqui relatada refere-se ao rétulo de identificagdo ID
da Referéncia oficial SNP (rs) como designado a cada SNP tnico pelo
National Center for Biotechnological Information (NCBI).

Uma “variante”, como aqui descrita, refere-se a um segmento
de DNA que difere do DNA de referéncia. Um “marcador” ou um “marcador
polimérfico”, como aqui definido, é uma variante. Alelos que diferem da
referéncia séo aludidos como alelos “variante”.

Um “microssatélite” ¢ um marcador polimérfico que tem
repeticdes pequenas multiplas de bases que tém 2 a 8 nucleotideos no
comprimento (tais como repeticdes CA) em um sitio particular, em que o
numero de comprimentos de repeti¢des varia na populagio geral. Um “indel”

€ uma forma comum de polimorfismo que compreende uma inser¢do ou
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dele¢do pequenas que tém tipicamente apenas uns poucos nucleotideos de
comprimento.

Um “haplétipo,” como aqui descrito, refere-se a um segmento
de DNA gendmico que € caracterizado por uma combinagdo especifica de
alelos dispostos ao longo do segmento. Para os organismos dipléides tais
como humanos, um haplétipo compreende um membro do par de alelos para
cada marcador ou local polimérfico. Em uma certa forma de realizagdo, o
haplétipo pode compreender dois ou mais alelos, trés ou mais alelos, quatro
ou mais alelos ou cinco ou mais alelos.

O termo “suscetibilidade”, como aqui descrito, abrange tanto a
suscetibilidade aumentada quanto a suscetibilidade diminuida. Assim,
marcadores polimorficos e/ou haplétipos particulares da invengdo podem ser
caracteristicos de suscetibilidade aumentada (isto €, risco aumentado) de
fibrilagdo atrial ou acidente vascular cerebral, como caracterizado por um
Risco Relativo (RR) ou Razio de Chances (OR) de mais do que um.
Alternativamente, os marcadores e/ou hapldtipos da invencdo sdo
caracteristicos de suscetibilidade diminuida (isto é, risco diminuido) de
fibrilagdo atrial ou acidente vascular cerebral, como caracterizado por um
Risco Relativo de menos do que um.

Uma “amostra de 4cido nucleico” é uma amostra obtida de um
individuo que contém &acido nucleico. Em certas formas de realizagéo, isto é, a
detecgdo de marcadores polimoérficos e/ou hapldtipos especificos, a amostra
de 4cido nucleico compreende DNA gendmico. Uma tal amostra de 4cido
nucleico pode ser obtida a partir de qualquer fonte que contenha DNA
gendmico, incluindo como uma amostra de sangue, amostra de fluido
amniotico, amostra de fluido cerebrospinal ou amostra de tecido da pele,
musculo, mucosa bucal ou conjuntiva, placenta, trato gastrointestinal ou
outros orgdos.

O termo “agente terapéutico da fibrilagdo atrial e/ou acidente
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vascular cerebral” refere-se a um agente que pode ser usado para melhorar ou
prevenir sintomas associados com a fibrilagdo atrial (AF), fltter atrial (AFI)
ou acidente vascular cerebral, como aqui descrito em mais detalhes.

O termo “4cido nucleico associado com a arritmia cardiaca
(por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular
cerebral”, como aqui descrito, refere-se a um 4cido nucleico que foi
descoberto estar associado com a arritmia cardiaca, por exemplo, fibrilagio
atrial (AF), fluter atrial (AFI) ou acidente vascular cerebral. Isto inclui, mas
ndo € limitado aos marcadores e haplétipos aqui descritos e marcadores e
haplétipos em forte desequilibrio de ligagdo (LD) com estes. Em uma forma
de realizagdo, um acido nucleico associado com a fibrilacdo atrial, flater atrial
ou acidente vascular cerebral refere-se ao bloco LD C04 descoberto estar
associado com a fibrilagdo atrial e acidente vascular cerebral. Em uma outra
forma de realizagdo, acido nucleico associado com a fibrilagdo atrial, flater
atrial ou acidente vascular cerebral refere-se ao gene PITX2.

O termo “bloco LD C04”, como aqui descrito, refere-se ao
bloco de Desequilibrio de Ligag¢do (LD) no Cromossoma 4 entre as posi¢des
111.954.811 e 112.104.250 da Construgio 35 da NCBI (National Center for
Biotechnology Information), com a sequéncia gendmica como apresentada na
SEQ ID NO: 50.

O termo “fragmento”, como aqui descrito, refere-se a um
segmento de um 4cido nucleico ou sequéncia de proteina. Os fragmentos sdo
de tamanho menor do que o seu ponto de referéncia, isto é, um fragmento de
uma molécula de 4cido nucleico de referéncia que tem 1000 nucleotideos no
tamanho € menor do que 1000 nucleotideos no tamanho. Os fragmentos de
acido nucleico da invengdo sfo habitualmente maiores do que 5 nucleotideos
no tamanho e tipicamente maiores do que 15 nucleotideos no tamanho, com
um limite superior como definido pelo seu nucleotideo de referéncia ou pela

utilidade prética do fragmento de nucleotideo. Por exemplo, fragmentos de
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nucleotideo uteis como sondas de hibridizagdo em algumas formas de
realizagdo da invengdo sdo maiores do que 15 nucleotideos e menores do que
cerca de 500 nucleotideos no tamanho. Outras faixas de tamanho aplicar-se-
8o para outros fragmentos de nucleotideo e proteina ou fragmentos de
peptideo da inveng&o.

O termo “PITX2”, como aqui descrito, refere-se ao gene do
fator de transcri¢do 2 de homeodominio emparelhado no cromossoma 4q25.
Este gene também € aludido como homeobox 2 pituitdrio (PTX2), fator de
transcrigdo 1 de homeobox relacionado a rieg bicoid (RIEG1), solurshin e
gene 1 responsivo todo-1 (ARP1).

A presente invencdo diz respeito a observag¢do de que certos
marcadores polimoérficos no cromossoma 4g25 do genoma humano foram
descobeftos estar associados com a arritmia cardiaca e acidente vascular
cerebral. Em formas de realizagdo particulares da invencdo, marcadores
polimérficos no cromossoma 4q25 estdo associados com as arritmia cardiacas
Fibrilagdo atrial (AF) e Fluter atrial (AFI) e acidente vascular cerebral. Esta
observagdo tem implicagdes importantes e inesperadas para o
desenvolvimento de métodos, usos, kits e sistemas de diagndstico e
terapéuticos, como aqui descrito em mais detalhes.

Em uma varredura ampla do genoma quanto a variantes
genéticas que conferem suscetibilidade 4 AF, diversos marcadores no
cromossoma 4q25 foram descobertos estar associados com AF. A associacio
mais significante foi descoberta para os marcadores rs2220427 e rs2220733,
ambos os quais deram valores p proximos a 10” (Tabela 2) para AF e
menores, mas associa¢gdo nominalmente significante ao acidente vascular
cerebral (Tabela 3). Um nimero grande de marcadores foram identificados
como substitutos perfeitos para estes marcadores, incluindo o marcador de
microssatélite D4S406 (Tabela 1) e varios marcadores de SNP (Tabela 4).

Outro refinamento dos resultados revelaram que o sinal de
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associagdo parece centralizar, em termos genéticos, aos marcadores de
1s2200733 e rs10033464 (Tabela 7) e marcadores em desequilibrio de ligagdo
com estes marcadores (incluindo, mas ndo limitados aos marcadores de SNP
listados na Tabela 9).

A observagdo original na populagéo islandesa foi replicada em
um grupo AF/AFT islandés independente, em um grupo AF sueco e em um
grupo AF US (Tabela 7). Quando combinado com as amostras islandesas, a
associagdo ao rs2200733 foi inequivoca (OR = 1,72, P =33 x 10*) e a
significancia de rs10033464 foi bem além do limiar de significAncia da
amplitude do genoma (OR = 1,39, P = 6,9 x 10™""). Assumindo o modelo
multiplicativo, o risco atribuivel a populagdo (PAR) das duas variantes
combinadas € de aproximadamente 20% em populagdes de ancestralidade
europ€ia. Além disso, a associagdo replicada em um grupo AF chinés de
Hong Kong (Tabela 7).

Os inventores também descobriram que a idade no diagndstico
de AF/AFI para as amostras islandesas correlacionam-se com os dois SNPs
rs2200733 e rs10033464. Assim, o diagndstico ocorre 2,28 anos mais cedo
para o alelo T de rs2200733 e 1,10 ano mais cedo para o alelo T de
rs10033464 (junta P = 1,29 x 10®). Este efeito é manifestado pela associagdo
das duas variantes sendo mais forte naqueles diagnosticados em uma idade
mais jovem, embora o risco permanec¢a significante mesmo naqueles
diagnosticados depois de atingir 80 anos de idade (Tabela 8). Uma idade
similar no inicio do efeito é observado no grupo US (Tabela 8).

Os inventores também observaram uma forte associacdo entre
as variantes e AFI, que parecem ser ainda mais forte do que para AF. Assim é
revelado pela associag@o ao subconjunto (N = 116) dos pacientes islandeses
que tém um diagnostico de AFI (OR = 2,60, 95% de intervalo de confidéncia
(CI)=1,83-3,68,P=75x 10" para rs2200733 ou = 1,94, 95% de CI = 1,26-
3,00, P = 0,0028 para rs10033464). De fato, para rs2200733, a OR para estes
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casos de AFI definidos € significantemente mais alta do que aquela para os
casos com um fenétipo AF (P = 0,0026) e proximo a significantemente mais
alto para rs10033464 (P = 0,084). Estes resultam que tanto AF quanto AFI
tém fatores de risco genético significantes que sdo ilustrados pela associacéo a
SNPs rs2200733 e rs10033464.

Os inventores além disso estabeleceram que as variantes que
se associam com AF/AFI também estdo associados com acidente vascular
cerebral, em particular acidente vascular cerebral isquémico (Tabela 21). O
marcador rs2200733 replicou significantemente no acidente vascular cerebral
isquémico e no subfendtipo do acidente vascular cerebral isquémico (IS), o
acidente vascular cerebral cardioembolico (CES). Tanto este marcador quanto
o marcador rs10033464 foram descobertos, depois de genotipar casos de IS
islandés adicionais e controles (total 1.943 casos/25.708 controles) e quatro
conjuntos de replicagdo de caso IS/controle grandes (4.294 casos/3.709
controles), associarem-se mais firmemente com o CES, do que AF ¢é a causa
priméria, (rs2200733: OR = 1,53, P = 1,5 x 10™'%; rs10033464: OR = 1,27, P =
5,9 x 10™*) (Tabela 21).

Né&o existe nenhum gene conhecido presente no bloco LD
contendo rs2200733 e rs10033464 (Figura 3). O bloco LD contém um EST
unido (DA725631) e dois exons EST isolados (DB324364 e AF017091). A
RT-PCR de bibliotecas de cDNA de varios tecidos nfio detectou a expressio
destes ESTs (Tabela 16). O gene PITX2 localizado no bloco LD a montante
adjacente € o gene mais proximo das variantes de risco. Diversos marcadores
dentro do bloco LD contendo o gene PITX2 sdo correlacionados com os
marcadores que mostram a associagdo ao AF e Afl, como mostrado na Tabela
18. E portanto possivel que as variantes dentro do gene PITX2 sejam as
variantes causativas subjacentes. Alternativamente, € possivel que as variantes
da presente invengdo, como aqui descritas, afetem a fungéo, estabilidade,

expressdo, modificagdo pds-traducional, jungdo, estabilidade de mensagem de
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PITX2 ou por outros meios afetam o gene de modo a predispor aos sintomas
associados com a fibrilagdo atrial, flater atrial e/ou acidente vascular cerebral.
A proteina codificada por este gene, o fator de transcrigdo de homeodominio
no modo emparelhado 2, € um candidato interessante para AF/AFI visto que é
conhecido desempenhar um papel importante no desenvolvimento cardiaco
pelo direcionamento da morfogénese assimétrica do coragdo (Franco, D.,
Trends Cardiovasc Med 13: 157-63 (2003)). Além disso, em um modelo de
camundongo silenciado Pitx2 mostrou suprimir um caminho default para a
formag&o do nodo sinoatrial no atrio esquerdo. Existe muito pouca expressdo
de mRNA de PITX2 em todos os tecidos facilmente acessiveis, tais como
sangue e tecido adiposo, dificultando o estudo de correlagdo entre genétipos e
niveis de expressdo. O gene seguinte a montante de PITX2 é ENPEP, uma
aminopeptidase responsavel pela ruptura da angiotensina II no endotélio
vascular. Este gene € expressado mais amplamente, mas as variantes
associadas com AF ndo mostraram nenhuma correlagio para a sua expressio
no sangue ou tecido adiposo. Nenhum outro gene anotado esta localizado
dentro de uma regido de 400 kb a montante e regides 1,5 Mb a jusante das
variantes associadas.
Avaliacdo quanto a marcadores e haplotipos

A sequéncia genOmica dentro de populagdes ndo é idéntica
quando os individuos s3o comparados. Ao invés, o genoma exibe
variabilidade de sequéncia entre individuos em muitas localizagdes no
genoma. Tais variagSes na sequéncia sfo habitualmente aludidas como
polimorfismos e existem muitos de tais sitios dentro de cada genoma. Por
exemplo, o genoma humano exibe variagdes de sequéncia que ocorrem em
média a cada 500 pares de base. A variante de sequéncia mais comum
consiste de variagdes de base em uma unica posi¢dio de base no genoma e tais
variantes ou polimorfismos de sequéncia, sio habitualmente chamados

Polimorfismos de Nucleotideo Unico (“SNPs”). Acredita-se que estes SNPs
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tenham ocorrido em um uUnico evento mutacional e portanto existem
usualmente dois alelos possiveis em cada sitio de SNP; o alelo original e o
alelo mutado. Devido ao curso genético natural e possivelmente também
pressdo seletiva, a mutagdo original tem resultado em um polimorfismo
caracterizado por uma frequéncia particular de seus alelos em qualquer
populagdo dada. Muitos outros tipos de variantes de sequéncia sdo
encontrados no genoma humano, incluindo microssatélites, insercdes,
dele¢des, inversdes e variagdes de ntimero de copia. Um microssatélite
polimdrfico tem repeti¢des pequenas multiplas de bases (tais como repeticdes
de CA, TG no filamento complementar) em um sitio particular em que o
numero de comprimentos de repeti¢do varia na populagio geral. Em termos
gerais, cada versio da sequéncia com respeito ao sitio polimérfico representa
um alelo especifico do sitio polimérfico. Estas variantes de sequéncia podem
ser todas aludidas como polimorfismos, que ocorrem em sitios polimoérficos
especificos caracteristicos da variante de sequéncia em questio. Em termos
gerais, os polimorfismos podem compreender qualquer ntimero de alelos
especificos. Assim em uma forma de realizagdo da invengo, o polimorfismo
€ caracterizado pela presenga de dois ou mais alelos em qualquer populagéo
dada. Em uma outra forma de realiza¢éo, o polimorfismo € caracterizado pela
presenga de trés ou mais alelos. Em outras formas de realizago, o
polimorfismo ¢ caracterizado por quatro ou mais alelos, cinco ou mais alelos,
seis ou mais alelos, sete ou mais alelos, nove ou mais alelos ou dez ou mais
alelos. Todos de tais polimorfismos podem ser utilizados nos métodos e kits
da presente invengdo e estdo assim dentro do escopo da invengio.

Em alguns casos, referéncia € feita a alelos diferentes em um
sitio polimérfico sem escolher um alelo de referéncia. Alternativamente, uma
sequéncia de referéncia pode ser aludida para um sitio polimérfico particular.
O alelo de referéncia é algumas vezes aludido como o alelo do “tipo

selvagem” e usualmente € escolhido como o primeiro alelo sequenciado ou
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como o alelo de um individuo “néo afetado” (por exemplo, um individuo que
ndo demonstra um trago ou fenétipo de doenga).

Alelos para marcadores de SNP como aqui aludidos referem-
se as bases A, C, G ou T visto que eles ocorrem no sitio polimérfico no ensaio
de SNP utilizado. O alelo que codifica as SNPs aqui usadas sdo como segue:
1=A,2=C,3 =G, 4=T. A pessoa habilitada na técnica entretanto
constatara que ensaiando-se ou lendo-se o filamento de DNA oposto, o alelo
complementar pode em cada caso ser medido. Assim, para um sitio
polimérfico (marcador polimérfico) caracterizado por um polimorfismo A/G,
o ensaio utilizado pode ser planejado para detectar especificamente a presenga
de um ou ambas das duas bases possiveis, isto é, A e G. Alternativamente,
pelo planejamento de um ensaio que é planejado para detectar o filamento
oposto no padrdo de DNA, a presenca das bases complementares T e C pode
ser medida. Quantitativamente (por exemplo, em termos de Risco Relativo),
resultados idénticos podem ser obtidos da medi¢cdio do filamento de DNA
(filamento + ou filamento -).

Tipicamente, uma sequéncia de referéncia é aludida para uma
sequéncia particular. Os alelos que diferem da referéncia sdo algumas vezes
aludidos como alelos “variante”. Uma sequéncia variante, como aqui usada,
refere-se a uma sequéncia que difere da sequéncia de referéncia mas é de
outro modo substancialmente similar. Os alelos nos marcadores genéticos
polimdrficos aqui descritos s3o variantes. As variantes adicionais podem
incluir mudangas que afetam um polipeptideo. As diferengas de sequéncia,
quando comparadas a uma sequéncia de nucleotideo de referéncia, pode
incluir a insergdo ou dele¢do de um Gnico nucleotideo ou de mais do que um
nucleotideo, resultando em uma mudanga de matriz; a mudanca de pelo
menos um nucleotideo, resultando em uma mudanga no aminoacido
codificado; a mudanga de pelo menos um nucleotideo, que resulta na geragéo

de um cddon de parada prematuro; a delegdo de diversos nucleotideos, que
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resultam em uma dele¢do de um ou mais aminoécidos codificados pelos
nucleotideos; a inser¢do de um ou vérios nucleotideos, tal como pela
recombinagdo desigual ou conversdo de gene, que resulta em uma interrupgdo
da sequéncia codificadora de uma matriz de leitura; duplicacdo de toda ou
uma parte de uma sequéncia; transposigdo; ou um rearranjo de uma sequéncia
de nucleotideo,. Tais mudangas de sequéncia podem alterar o polipeptideo
codificado pelo acido nucleico. Por exemplo, se a mudanga na sequéncia de
acido nucleico causa uma mudanga de matriz, a mudanga de matriz pode

resultar em uma mudanga nos aminoécidos codificados, e/ou pode resultar na

geragdo de um cdéddon de parada prematura, causando a geragdo de um

polipeptideo truncado. Alternativamente, um polimorfismo associado com
uma doenga ou trago pode ser uma mudanca sindnima em um ou mais
nucleotideos (isto é, uma mudang¢a que nfo resulta em uma mudanca na
sequéncia de aminoéacido). Um tal polimorfismo pode, por exemplo, alterar
sitios de jungdo, afetar a estabilidade ou transporte de mRNA ou de outro
modo afetar a transcri¢do ou tradugdo de um polipeptideo codificado. O
mesmo também pode alterar o DNA para aumentar a possibilidade de que as
mudangas estruturais, tais como amplificagdes ou delecSes, ocorram ao nivel
somatico. O polipeptideo codificado pela sequéncia de nucleotideo de
referéncia € o polipeptideo de “referéncia” com uma sequéncia de aminoacido
de referéncia particular e os polipeptideos codificados pelos alelos variantes
sdo aludidos como polipeptideos “variantes” com sequéncias de aminoacido
variantes. Uma sequéncia ou uma sequéncia de referéncia pode representar a
dire¢do (+) ou (-) de DNA de filamento duplo. Tais sequéncias estdo
relacionadas como sendo o complemento reverso um do outro, como bem
conhecido pela pessoa habilitada.

Um haplétipo refere-se a um segmento de DNA que é
caracterizado por uma combinagdo especifica de alelos dispostos ao longo do

segmento. Para organismos dipldides tais como os seres humanos, um
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hapl6tipo compreende um membro do par de alelos para cada marcador ou
local polimérficos. Em uma certa forma de realizagdo, o haplétipo pode
compreender dois ou mais alelos, trés ou mais alelos, quatro ou mais alelos ou
cinco ou mais alelos, cada alelo correspondendo a um marcador polimoérfico
especifico ao longo do segmento. Os haplétipos podem compreender uma
combinagdo de varios marcadores polimérficos, por exemplo, SNPs e
microssatélites, tendo alelos particulares nos sitios polimérficos. Os
haplo6tipos assim compreendem uma combinacdo de alelos em varios
marcadores genéticos. |

A detec¢do de marcadores pdlimérﬁcos e/ou haplotipos
especificos pode ser realizada pelos métodos conhecidos na técnica para
detectar sequéncias nos sitios polimérficos. Por exemplo, as técnicas padrio
para genotipar quanto a presenc¢a de SNPs e/ou marcadores de microssatélite
podem ser usadas, tais como as técnicas com base na fluorescéncia (Chen, X.
et al., Genome Res. 9(5): 492-98 (1999)), utilizando PCR, LCR, PCR
Abrigada e outras técnicas para a amplificacdo de acido nucleico. As
metodologias especificas disponiveis para genotipar SNP incluem, mas n#o
sdo limitadas aos ensaios de genotipagem TagMan e plataformas SNPIex
(Applied Biosystems), espectrometria de massa (por exemplo, o sistema
MassARRAY da Sequenom), métodos de mini-sequenciamento, PCR em
tempo real, sistema Bio-Plex (BioRad), sistemas CEQ e SNPstream
(Beckman), tecnologia de série de Sonda de Inversio Molecular (por
exemplo, GeneChip da Affymetrix) e BeadArray Technologies (por exemplo,
os ensaios Illumina GoldenGate e Infinium). Por estes ou outros métodos
disponiveis para a pessoa habilitada na técnica, um ou mais alelos em
marcadores polimorficos, incluindo microssatélites, SNPs ou outros tipos de
marcadores polimérficos, podem ser identificados.

Em certos métodos aqui descritos, um individuo que estad em

uma suscetibilidade aumentada (isto €, risco aumentado) para qualquer
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doenga ou trago especificos sob estudo, é um individuo em quem pelo menos
um alelo especifico em um ou mais marcadores polimérficos ou haplétipo que
conferem suscetibilidade aumentada para a doenga ou traco sdo identificados
(isto €, alelos marcadores ou haplétipos em risco). Em um aspecto, o
marcador ou haplétipo em risco € um que confere um risco aumentado (ou
suscetibilidade) significante da doenga ou tragco. Em uma forma de realizago,
a significancia associada com um marcador ou haplétipo é medida por um
Risco Relativo (RR). Em uma outra forma de realizago, a significincia
associada com um marcador ou haplotipo € medida por uma razdo de chances
(OR). Em uma outra forma de realizagéo, a significAncia é medida por uma
porcentagem. Em uma forma de realizagdo, um risco aumentado significante é
medido como um risco (Risco Relativo e/ou Razio de Chances) de pelo
menos 1,2, incluindo mas ndo limitado a: pelo menos 1,2, pelo menos 1,3,
pelo menos 1,4, pelo menos 1,5, pelo menos 1,6, pelo menos 1,7, 1,8, pelo
menos 1,9, pelo menos 2,0, pelo menos 2,5, pelo menos 3,0, pelo menos 4,0 e
pelo menos 5,0. Em uma forma de realizagdo particular, um risco (Risco
Relativo e/ou Razdo de Chances) de pelo menos 1,2 é significante. Em uma
outra forma de realizagdo particular, um risco de pelo menos 1,3 é
significante. Ainda em uma outra forma de realizagdo, um risco de pelo
menos 1,4 € significante. Em uma outra forma de realizacdo, um Risco
Relativo de pelo menos cerca de 1,5 € significante. Em mais uma outra forma
de realizagdo, um aumento significante no risco de pelo menos cerca de 1,7 é
significante. Entretanto, outros cortes também sfo considerados, por exemplo
pelo menos 1,15, 1,25, 1,35 e assim por diante e tais cortes também estdo
dentro do escopo da presente inven¢do. Em outras formas de realizagdo, um
aumento significante no risco é de pelo menos cerca de 20%, incluindo mas
ndo limitado a cerca de 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 150%, 200%, 300% e 500%. Em

uma forma de realizagdo particular, um aumento significante no risco é de
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pelo menos 20%. Em outras formas de realizagdo, um aumento significante
no risco € de pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo
menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% e pelo
menos 100%. Outros cortes ou faixas como julgados adequados pela pessoa
habilitada na técnica para caracterizar a invengdo s3o entretanto também
considerados e estes também estfo dentro do escopo da presente invenco.
Um marcador polimérfico ou haplétipo em risco da presente
invengdo € um onde pelo menos um alelo de pelo menos um marcador ou
haplétipo estd mais frequentemente presente em um individuo em risco para a
doen¢a ou trago (por exemplo, arritmia cardiaca ou acidente vascular
cerebral) (afetado), comparado com a frequéncia da sua presenga em um
grupo de comparagdo (controle) e em que a presenca do marcador ou
haplétipo € indicativa de suscetibilidade para a doenga ou trago. O grupo de
controle em uma forma de realizagdo pode ser uma amostra de populagio, isto
€, uma amostra aleatéria da populagdo geral. Em uma outra forma de
realizagdo, o grupo de controle ¢ representado por um grupo de individuos
que sdo isentos de doenga. Tal controle isento de doenca em uma forma de
realizagdo pode ser caracterizado pela auséncia de um ou mais sintomas
associados a doenga especificos. Em uma outra forma de realizagdo, o grupo
de controle isento de doenga € caracterizado pela auséncia de um ou mais
fatores de risco especificos de doenca. Tais fatores de risco s&o em uma forma
de realizagdo pelo menos um fator de risco ambiental. Os fatores ambientais
representativos sdo produtos naturais, minerais ou outros produtos quimicos
que sdo conhecidos por afetar ou considerados afetar, o risco de desenvolver a
doenga ou trago especificos. Outros fatores de risco ambientais sdo fatores de
risco relacionados com o estilo de vida, incluindo mas ndo limitados aos
habitos alimentares e bebidas, localiza¢do geografica do habitat principais e
fatores de risco ocupacionais. Em uma outra forma de realizacdo, os fatores

de risco sdo pelo menos um fator de risco genético.
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Como um exemplo de um teste simples para a correlagdo seria
um teste exato de Fisher em uma tabela de dois por dois. Dado um grupo de
cromossomas, a tabela de dois por dois € construida do numero de
cromossomas que incluem ambos dos marcadores ou haplétipos, um dos
marcadores ou haplétipos mas ndo o outro e nenhum dos marcadores ou
haplétipos.

Em outras formas de realizag@o da inveng&o, um individuo que
esta em uma suscetibilidade diminuida (isto é, em uma risco diminuido) para
a doenga ou trago € um individuo no qual pelo menos um alelo especifico em
um ou mais marcadores polimoérficos ou haplétipos que conferem
suscetibilidade diminuida para a doenga ou trago € identificado. Os alelos e/ou
haplétipos marcadores que conferem risco diminuido também sdo ditos serem
protetores. Em um aspecto, o marcador ou haplétipo protetores € um que
confere um risco diminuido (ou suscetibilidade) significante da doenca ou
traco. Em uma forma de realizagdo, o risco diminuido significante é medido
como um Risco Relativo de menos do que 0,9, incluindo mas nfo limitado a
menor do que 0,9, menor do que 0,8, menor do que 0,7, menor do que 0,6,
menor do que 0,5, menor do que 0,4, menor do que 0,3, menor do que 0,2 e
menor do que 0,1. Em uma forma de realizagfo particular, o risco diminuido
significante € menor do que 0,7. Em uma outra forma de realiza¢o, o risco
diminuido significante é menor do que 0,5. Ainda em uma outra forma de
realizag8o, o risco diminuido significante é menor do que 0,3. Em uma outra
forma de realizagdo, a diminui¢do no risco (ou suscetibilidade) é de pelo
menos 20%, incluindo mas ndo limitada a pelo menos 25%, pelo menos 30%,
pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo
menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% e
pelo menos 98%. Em uma forma de realizagio particular, uma diminuicio

significante no risco € de pelo menos cerca de 30%. Em uma outra forma de
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realizagdo, uma diminui¢do significante no risco € de pelo menos cerca de
50%. Em uma outra forma de realizagdo, a diminui¢do no risco ¢ de pelo
menos cerca de 70%. Outros cortes ou faixas como julgados adequados pela
pessoa habilitada na técnica para caracterizar a inveng¢do sdo entretanto
também considerados e estes também estdo dentro do escopo da presente
invencgao.

A pessoa habilitada na técnica avaliara que para os marcadores
com dois alelos presentes na populagdo que é estudada e em que um alelo é
encontrado em frequéncia aumentada em um grupo de individuos com um
trago ou doenga na populagdo, comparado com controles, o outro alelo do
marcador sera descoberto na frequéncia diminuida no grupo de individuos
com o trago ou doenga, comparado com controles. Em um tal caso, um alelo
do marcador (aquele encontrado em frequéncia aumentada em individuos com
o trago ou doenga) sera o alelo em risco, enquanto que o outro alelo serd um
alelo protetor.
Desequilibrio de ligagdo

O fendémeno natural de recombina¢do, que ocorre em média
uma vez para cada par de cromossoma durante cada evento ,meidtico,
representa um modo em que a natureza fornece varia¢Bes na sequéncia (e
fun¢do bioldgica por consequéncia). foi descoberto que a recombinacdo ndo
ocorre aleatoriamente no genoma; ao invés, existem variagdes grandes na
frequéncia de taxas de recombinagfo, que resulta em regides pequenas de alta
frequéncia de recombinagio (também chamada de ponto de recombinacio) e
regides grandes de baixa frequéncia de recombinagio, que sdo habitualmente
aludidas como blocos de desequilibrio de ligagdo (LD) (Myers, S. et al.,
Biochem Soc Trans 34: 526-530 (2006); Jeffreys, A. J., et al., Nature Genet
29:217-222 (2001); May, C. A., et al., Nature Genet 31: 272-275(2002)).

O desequilibrio de ligagdo (LD) refere-se a uma seleg¢do nido

aleatoria de dois elementos genéticos. Por exemplo, se um elemento genético
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particular (por exemplo, um alelo de um marcador polimérfico ou um
haplétipo) ocorre em uma populagdo em uma frequéncia de 0,25 (25%) e um
outro elemento ocorre em uma frequéncia de 0,25 (25%), entdo a ocorréncia
prognosticada de uma pessoa tendo ambos os elementos ¢ de 0,125 (12,5%),
assumindo uma distribui¢do aleatéria dos elementos. Entretanto, se €
descoberto que os dois elementos ocorrem juntos em uma frequéncia mais
alta do que 0,125, entdo os elementos sdo ditos estar em desequilibrio de
ligagdo, visto que eles tendem a ser herdados juntos em uma taxa mais alta do
que aquela que as suas frequéncias independentes de ocorréncia (por
exemplo, frequéncias de alelo ou hapldtipo) prognosticariam. Em termos
gerais, LD estd em uma maneira geral correlacionado com a frequéncia de
eventos de recombinagdo entre os dois elementos. As frequéncias de alelo ou
haplétipo podem ser determinadas em uma populagdo pela genotipagem de
individuos em uma populagéo e determinando a frequéncia da ocorréncia de
cada alelo ou haplétipo na populagdo. Para as populagdes de dipldides, por
exemplo, populagdes humanas, individuos tipicamente terdo dois alelos para
cada elemento genético (por exemplo, um marcador, haplétipo ou gene).
Muitas medidas diferentes foram propostas para avaliar a for¢a
de desequilibrio de ligagcdo (LD). A maioria captura a for¢a de associa¢do
entre pares de sitios bialélicos. Duas medidas aos pares importantes de LD
sdo r* (algumas vezes denotada A?) 'e ID’|. Ambas as medidas variam de 0
(nenhum desequilibrio) a 1 (desequilibrio ‘completo’), mas a sua
interpretacdo ¢ levemente diferente. [D’| é definido em um tal modo que seja
igual a 1 se apenas dois ou trés dos haplétipos possiveis estdo presentes e é <
1 se todos os quatro hapldtipos possiveis estdo presentes. Portanto, um valor
de [D’| que é <1 indica que a recombinagdo historica pode ter ocorrido entre
dois sitios (a mutag¢do recorrente também pode fazer com que |D’| seja < 1,
mas para os polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) isto é usualmente

considerado como sendo menos provavel do que a recombina¢do). A medida
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r* representa a correlagdo estatistica entre dois sitios e assume o valor de 1 se
apenas dois haplétipos estdo presentes.

A medida r* é discutivelmente a medida mais relevante para o
mapeamento de associagdo, porque existe uma relagdo inversa simples entre
r’ e o tamanho da amostra requerido para detectar a associagdo entre o local
de suscetibilidade e SNPs. Estas medidas sdo definidas para pares de sitios,
mas para algumas aplicagbes uma determinacio de quio forte LD € através de
uma regido inteira que contém muitos sitios polimorficos seria desejavel (por
exemplo, testando se a for¢a de LD difere significantemente entre populagées
locais ou cruzadas ou se existe mais ou menos LD em uma regido do que
prognosticado sob um modelo particular). Medir LD através de uma regido
ndo ¢ direto, mas um método é usar a medida r, que foi desenvolvida nas
populagdes genéticas. Em termos gerais, r mede quanta recombinacio seria
requerida sob um modelo de populagdo particular para gerar o LD que é
observado nos dados. Este tipo de método potencialmente também pode
fornecer um método estatisticamente rigoroso para o problema de determinar
se os dados de LD fornecem evidéncia quanto a presenga de pontos de
recombinagfo. Para os métodos e procedimentos aqui descritos, um valor r*
significante pode ser de pelo menos 0,1 tal como pelo menos 0,1, 0,15, 0,2,
0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,91,
0,92, 0,93, 0,94, 0,95, 0,96, 0,97, 0,98, 0,99 ou 1,0. Em uma forma de
realizagdo preferida, o valor 1’ significante pode ser de pelo menos 0,2.
Alternativamente, o desequilibrio de ligagdo como aqui descrito, refere-se ao
desequilibrio de ligagdo caracterizado pelos valores de |D’| de pelo menos 0,2,
tal como 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 0,96, 0,97, 0,98, 0,99.
Assim, o desequilibrio de ligagdo representa uma correlacdo entre alelos de
marcadores distintos. O mesmo é medido pelo coeficiente de correlagdo ou
ID’| (% até 1,0 e [D’| até 1,0). O desequilibrio de ligacdo pode ser determinado

em uma Unica populagdo humana, como aqui definido ou pode ser
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determinado em uma cole¢do de amostras que compreendem individuos de
mais do que uma populagio humana. Em uma forma de realizagio da
invengdo, LD é determinado em uma amostra de uma ou mais das popula¢ées
HapMap (caucasiana, africana, japonesa, chinesa), como definido (http:
/fwww.hapmap.org). Em uma tal forma de realiza¢do, LD € determinado na
populagdo CEU das amostras de HapMap. Em uma outra forma de realizagéo,
LD ¢ determinado na populagdo YRI. Ainda em uma outra forma de
realizag¢do, LD ¢ determinado em amostras da populagio islandesa.

Se todos os polimorfismos no genoma fossem idénticos ao
nivel de populagdo, entdo cada um deles necessitaria ser investigado em
estudos de associag@o. Entretanto, devido ao desequilibrio de ligagdo entre
polimorfismos, polimorfismos firmemente ligados sdo fortemente
correlacionados, o que reduz o nimero de polimorfismos que precisam ser
investigados em um estudo de associagdo para observar uma associagdo
significante. Uma outra consequéncia de LD é que muitos polimorfismos
podem dar um sinal de associagdo devido ao fato de que estes polimorfismos
sdo fortemente correlacionados.

Os mapas LD gendmicos foram gerados através do genoma e
tais mapas LD foram propostos para servir como matriz para 0 mapeamento
de doenga-genes (Risch, N. & Merkiangas, K, Science 273: 1516-1517
(1996); Maniatis, N., et al., Proc Natl Acad Sci USA 99: 2228-2233 (2002);
Reich, DE et al, Nature 411: 199-204 (2001)).

E agora estabelecido que muitas por¢des do genoma humano
podem ser quebradas em séries de blocos de haplétipo separados contendo
uns poucos haplétipos comuns; para este blocos, os dados de desequilibrio de
ligacdo fornecem pouca evidéncia indicando recombinag¢@o (ver, por exemplo,
Wall,, J. D. e Pritchard, J. K., Nature Reviews Genetics 4: 587-597 (2003);
Daly, M. et al., Nature Genet. 29: 229-232 (2001); Gabriel, S. B. et al.,
Science 296: 2225-2229 (2002); Patil, N. et al., Science 294: 1719-1723
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(2001); Dawson, E. ef al., Nature 418: 544-548 (2002); Phillips, M. S. et al.,
Nature Genet. 33: 382-387 (2003)).

Existem dois métodos principais para definir estes blocos de
haplétipo: Blocos podem ser definidos como regides de DNA que tém
diversidade de hapldtipo limitada (ver, por exemplo, Daly, M. et al., Nature
Genet. 29: 229-232 (2001); Patil, N. et al., Science 294: 1719-1723 (2001);
Dawson, E. ef al., Nature 418: 544-548 (2002); Zhang, K. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99: 7335-7339 (2002)) ou como regides entre zonas de
transicdo tendo recombinagdo histérica extensiva, identificado usando
desequilibrio de liga¢do (ver, pbr exemplo, Gabriel, S. B. et al., Science 296:
2225-2229 (2002); Phillips, M. S. et al., Nature Genet. 33: 382-387 (2003);
Wang, N. ef al., Am. J. Hum. Genet. 71: 1227-1234 (2002); Stumpf, M. P. e
Goldstein, D. B., Curr. Biol. 13: 1-8 (2003)). Mais recentemente, um mapa de
escala fina de taxas de recombinagdo e pontos correspondentes através do
genoma humano foi gerado (Myers, S., et al., Science 310: 321-32324 (2005);
Myers, S. et al., Biochem Soc Trans 34: 526-530 (2006)). O mapa revela a
enorme variagdo na recombinagdo através do genoma, com taxas de
recombinagdo tdo altas quanto 10 a 60 ¢cM/Mb nos pontos, embora mais
proximo a 0 nas regides intervenientes, que assim representam regides de
diversidade de haplétipo limitada e LD alta. O mapa portanto pode ser usado
para definir blocos de haplétipo/Blocos LD como regides flanqueadas pelos
pontos de recombinagdo. Como aqui usado, os termos “bloco de haplétipo”
ou “bloco LD” incluem blocos definidos por qualquer uma das caracteristicas
descritas acima ou outros métodos alternativos usados pelas pessoas
habilitadas na técnica para definir tais regides.

Os blocos de haplotipo podem ser usados para mapear
associagdes entre a situagdo de fendtipo e haplétipo, usando marcadores
Unicos ou haplétipos que compreendem uma pluralidade de marcadores. Os

haplétipos principais podem ser identificados em cada bloco de haplétipo e
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depois um conjunto de SNPs “rotuladores” ou marcadores (o conjunto menor
de SNPs ou marcadores necessarios para distinguir entre os haplétipos)
podem ser depois identificados. Estes SNPs rotuladores ou marcadores podem
ser depois usados na avaliagido de amostras de grupos de individuos, de modo
a identificar a associagfo entre fenétipo e haplétipo. Se desejado, blocos de
haplétipo vizinhos podem ser avaliados concorrentemente, visto que também
pode existir desequilibrio de ligagdo entre os blocos de haplétipo.

Assim tem se tornado evidente que para qualquer associa¢do
observada dada a um marcador polimérfico no genoma, é provavel que
marcadores adicionais no genoma também mostrem associac#o. Isto é uma
consequéncia natural da distribui¢do ndo uniforme de LD através do genoma,
como observado pela grande variagdo em taxas de recombinagdo. Os
marcadores usados para detectar a associagdo assim em um sentido representa
“rotulos” para uma regido gendmica (isto é, um bloco de haplétipo ou bloco
LD) que esteja em associagdo com uma dada doenga ou trago e como tais sdo
uteis para o uso nos métodos e kits da presente inven¢do. Uma ou mais
variantes ou mutagdes causativas (funcionais) podem residir dentro da regifio
descoberta estar em associagdo com a doenga ou trago. Tais variantes podem
conferir um Risco Relativo (RR) ou Razdo de Chances (OR) mais altos do
que os observados para os marcadores de rotulagdo usados para detectar a
associagdo. A presente invencdo refere-se assim ao marcadores usados para
detectar a associagdo com a doenga, como aqui descrito, assim como
marcadores em desequilibrio de ligagdo com os marcadores. Assim, em certas
formas de realizagdo da invengdo, marcadores que estio em LD com os
marcadores e/ou haplétipos da invengdo, como aqui descritos, podem ser
usados como marcadores substitutos. Os marcadores substitutos tém em uma
forma de realizagdo valores de Risco Relativo (RR) e/ou Razdo de Chances
(OR) menores do que para os marcadores ou hapldtipos inicialmente

descobertos estar em associagdo com a doenga, como aqui descrito. Em outras
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formas de realizagdo, os marcadores substitutos tém valores RR ou OR
maiores do que aqueles inicialmente determinados para os marcadores
inicialmente descobertos estar em associagdo com a doenga, como aqui
descrito. Um exemplo de uma tal forma de realizagfo seria uma variante rara
ou em relativamente rara (< 10% de frequéncia de populagio alélica) em LD
com uma variante mais comum (> 10% de frequéncia de populagido)
inicialmente descoberto estar em associagdo com a doenga, tais como as
variantes aqui descritas. A identificacfo e uso tais marcadores para detectar a
associagdo descoberta pelos inventores como ~aqui descrita podem ser
realizadoé pelos métodos de rotina bem conhecidos pela pessoa habilitada na
técnica e estdo portanto dentro do escopo da presente invengio.

E possivel que certos marcadores polimoérficos em
desequilibrio de ligagdo com os marcadores aqui mostrados estar associados
com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial e flater atrial) e
acidente vascular cerebral estdo localizados fora dos limites fisicos do bloco
LD C04 como aqui definido pela sequéncia apresentada na SEQ ID NO: 50.
Isto € uma consequéncia das taxas de recombinagdo histdrica na regido em
questdo, que pode ter levado a uma regido de LD forte (o bloco LD), com
marcadores residuais fora do bloco em LD com marcadores dentro do bloco.
Tais marcadores também estdo dentro do escopo da presente invengéo, visto
que também sdo Uteis para praticar a invengdo em virtude de sua relagdo
genética com os marcadores aqui mostrados estar associados com a arritmia
cardiaca e acidente vascular cerebral. Os exemplos de tais marcadores sdo
mostrados na Tabela 18 (rs7668322 (SEQ ID NO: 46), rs2197815 (SEQ ID
NO: 47), rs6831623 (SEQ ID NO: 48), rs2595110 (SEQ ID NO: 49))
Determinacdio da frequéncia de haplotipo

As frequéncias de haplotipos em grupos de paciente e controle
podem ser estimadas usando um algoritmo de expectativa-maximizac¢io

(Dempster A. et al., J. R. Stat. Soc. 8, 39: 1-38 (1977)). Uma implementagéo
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deste algoritmo que pode manusear gen6tipos perdidos e inconstantes com a
fase pode ser usada. Sob a hipétese nula, os pacientes e os controles sdo
assumidos ter frequéncias idénticas. Usando um método de probabilidades,
uma hipétese alternativa é testada, onde um haplétipo em risco candidato, que
pode incluir os marcadores aqui descritos, € deixado ter uma frequéncia mais
alta em pacientes do que nos controles, enquanto que as razdes das
frequéncias de outros haplétipos sdo assumidos ser as mesmas em ambos os
grupos. As probabilidades sdo maximizadas separadamente sob ambas as
hipéteses e uma estatistica da razdo de probabilidade 1-df correspondente é
usada para avaliar a signiﬁééncia estatistica.

Para examinar quanto aos marcadores e hapléotipos em risco e
protetores dentro de uma regifo de ligagdo, por exemplo, a associa¢do de
todas as combinagdes possiveis de marcadores genotipados é estudada,
contanto que estes marcadores transponham uma regidio pratica. Os grupos de
paciente e controle combinados podem ser aleatoriamente divididos em dois
conjuntos, iguais no tamanho ao grupo original de pacientes e controles. A
analise de marcador e haplétipo € depois repetida e o valor p mais significante
registrado € determinado. este esquema de randomizagdo pode ser repetido,
por exemplo, mais de 100 vezes para construir uma distribui¢do empirica de
valores p. Em uma forma de realizagdo preferida, um valor p de < 0,05 é
indicativo de uma associagdo de marcador e/ou haplétipo significante.
Analise de Haplotipo

Um método geral para a anélise de haplétipo envolve o uso da
inferéncia com base na probabilidade aplicada ao Modelos Abrigados
(Gretarsdottir S., et al., Nat. Genet. 35: 131-38 (2003)). O método ¢é
implementado no programa NEMO, que permite muitos marcadores
polimorficos, SNPs e microssatélites. O método e software sdo
especificamente planejados para os estudos de controle de caso onde o

proposito € identificar grupos de haplétipo que conferem riscos diferentes.
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Este também ¢ uma ferramenta para estudar estruturas LD. Em NEMO, as
estimativas de probabilidade méaxima, as razdes de probabilidade e os valores
p sdo calculados diretamente, com a ajuda do algoritmo EM, para os dados
observados tratando-os como um problema de dados perdidos.

Embora testes da razdo de probabilidade com base nas
probabilidades computadas diretamente para os dados observados, que tém
capturado a perda de informagdo devido a incerteza na fase e gendtipos
perdidos, podem ser confiado para dar valores p validos, seria ainda de
interesse saber quanta informac¢do foi perdida devido a informagdo que esta
incompleta. A medida de informag&o para a analise de haplétipo é descrita em
Nicolae e Kong (Technical Report 537, Department of Statistics, University
of Statistics, University of Chicago; Biometrics, 60(2): 368-75 (2004)) como
uma extensio natural de medidas de informagéo definidas para a analise de
ligacdo e € implementada em NEMO.

Para a associagdo de marcador Unico a uma doenga, o teste
exato de Fisher pode ser usado para calcular valores p de dois lados para cada
alelo individual. Usualmente, todos os valores p sdo apresentados ndo
ajustados para comparagdes multiplas a menos que especificamente indicado.
As frequéncias apresentadas (para microssatélites, SNPs e haplétipos) sdo
frequéncias alélicas como oposto as frequéncias do carregador. Para
minimizar qualquer tendéncia devido & relacionabilidade dos pacientes que
foram recrutados como familias para a andlise de ligagdo, as rela¢es de
primeiro e segundo grau podem ser eliminadas da lista de paciente. Além
disso, o teste pode ser repetido para associagdo corrigindo quanto a qualquer
relacionabilidade remanescente entre os pacientes, pela extensdo de um
procedimento de ajuste de variagdo descrito em Risch, N. & Teng, J.
(Genome Res., 8: 1273-1288 (1998)), reunidio de DNA (ibid) para sibships de
modo que possa ser aplicado as relagdes familiares gerais e apresenta valores

p tanto ajustados quanto ndo ajustados para comparagdo. As diferengas sdo
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em uma maneira geral muito pequenas como esperado. Para avaliar a
significancia da associa¢do de marcador unico corrigido para teste multiplo
nos podemos realizar um teste de randomizagdo usando os mesmos dados de
genotipo. Os grupos de pacientes e controles podem ser randomizados e a
analise de associacdo refeita multiplas vezes (por exemplo, até 500.000 vezes)
e o valor p € a fragdo de replicagbes que produziu um valor p para algum alelo
marcador que € mais baixo do que ou igual ao valor p que nds observamos
usando os grupos de paciente e controle originais.

Para as anélises tanto de marcador quanto de haplétipo Unicos,
o Risco Relativo (RR) e o risco atribuivel a populagdo (PAR) podem ser
calculados assumindo um modelo multiplicativo (modelo Risco Relativo de
haplétipo) (Terwilliger, J. D. & Ott, J., Hum. Hered. 42: 337-46 (1992) e
Falk, C. T. & Rubinstein, P, Ann. Hum. Genet. 51 (Pt 3): 227-33 (1987)), isto
¢, que os riscos dos dois alelos/haplotipos que uma pessoa carrega
multiplicam-se. Por exemplo, se RR € o risco de um em rela¢do a um, entdo o
risco de uma pessoa homozigota AA sera RR vezes aquele de um Aa
heterozigoto ¢ RR® vezes aquele de um aa homozigoto. O modelo
multiplicativo tem uma boa propriedade que simplifica a andlise e
computagdes — os haplétipos sdo independentes, isto €, em equilibrio de
Hardy-Weinberg, dentro da populagdo afetada assim como dentro da
populagdo de controle. Como uma consequéncia, as contagens de haplétipo
dos afetados e controles cada um tem distribui¢des multinomiais, mas com
frequéncias de haplotipo diferentes sob a hipdtese alternativa.
Especificamente, para dois haplétipos, 4; e k;, risco(h;)/risco(hy) = (filp)/(fi/p)),
onde f e p denotam, respectivamente, frequéncias na populagdo afetada e na
populacdo de controle. Enquanto existe alguma perda de energia se o modelo
verdadeiro ndo ¢ multiplicativo, a perda tende a ser branda exceto para casos
extremos. Mais importantemente, os valores p sdo sempre validos visto que

eles sdo computados com respeito a hipotese nula.
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Desequilibrio de liga¢cdo Usando NEMO

LD entre pares de marcadores pode ser calculado usando a
definigdo padrio de D’ e r* (Lewontin, R., Genetics 49: 49-67 (1964); Hill,
W. G. & Robertson, A. Theor. Appl. Genet. 22: 226-231 (1968)). Usando
NEMO, as frequéncias das duas combinagbes de alelo marcador sdo
estimadas pela probabilidade maxima e o desvio de equilibrio de ligagdo ¢é
avaliado por um teste de razdo de probabilidade. As defini¢des de D’ e 1 sdo
prolongadas para incluir microssatélites pelo calculo em média em relagdo aos
valores para todas as combinag¢des de alelo possiveis dos dois marcadores
pesados pelas probabilidades de alelo marginal. Quando da plotagem de todas
as combinagdes de marcador para elucidar a estrutura LD em uma regifo
particular, n6s plotamos D’ no canto superior esquerdo e o valor p no canto
inferior direito. Nas plotagens de LD os marcadores podem ser plotados
equidistantes ao invés de acordo com a sua localizag3o fisica, se desejado.
Avaliacdo de Risco e Diagndsticos

Como aqui descrito, certos marcadores polimérficos e
haplétipos que compreendem tais marcadores sdo descobertos ser uteis para a
avaliacdo de risco da arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilacdo atrial ou flater
atrial) ou acidente vascular cerebral. A avaliagdo de risco pode envolver o uso
dos marcadores para diagnosticar uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca
(por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) ou acidente vascular cerebral.
Os alelos particulares de marcadores polimdrficos sdo encontrados mais
frequentemente em individuos com a arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilagdo atrial ou fluter atrial) ou acidente vascular cerebral, do que em
individuos sem diagnose de arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial
ou fluter atrial) ou acidente vascular cerebral. Portanto, estes alelos
marcadores tém valor preditivo para detectar a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral ou

uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagfo atrial ou
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fluter atrial) ou acidente vascular cerebral, em um individuo. Os marcadores
de rotulagdo dentro dos blocos de haplotipo ou Blocos LD que compreendem
marcadores em risco, tais como os marcadores da presente invengdo, podem
ser usados como substitutos para outros marcadores e/ou haplétipos dentro do
bloco de haplétipo ou bloco LD. Marcadores com valores de r° iguais a 1 s3o
substitutos perfeitos para as variantes em risco, isto €, gendtipos para um
marcador perfeitamente prognostica gendtipos para o outro. Marcadores com
valores de r* menores do que 1 também podem ser substitutos para a variante
de risco ou alternativamente representam variantes com valores de Risco
Relativo tdo alto ou possivelmente ainda mais alto do que a variante de risco.
A variante de risco identificada pode néo ser a propria variante funcional, mas
esta neste caso em desequilibrio de ligagdo com a variante funcional
verdadeira. A presente invenc¢do abrange a avaliagdo de tais marcadores
substitutos para os marcadores como aqui divulgados. Tais marcadores sdo
anotados, mapeados e listados em bases de dados publicas, como bem
conhecido pela pessoa habilitada ou alternativamente podem ser facilmente
identificados pelo sequenciamento da regido ou uma parte da regido
identificada pelos marcadores da presente invengdo em um grupo de
individuos e identificam polimorfismos no grupo resultante de sequéncias.
Como uma consequéncia, a pessoa habilitada na técnica pode facilmente e
sem experimentagdo indevida genotipar marcadores substitutos em
desequilibrio de ligagdo com os marcadores e/ou hapldtipos como aqui
descritos. A rotulagdo ou marcadores substitutos em LD com as variantes em
risco detectadas, também tém valor preditivo para detectar a associagdo para a
arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente
vascular cerebral ou uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) ou acidente vascular cerebral, em
um individuo. Esta rotulag@o ou marcadores substitutos que estdo em LD com

os marcadores da presente invenc¢do também podem incluir outros marcadores
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que distinguem entre hapldtipos, visto que estes similarmente tém valor
preditivo para detectar a suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral.

Os marcadores e haplotipos da invengdo, por exemplo, os
marcadores apresentados nas Tabelas 5 e 9, assim como marcadores em
desequilibrio de ligagdo com estes podem ser uteis para a avaliagio de risco e
propositos de diagndstico para, sozinho ou em combinagdo. Assim, mesmo
em casos onde o aumento no risco pelas marcadores individuais €
relativamente modesto, isto é, da ordem de 10 a 30%, a associagdo pode ter
implicagcOes significantes. Assim, variantes relativamente comuns podem ter
contribui¢do significante para o risco global (o Risco Atribuivel & Populagéo é
alto) ou a combinagdo de marcadores pode ser usada para definir grupos de
individuos que, com base no risco combinado dos marcadores, estd em risco
combinado significante de desenvolver a doenca.

Assim, em uma forma de realiza¢do da invengdo, uma
pluralidade de variantes (marcadores e/ou hapl6tipos) € usada para a avaliagdo
global de risco. Estas variantes estdo em uma forma de realizagdo selecionada
das variantes como aqui divulgadas. Outras formas de realizagdo incluem o
uso das variantes da presente inven¢do em combina¢do com outras variantes
conhecidas serem uteis para diagnosticar uma suscetibilidade para a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular
cerebral. Em tais formas de realizagdo, a situagdo genotipica de uma
pluralidade de marcadores e/ou haplétipos é determinada em um individuo € a
situagdo do individuo comparada com a frequéncia da populac¢do das variantes
associadas ou a frequéncia das variantes em pacientes clinicamente saudaveis,
tais como pacientes igualados em idade e igualados em sexo. Métodos
conhecidos na técnica, tais como a analise multivariada ou andlise de risco em
comum, podem ser subsequentemente usados para determinar o risco global

conferido com base na situagdo genotipica nos locais multiplos. A avalia¢do
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de risco com base em tal andlise pode ser subsequentemente usada nos
métodos e kits da invengdo, como aqui descrito.

Como descrito no acima, a estrutura de bloco de haplétipo do
genoma humano tem o efeito que um numero grande de variantes
(marcadores e/ou hapldtipos) em desequilibrio de ligagdo com a variante
originalmente associada com uma doenga ou trago pode ser usado como
marcadores substitutos para avaliar a associagdo com a doenga ou trago. O
numero de tais marcadores substitutos dependeréo de fatores tais como a taxa
de recombinacgdo histdrica na regifo, a frequéncia mutacional na regido (isto
¢, o numero de sitios polimorficos ou marcadores na regido) e o grau de LD
(tamanho do bloco LD) na regido. Estes marcadores estdo usualmente
localizados dentro dos limites fisicos do bloco LD ou bloco de haplétipo em
questdo como definido usando os métodos aqui descritos ou pelos outros
métodos conhecidos pela pessoa habilitada na técnica. Entretanto, algumas
vezes a associagdo de marcador e hapldtipo é descoberta prolongar-se além
dos limites fisicos do bloco de haplotipo como definido. Tais marcadores e/ou
haploétipos nestes casos também podem ser usados como marcadores e/ou
haplétipos substitutos para os marcadores e/ou haplétipos que fisicamente
residem dentro do bloco de haplétipo como definido. Como uma
consequéncia, marcadores e haplétipos em LD (tipicamente caracterizados
por r* maior do que 0,1, tal com ? maior do que 0,2, incluindo r? maior do que
0,3, também incluindo r* maior do que 0,4) com os marcadores e hapl6tipos
da presente invengdo também estdo dentro do escopo da inven¢do, mesmo se
eles estdo fisicamente localizados além dos limites do bloco de haplétipo
como definido. Isto inclui marcadores que sdo aqui descritos (por exemplo,
Tabelas 5 e 9), mas também podem incluir outros marcadores que estdo em
LD forte (caracterizados por r* maior do que 0,1 ou 0,2 e/ou |D’| > 0,8) com
um ou mais dos marcadores listados nas Tabelas 5 e 9.

Para os marcadores de SNP aqui descritos, o alelo oposto ao
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alelo descoberto estar em excesso em pacientes (alelo em risco) é descoberto
em frequéncia diminuida em pacientes com a arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilacdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Estes
marcadores e haplétipos em LD e/ou que compreendem tais marcadores, sdo
assim protetores para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Isto é, eles conferem um risco ou
suscetibilidade diminuidos de individuos que carregam estes marcadores e/ou
haplétipos desenvolverem arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou
fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral.

Certas variantes da presente invengdo, incluindo certos
haplotipos compreendem, em alguns casos, uma combinagdo de varios
marcadores genéticos, por exemplo, SNPs e microssatélites. A detec¢do de
haplotipos pode ser realizada pelos métodos conhecidos na técnica e/ou aqui
descritos para detectar sequéncias em sitios polimorficos. Além disso, a
correlacdo entre certos haplétipos ou conjuntos de marcadores e fendtipo de
doenga pode ser verificada usando técnicas padrio. Um exemplo
representativo de um teste simples para a correlagdo seria um teste exato de
Fisher em uma tabela dois por dois.

Em formas de realizag¢do especificas, um marcador ou
haplétipo descoberto estar associado com a arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral, (por exemplo,
marcadores como listados na Tabela 5 (Tabelas SA e 5B), Tabela 9 e/ou
Tabela 19 e marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes) é um em que
o alelo ou haplétipo marcadores estdo mais frequentemente presentes em um
individuo em risco para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral (afetado), comparado com a
frequéncia da sua presen¢a em um individuo saudavel (controle), em que a
presencga do alelo ou haploétipo marcadores € indicativa de arritmia cardiaca

(por exemplo, fibrilagdo atrial ou fltter atrial) e/ou acidente vascular cerebral
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ou uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagéo atrial
ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Em outras formas de
realizagdo, marcadores em desequilibrio de ligagdo em risco com um ou mais
marcadores descobertos estar associados com a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral (por
exemplo, alelos marcadores como listados nas Tabelas 5A e 5B e marcadores
em desequilibrio de ligagdo com estes) sdo marcadores de rotulagdo que estdo

mais frequentemente presentes em um individuo em risco para a arritmia

~cardiaca (por exemplo, fibrila¢do atrial ou fllter atrial) e/ou acidente vascular

cerebral (afetado), comparado com a frequéncia da sua presenga em um
individuo saudével (controle), em que a presenga dos marcadores de rotulagio
¢ indicativa de suscetibilidade aumentada para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Em
uma outra forma de realizagdo, alelos marcadores em risco (isto €, que
conferem suscetibilidade aumentada) em desequilibrio de ligagdo com um ou
mais marcadores descobertos estar associados com a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral. (por
exemplo, alelos marcadores como listados nas Tabelas SA e 5B e marcadores
em desequilibrio de ligagdo com estes), sdo marcadores que compreendem um
ou mais alelos que estdo mais frequentemente presentes em um individuo em
risco para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fliter atrial)
e/ou acidente vascular cerebral comparado com a frequéncia da sua presenca
em um individuo saudavel (controle), em que a presenga dos marcadores €
indicativa de suscetibilidade aumentada para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilacgo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral.
Populacgdo de estudo

Em um sentido geral, os métodos e kits da inveng¢do podem ser
utilizados de amostras contendo DNA gendémico de qualquer fonte, isto €,

qualquer individuo. Em formas de realizagdo preferidas, o individuo é um



10

15

20

25

62

individuo humano. O individuo pode ser um adulto, crianga ou feto. A
presente invengdo também fornece a avaliagdo de marcadores e/ou haplotipos
em individuos que sio membros de uma populagdo alvo. Uma tal populagdo
alvo € em uma forma de realizago uma populagdo ou grupo de individuos em
risco de desenvolver a doenga, com base em outros fatores genéticos,
biomarcadores, pardmetros biofisicos (por exemplo, peso, BMD, pressdo
sanguinea) ou saiide geral e/ou estilo de vida (por exemplo, histéria de doenga
ou doengas relacionadas, diagndstico anterior de doenga, historia familiar de
doenga).

A invengdo fornece formas de realizagdo que incluem
individuos de subgrupos de idade especifica, tais com aqueles acima da idade
de 40, acima da idade de 45 ou acima da idade de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 ou
85. Outras formas de realizagdo da invengdo dizem respeito a outros grupos
de idade, tais com individuos de idade menor do que 85, tal com menor do
que a idade de 80, menor do que a idade de 75 ou menor do que idade de 70,
65, 60, 55, 50, 45, 40, 35 ou idade de 30. Outras formas de realizagdo dizem
respeito a individuos com idade no inicio da doenga em qualquer uma das
faixas de idade descritas acima. Também ¢é considerado que uma faixa de
idades pode ser relevante em certas formas de realizagio, tal com a idade no
inicio maior do que a idade de 45 porém menor do que a idade de 60. Outras
faixas de idade entretanto também sdo consideradas, incluindo todas as faixas
de idade agrupadas pelos valores de idade listados acima.

Outras formas de realizag¢do relacionadas com os individuos
com idade no inicio da doenga na idade particular ou faixa de idade. Assim, é
conhecido que fatores de predisposi¢@o, genéticos e ndo genéticos, podem
afetar em qual idade um individuo desenvolve uma doencga. Para distrbios
cardiovasculares, incluindo arritmias cardiacas e acidente vascular cerebral,
os fatores de risco comuns podem influenciar se e em qual idade, um

individuo desenvolve a doenga. Algumas formas de realiza¢io da invencdo
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portanto dizem respeito a idade no inicio ou idade no diagnéstico de arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrila¢do atrial e/ou flater atrial) ou acidente vascular
cerebral em uma certa faixa de idade. Em uma forma de realizagio, os
individuos em risco para desenvolver arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilagdo atrial e/ou fluter atrial) ou acidente vascular cerebral tém a idade no
inicio ou idade no diagndstico acima da idade de 40. Em outras formas de
realizac@o, os individuos tém idade no inicio ou idade no diagndstico acima
da idade de 45 ou acima da idade de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 ou 85. QOutras
formas de realizagdo da invengdo dizem respeito aos individuos que tém uma
idade no inicio ou idade no diagndstico em idade menor do que 85, tal com
menor do que a idade de 80, menor do que a idade de 75 ou menor do que a
idade de 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35 ou a idade de 30. Uma forma de
realizag@o preferida inclui individuos diagnosticados com fibrilagdo atrial ou
flater atrial ou acidente vascular cerebral abaixo da idade de 80. Uma outra
forma de realizagdo preferida diz respeito a individuos diagnosticados com
fibrilagdo atrial ou fluter atrial ou acidente vascular cerebral abaixo da idade
de 70. Uma outra forma de realiza¢do preferida, diz respeito a individues
diagnosticados com fibrilagdo atrial ou flater atrial ou acidente vascular
cerebral abaixo da idade de 60. Ainda uma outra forma de realizacgdo
preferida diz respeito a individuos diagnosticados com fibrilagdo atrial ou
flater atrial ou acidente vascular cerebral abaixo da idade de 50. Outras
formas de realizagdo dizem respeito a individuos com idade no inicio da
doenga em faixas de idade especificas, descritas acima. Também ¢
considerado que uma faixa de idades pode ser relevante em certas formas de
realizagdo, tal com a idade no inicio maior do que a idade de 45 porém menor
do que a idade de 60, idade no inicio na idade maior do que 60 e menor do
que a idade de 70, idade no inicio na idade maior do que 70 € menor do que
80 ou idade no inicio na idade maior do que 60 e menor do que 80. Outras

faixas de idade entretanto também sdo consideradas, incluindo todas as faixas
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de idade agrupadas pelos valores de idade listados acima.

A invencdo além disso diz respeito a individuos de qualquer
sexo, masculino ou feminino. Esta também fornece formas de realiza¢do que
dizem respeito a pacientes humanos que sio de uma ou mais populagdes
humanas incluindo, mas ndo limitadas a, Banto, Mandenk, Yoruba, San,
Mbuti, Pigméia, Orcades, Adygel, Russa, Sarda, Toscana, Mozabite, Beduina,
Drusa, Palestina, Balochi, Brahui, Makrani, Sindi, Pathan, Burusho, Hazara,

Uigur, Kalash, Han, Dai, Daur, Hezhen, Lahu, Miao, Orogen, She, Tujia, Tu,

. Xibo, Yi, Mongoliana, Naxi, Cambojana, Japonesa, Yakut, Melanésia,

Papuasia, Karitianan, Surui, Colombiana, Maia e Pima. A inven¢do também
diz respeito as populagdes Européias, populagdes Americanas, popula¢des
Eurasianas, populacdes Asiaticas, populagdes Asiaticas Central/Meridional,
populagdes Asiaticas Orientais, populagdes do oriente Médio, populac¢des
Africanas, popula¢des Hispénicas e popula¢des Oceénicas. As populagdes
Européias incluem, mas ndo sdo limitadas as populagdes Sueca, Norueguesa,
Filandesa, Russa, Dinamarquesa, Islandesa, Irlandesa, Celta, Inglesa,
Escocesa, Holandesa, Belga, Francesa, Alem&, Espanhola, Portuguesa,
Italiana, Polonesa, Bulgara, Eslava, Sérvia, Bésnia, Checa, Grega e Turca.

Em uma forma de realizagéo preferida, a invengdo diz respeito
as populagdes que incluem a ancestralidade africana negra tais com
populagdes que compreendem pessoas de descendéncia ou linhagem africana.
A ancestralidade africana negra pode ser determinada pela auto denominagéo
como Africano-Americanos, Afro-Americanos, Americanos Pretos, sendo um
membro da raga preta ou sendo um membro da raga negra. Por exemplo,
Americanos Africanos ou Americanos Pretos sdo aquelas pessoas que vivem
na Ameérica do Norte e tendo origens em qualquer um dos grupos raciais
pretos da Africa. Em um outro exemplo, as pessoas auto-denominadas de
ancestralidade africana preta podem ter pelo menos um parente de

ancestralidade africana preta ou pelo menos um avd de ancestralidade africana
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preta.

A contribuigdo racial em pacientes individuais também pode
ser determinada pela anélise genética. A andlise genética de ancestralidade
pode ser realizada usando marcadores de microssatélite ndo ligados tais com
aqueles demonstrado em Smith et al. (Am J Hum Genet 74, 1001-13 (2004)).

Em certas formas de realizagcdo, a invenc¢do diz respeito a
marcadores e/ou haplétipos identificados em populagdes especificas, como
descritos acima. A pessoa habilitada na técnica avaliara que as medidas de
desequilibrio de ligagdo (LD) podem dar resultados diferentes quando
aplicadas em populagdes diferentes. Isto € devido a historia de populagio
diferente de populagSes humanas diferentes assim como pressdes seletivas
diferenciais que podem ter levado as diferen¢as no LD em regides gendmicas
especificas. Também é bem conhecido para a pessoa habilitada na técnica que
certos marcadores, por exemplo marcadores de SNP, sdo polimorficos em
uma populacdo mas nio em uma outra. A pessoa habilitada na técnica
entretanto aplicard os métodos disponiveis e como aqui divulgado ?? para
praticar a presente inven¢do em qualquer populagdo humana dada. Isto pode
incluir a avaliagdo de marcadores polimérficos na regifo LD da presente
inveng¢do, de modo a identificar aqueles marcadores que ddo associa¢do mais
forte dentro da populagdo especifica. Assim, as variantes em risco da presente
invengdo podem residir em fundos de haplotipo diferentes e em frequéncias
diferentes em varias populagdes humanas. Entretanto, utilizando os métodos
conhecidos na técnica e os marcadores da presente invengdo, a invengdo pode
ser praticada em qualquer populagdo humana dada.

Utilidade do Teste Genético

A pessoa habilitada na técnica avaliard e entenderd que as
variantes aqui descritas em uma maneira geral, por elas mesmas, ndo
fornecem uma identificacdo absoluta de individuos que desenvolverdo a

arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente



10

15

20

25

66

vascular cerebral. As variantes aqui descritas entretanto indicam a
probabilidade aumentada e/ou diminuida de que os individuos carreguem as
variantes em risco ou protetoras da invengdo desenvolverdo sintomas
associados com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter
atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Esta informag¢io € entretanto
extremamente valiosa por si s6, como esbogado em mais detalhes abaixo,
visto poder ser usada, por exemplo, para iniciar medidas preventivas em um
estagio inicial, realizar exames fisicos e/ou mentais regulares para monitorar a
progressdo e/ou aparecimento de sintomas ou para programar exames em um
intervalo regular para identificar a condi¢do em questdo, de modo a ser capaz
de aplicar tratamento em um estagio inicial.

O conhecimento em torno de uma variante genética que
confere um risco de desenvolver arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagio
atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral oferece a oportunidade
de aplicar um teste genético para distinguir entre individuos com risco
aumentado de desenvolver a doenga (isto é, carregadores da variante de risco)
e aqueles com risco diminuido de desenvolver a doenga (isto é, carregadores
da variante protetor). Os valores de ntcleo de teste genético, para individuos
que pertencem a ambos dos grupos mencionados acima, sdo as possibilidades
de ser capaz de diagnosticar a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial
ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral ou uma predisposi¢do para a
arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente
vascular cerebral em um estagio inicial e fornecer informag&o para o médico a
cerca do prognostico de arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral de modo a ser capaz de aplicar o
tratamento mais apropriado.

Os individuos com uma histéria familiar de arritmia cardiaca
(por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral

e portadores de variantes em risco podem se beneficiar do teste genético visto
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que o conhecimento da presenga de um fator de risco genético ou evidéncia
para risco aumentado de ser um portador de um ou mais fatores de risco, pode
fornecer incentivo aumentado para implementar um estilo de vida mais
saudavel, evitando-se ou minimizando-se fatores de risco ambientais
conhecidos para as doengas cardiovasculares relacionadas com a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral. O teste genético de pacientes com arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral além disso
pode dar informagdo valiosa a cerca da causa primdaria da doenca e pode
ajudar ao médico na sele¢cdo das melhores opg¢des de tratamento e medicagio
para cada individuo.

A presente invengdo além disso diz respeito a avaliagdo de
risco para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial)
e/ou acidente vascular cerebral, incluindo determinar se um individuo esta em
risco para desenvolver arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou
fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Os marcadores polimérficos da
presente invengdo podem ser usados sozinhos ou em combinagfo, assim como
em combinagdo com outros fatores, incluindo outros fatores de risco genético
ou biomarcadores, para a avaliagdo de risco de um individuo para a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular
cerebral. Muitos fatores conhecidos afetar a predisposi¢do de um individuo
para desenvolver risco de doenga cardiovascular sdo fatores de suscetibilidade
para as arritmias cardiacas (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou
acidente vascular cerebral e sdo conhecidos pela pessoa habilitada na técnica
e podem ser utilizados em tal avaliagdo. Estes incluem, mas nfo sdo limitados
a, idade, género, a situacdo do ato de fumar, atividade fisica, razdo da
circunferéncia da cintura para quadril, histéria familiar de arritmia cardiaca
(em particular fibrilagdo atrial e/ou flater atrial) e/ou acidente vascular

cerebral, arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou
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acidente vascular cerebral anteriormente diagnosticado, obesidade,
hipertrigliceridemia, colesterol HDL baixo, hipertensdo, pressdo sanguinea
elevada, niveis de colesterol, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicerideos,
niveis da apolipoproteina Al e B, niveis de fibrinogénio, ferritina, proteina
reativa C e leucotrieno. Os biomarcadores particulares que foram associados
com a Fibrilacdo atrial/Flter atrial e acidente vascular cerebral sdo debatidos
em Allard et al. (Clin Chem 51: 2043-2051 (2005) e Becker (J Thromb
Trombolys 19: 71-75 (2005)). Estes incluem, mas ndo sio limitados a, dimero
D da fibrina, fragmento de ativagdo da protrombina 1,2 (F1,2), complexos de
trombina-antitrombina III (TAT), fibrinopeptideo A (FPA), fosfolipase
associada a lipoproteina A2 (Ip-PLA2), beta-tromboglobulina, fator de
plaqueta 4, P-selectina, Fator de von Willebrand, peptideo pro-natriurético
(BNP), metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), PARK7, difosfato cinase de
nucleosideo (NDKA), tau, enolase especifica de neurdnio, fator de
crescimento neurotréfico tipo B, proteina astroglial S-100b, proteina 4cida
fibrilar glial, proteina reativa C, amildide A sérico, metaloproteinase de
matriz 9, moléculas de adesdo celular vascular e intracelular, fator alfa de
necrose de tumor e interleucinas, incluindo interleucina 1, 6 e 8). As células
progenitoras  circulantes também foram implicadas como sendo
biomarcadores Uteis para o AF. Em formas de realizagdo particulares, mais do
que um biomarcador é determinado para um individuo e combinado com
resultados de uma determinagdo de pelo menos um marcador polimdrfico
como aqui descrito. Preferivelmente, o biomarcador é medido no plasma ou
soro do individuo. Alternativamente, o biomarcador é determinado em outros
tecidos adequados contendo quantidades mensuraveis do biomarcador e tais
formas de realizag¢do também estfo dentro do escopo da invengio.

Os métodos conhecidos na técnica podem ser usados para a
avaliagdo de risco global, incluindo analises multivariadas ou logistica de

regressao.
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A fibrilacdo atrial é uma doeng¢a de enorme significincia tanto
para o paciente individual quanto para o sistema de saide ptblica como um
todo. Esta pode ser uma condigio permanente mas também pode ser
paroxismica e recorrente caso este em que a mesma pode ser muito
desafiadora para diagnosticar. A complicagdo mais devastadora da fibrilagdo
atrial e fluter atrial € a ocorréncia do acidente vascular cerebral debilitante.
Importantemente o risco de acidente vascular cerebral € igual na fibrilagio
atrial permanente e paroxismica. Foi repetidamente mostrado que a terapia
com a anticoagulagdo com varfarina pode significantemente reduzir o risco do
primeiro ou episddios adicionais de acidente vascular cerebral no cenério da
fibrilagdo atrial. Por essa razdo, a anticoagulagio com varfarina é a terapia
padrdo para quase todos os pacientes com fibrilagdo atrial para a prevencdo de
acidente vascular cerebral, tenham eles a do tipo permanente ou paroxismico.
Os unicos pacientes para os quais a varfarina nfo é fortemente recomendada
sdo aqueles mais jovens do que 65 anos de idade que s3o considerados de
baixo risco, isto &, eles ndo tém nenhuma doenca cardiaca organica, incluindo,
nem hipertensdo nem doenga da artéria corondria, nenhuma histéria anterior
de acidente vascular cerebral ou Ataques Isquémicos Transitérios e nenhuma
diabete. Este grupo tem um risco mais baixo de acidente vascular cerebral e a
prevengdo do acidente vascular cerebral com aspirina € recomendada.

Devido a natureza da fibrilagdo atrial paroxismica pode ser
muito dificil de diagnostica-la. Quando o paciente procura atendimento
médico devido aos sintomas relacionados com a doenga, tais com palpitacdes,
dor no peito, encurtamento da respiragdo, tontura, insuficiéncia cardiaca,
Ataques Isquémicos Transitorios ou mesmo acidente vascular cerebral, o
ritmo cardiaco normal pode ser prontamente restabelecido impedindo o
diagndstico da arritmia. Nestes casos o monitoramento do ritmo cardiaco &
frequentemente aplicado na tentativa de diagnosticar a condi¢do. O ritmo

cardiaco € habitualmente monitorado continuamente por 24 a 48 horas.
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Infelizmente os episédios de fibrilagdo atrial sdo imprevisiveis e
frequentemente perdidos por este método. A oportunidade para diagnosticar a
arritmia, estabelecer a terapia recomendada e possivelmente prevenir um
enfraquecer o primeiro acidente vascular cerebral ou recorrente pode ser
perdida com resultados devastadores para o paciente. Medidas de
monitoramento do ritmo cardiaco prolongado e mais complexo sdo
disponiveis e aplicados ocasionalmente quando a suspeita de fibrilaggo atrial é
muito forte. Estes testes sfio caros, o rendimento de diagndstico com método
corrente ¢ frequentemente baixo e eles sdo usados escassamente para esta
indicagdo. Nestas circunsténcias o risco adicional de estratificagdo com teste
genético pode ser extremamente util. Entendendo que o individuo em questio
carrega uma variante genética em risco ou uma protetora pode ser uma
contribui¢do inestimavel para a motivagdo da decisio de diagndstico e/ou
tratamento. Deste modo, em alguns casos, teste e terapia desnecessarias
podem ser evitadas e em outros casos, com a ajuda de método de diagnéstico
mais agressivo, a arritmia pode ser diagnosticada e/ou terapia apropriada
iniciada e complicagdes posteriores de doen¢a diminuidas.
METODOS DA INVENCAO

Métodos para a avaliagdo de risco de arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral s3o
aqui descritos e sdo abrangidos pela invengfo. A invengdo também abrange
métodos de avaliar um individuo quanto a probabilidade de resposta a um
agente terapéutico para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrila¢do atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral, assim como métodos para
prognosticar a eficicia de um agente terapéutico para tratar pacientes com
arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente
vascular cerebral. Kits para ensaiar uma amostra de um paciente para detectar
a suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilacdo atrial ou

flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral também sdo abrangidos pela
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invengao.
Diagnostico e ensaios de triagem da invenc¢io

Em certas formas de realizagdo, a presente invenc¢do diz
respeito aos métodos de diagnosticar ou ajudar no diagnéstico de, arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fliter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral ou uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilag@o atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral, pela detec¢o
de alelos particulares em marcadores genéticos que aparecem mais
frequentemente na arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater
atrial) e/ou pac.ientes de acidente vascular cerebral ou pacientes que sio
suscetiveis para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilacdo atrial ou flater
atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Em uma forma de realizagio particular,
a invengdo € um método de diagnosticar uma suscetibilidade para a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilaggo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral pela detec¢do de pelo menos um alelo de pelo menos um marcador
polimérfico (por exemplo, o marcadores aqui descrito). A presente invencdo
descreve métodos por meio dos quais a detecgfio de alelos particulares de
marcadores ou haplotipos particulares é indicativa de uma suscetibilidade
para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou
acidente vascular cerebral. Tais ensaios de prognéstico ou preditivos também
podem ser usados para determinar tratamento profilatico de um paciente antes
do inicio dos sintomas de arritmia cardiaca (por exemplo, fibrila¢go atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral.

A presente invengdo diz respeito em algumas formas de
realizagdo aos métodos de aplicagdes clinicas de diagnéstico, por exemplo,
diagndstico realizado por um profissional médico, que pode incluir uma
avaliagdo ou determinacdo de variantes de risco genético e a sua
interpretagdo. Em outras formas de realizagio, a invengdo diz respeito aos

métodos de avaliagdo de risco (ou diagndstico) realizados por um leigo ou um
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profissional ndo médico. Avangos tecnoldgicos recentes em tecnologias de
genotipagem, incluindo a genotipagem de alto rendimento de marcadores de
SNP, tal como a tecnologia de arranjo de Sonda de Inversdo Molecular (por
exemplo, Affymetrix GeneChip) e BeadArray Technologies (por exemplo,
ensaios Illumina GoldenGate e Infinium) tém tornado possivel para os
individuos ter seu proprio genoma avaliado por grande ntimero de variagdes
simultaneamente ou até um milhdo de SNPs. A informagdo de gendtipo
resultante, tornada disponivel para o individuo, pode ser comparada &
informag&o da literatura cientifica publica a cerca dos riscos associados com a
doenga ou trago com varios SNPs. A aplicagdo em diagndstico de alelos
associados com doenga como aqui descrita, pode ser assim realizada por um
profissional de saude com base nos resultados de um teste clinico ou por um
leigo ou profissional ndo médico, incluindo um individuo que fornece servigo
para realizar uma avaliagdo de SNPs através da genotipagem de SNP, em uma
base de SNP individual ou pelos métodos de alto rendimento em escala
grande tal com as tecnologias de série. Em outras palavras, o diagnodstico ou
avaliacdo de uma suscetibilidade com base no risco genético pode ser feito
pelos profissionais de saude, conselheiro genético, fornecedores de servigos
de gendtipo ou pelo leigo, com base na informagfo a cerca de seu genétipo e
publicagdes em varios fatores de risco. No presente contexto, o termo
“diagnosticar” e “diagndstico de uma suscetibilidade”, é intencionado a se
referir a qualquer método de diagnostico disponivel, incluindo aqueles
mencionados acima.

Além disso, em certas outras formas de realizagdo, a presente
inveng¢do diz respeito aos métodos de diagnosticar ou auxiliar no diagnéstico
de, uma suscetibilidade diminuida para a arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral pela deteccdo
de alelos marcadores ou haplétipos genéticos particulares que aparecem

menos frequentemente em pacientes com arritmia cardiaca (por exemplo,
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fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral do que no
individuo ndo diagnosticado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo
atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral ou na populagio geral.
Como aqui descrito e exemplificado, alelos marcadores ou
haplotipos particulares (por exemplo os marcadores e haplétipos como
listados na Tabela 5 (Tabelas 5A e 5B) e marcadores em desequilibrio de
ligagdo com estes, por exemplo, os marcadores listados nas Tabelas 4 e/ou 9
marcadores em desequilibrio de ligagdo com estes, por exemplo, os
marcadores como apresentados na Tabela 19) sdo associados com a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral. Em uma forma de realizagfo, o alelo marcador ou haplétipo ¢ um
que confere um risco ou suscetibilidade significantes para a arritmia cardiaca
(por exemplo, fibrilagdo atrial ou fldter atrial) e/ou acidente vascular cerebral.
Em uma outra forma de realizagfo, a inven¢do diz respeito a um método de
diagnosticar uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral em um
individuo humano, o método compreendendo ‘determinar a presenca ou
auséncia de pelo menos um alelo de pelo menos um marcador polimérfico em
uma amostra de 4cido nucleico obtida do individuo, em que o pelo menos um
marcador polimérfico € selecionado do grupo que consiste dos marcadores
polimérficos listados nas Tabelas 5A e 5B e marcadores em desequilibrio de
ligagdo com estes. Em uma outra forma de realizag3o, a invengdo diz respeito
aos métodos de diagnosticar uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral em
um individuo humano, pela triagem quanto a pelo menos um alelo marcador
ou haplétipo como listados nas Tabelas 5A e 5B ou marcadores em
desequilibrio de ligagdo com estes. Em uma outra forma de realizagio, o alelo
marcador ou haplétipo € mais frequentemente presentes em um paciente tendo

ou que € suscetivel a, arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou
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flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral (afetado), quando comparado com
a frequéncia da sua presenga em um paciente saudavel (controle, tal com
controle da populagdo). Em certas formas de realizagdo, a significAncia da
associagdo do pelo menos um alelo marcador ou haplétipo ¢ caracterizada por
um valor p < 0,05. Em outras formas de realizagdo, a significAncia da
associagdo ¢ caracterizada pelos valores p menores, tais como < 0,01, < 0,001,
< 0,0001, < 0,00001, < 0,000001, < 0,0000001, < 0,00000001 ou <
0,000000001.

Nestas formas de realizagdo, a presenga do pelo menos um
alelo marcador ou haplétipo é indicativa de uma suscetibilidade para a
arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fliter atrial) e/ou acidente
vascular cerebral. Estes métodos de diagndstico envolvem detectar a presenca
ou auséncia de pelo menos um alelo marcador ou haplétipo que estejam
associados com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater
atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Os haplétipos aqui descritos incluem
combinagdes de alelos em varios marcadores genéticos (por exemplo, SNPs,
microssatélites). A detecgdo dos alelos marcadores genéticos particulares que
compdem os haplotipos particulares pode ser realizada por uma variedade de
métodos aqui descritos e/ou conhecidos na técnica. Por exemplo, marcadores
genéticos podem ser detectados ao nivel de 4cido nucleico (por exemplo, pelo
sequenciamento de nucleotideo direto ou por outros meios conhecidos pelos
habilitados na técnica) ou ao nivel de aminoacido se o marcador genético
afeta a sequéncia codificadora de uma proteina codificada por um acido
nucleico associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrila¢go atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral (por exemplo, pelo
sequenciamento de proteina ou pelos imunoensaios usando anticorpos que
reconhecem uma tal proteina). Os alelos marcadores ou haplétipos da
presente invengdo correspondem aos fragmentos de uma sequéncia de DNA

gendmico associada com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilaggo atrial ou
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flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Tais fragmentos abrangem a
sequéncia de DNA do marcador polimérfico ou haplétipo em questdo, mas
também podem incluir segmentos de DNA em forte LD (desequilibrio de
ligagdo) com o marcador ou haplétipo. Em uma forma de realizagdo, tais
segmentos compreendem segmentos em LD com o marcador ou haplétipo
como determinado por um valor de r* maior do que 0,2 e/ou |D’| > 0,8.

Em uma forma de realizagdo, o diagnéstico de uma
suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou
fliter atrial) e/ou acidente vascular cerebral pode ser realizado usando
métodos de hibridizagdo, tais como a analise de Southern, analise de
Northern, e/ou hibridizagdes in situ (ver Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel, F. et al., eds., John Wiley & Sons, incluindo todos os
suplementos). Uma amostra biolégica de um paciente ou individuo de teste
(uma “amostra de teste”) de DNA gendmico, RNA ou cDNA ¢ obtida de um
paciente suspeito de ter, estando suscetivel a ou predisposto para a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fliiter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral (o “paciente de teste”). O paciente pode ser um adulto, crianga ou
feto. A amostra de teste pode ser de qualquer fonte que contenha DNA
gendmico, tal com uma amostra de sangue, amostra de fluido amniotico,
amostra de fluido cerebrospinal ou amostra de tecido da pele, musculo,
mucosa bucal ou conjuntiva, placenta, trato gastrointestinal ou outros 6rgdos.
Uma amostra de teste de DNA de células ou tecido fetais pode ser obtida
pelos métodos apropriados, tal com pela amniocentese ou amostragem de vilo
coriénico. As amostras de DNA, RNA ou cDNA sio depois examinadas. A
presenga de um alelo marcador especifico pode ser indicada pela Hibridizago
especifica de sequéncia de uma sonda de 4cido nucleico especifica para o
alelo particular. A presenga de mais do que um alelo marcador especifico ou
um haplétipo especifico pode ser indicada pelo uso de diversas sondas de

acido nucleico especificas de sequéncia, cada uma sendo especifica para um
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alelo particular. Em uma forma de realiza¢do, um haplétipo pode ser indicado
por uma Unica sonda de acido nucleico que é especifica para o haplétipo
especifico (isto €, hibridiza especificamente a um filamento de DNA que
compreende os alelos marcadores especificos caracteristicos do haplotipo).
Uma sonda especifica de sequéncia pode ser direcionada para hibridizar ao
DNA gendmico, RNA ou cDNA. Uma “sonda de 4cido nucleico”, como aqui
usada, pode ser uma sonda de DNA ou uma sonda de RNA que hibridiza a
uma sequéncia complementar. Uma pessoa de habilidade na técnica saberia
como planejar uma tal sonda de modo que a hibridizagdo especifica de
sequéncia ocorrera apenas se um alelo particular esti presente em uma
sequéncia gendmica de uma amostra de teste.

Para diagnosticar uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca
(por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral,
uma amostra de hibridizagdo ¢ formada contatando-se a amostra de teste
contendo um 4cido nucleico associado com a fibrilagdo atrial e/ou acidente
vascular cerebral, tal com uma amostra de DNA gendmico, com pelo menos
uma sonda de acido nucleico. Um exemplo nfo limitante de uma sonda para
detectar mRNA ou DNA gendémico € uma sonda de acido nucleico rotulada
que € capaz de hibridizar as sequéncias de mRNA ou DNA gendmico aqui
descritas. A sonda de acido nucleico pode ser, por exemplo, uma molécula de
acido nucleico de tamanho natural ou uma por¢do desta, tal com um
oligonucleotideo de pelo menos 15, 30, 50, 100, 250 ou 500 nucleotideos no
comprimento que € suficiente para hibridizam especificamente sob condi¢des
severas a0 mRNA ou DNA genémico apropriados. A sonda de 4cido nucleico
pode ser de até 1000 ou mais nucleotideos no comprimento, incluindo até 500
nucleotideos, 400 nucleotideo, 300 nucleotideos, 200 nucleotideos ou 100
nucleotideos. Certas formas de realizagfo incluem sondas de nucleotideo que
sdo de 15 a 1000 nucleotideos no comprimento. Outras formas de realizagéio

dizem respeito ao uso de sondas de nucleotideo que sdo de 15 a 500
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nucleotideos no comprimento ou de 15 a 400 nucleotideos no comprimento
ou de 20 a 400 nucleotideos no comprimento. Outras faixas de tamanho das
sondas de nucleotideo da invengdo sfo consideradas, como bem conhecidos
pela pessoa habilitada. Em uma forma de realizacdio, a sonda de acido
nucleico pode compreender toda ou uma por¢do da sequéncia de nucleotideo
de bloco LD C04, como aqui descrita, opcionalmente compreendendo pelo
menos um alelo de um marcador aqui descrito ou pelo menos um haplétipo
aqui descrito ou a sonda pode ser a sequéncia complementar de uma tal
sequéncia. Em uma forma de realizag#o particular, a sonda de 4cido nucleico
€ uma por¢do da sequéncia de nucleotideo de bloco LD C04 como
apresentada na SEQ ID NO: 50 ou, como aqui descrita, opcionalmente
compreendendo pelo menos um alelo de um marcador aqui descrito ou pelo
menos um alelo de um marcador polimérfico ou haplétipo que compreende
pelo menos um marcador polimérfico aqui descrito ou a sonda pode ser a
sequéncia complementar de uma tal sequéncia. Outras sondas adequadas para
0 uso nos ensaios de diagndstico da invengdo sfo aqui descritas. A
hibridiza¢do pode ser realizada pelos métodos bem conhecidos pela pessoa
habilitada na técnica (ver, por exemplo, Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel, F. et al., eds., John Wiley & Sons, incluindo todos os
suplementos). Em uma forma de realizagdo, a hibridizagdo refere-se a
hibridizag¢do especifica, isto ¢, hibridizagdo sem nenhum desemparelhamento
(hibridizagdo exata). Em uma forma de realizacdo, as condicbes de
hibridizag&o para a hibridizagdo especifica so severidade alta.

A hibridiza¢do especifica, se presente, é detectada usando
métodos padrfo. Se a hibridizagdo especifica ocorre entre a sonda de acido
nucleico e o acido nucleico na amostra de teste, entio a amostra contém o
alelo que é complementar ao nucleotideo que est4 presente na sonda de 4cido
nucleico. O processo pode ser repetido para quaisquer marcadores da presente

invengdo ou marcadores que compdem um haplétipo da presente inveng¢do ou
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sondas multiplas podem ser usadas concorrentemente para detectar mais do
que um dos alelos marcadores a0 mesmo tempo. Também € possivel planejar
uma Unica sonda contendo mais do que um dos alelos marcadores de um
haplétipo  particular (por exemplo, uma sonda contendo alelos
complementares a 2, 3, 4, 5 ou a todos os marcadores que compdem um
haplotipo particular). A detecgfio dos marcadores particulares do haplétipo na
amostra ¢ indicativa de que a fonte da amostra tem o haplétipo particular (por
exemplo, um haplétipo) e portanto € suscetivel para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral.

Em um outro método de hibridiza¢do, a analise de Northern
(ver Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. et al., eds., John
Wiley & Sons, supra) ¢ usada para identificar a presenc¢a de um polimorfismo
associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilacdo atrial ou flater
atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Para a analise de Northern, uma
amostra de teste de RNA ¢ obtida do paciente por meios apropriados. Como
aqui descrito, a hibridizagdo especifica de uma sonda de acido nucleico ao
RNA do paciente € indicativa de um alelo particular complementar a sonda.
Para exemplos representativos de uso de sondas de 4cido nucleico, ver, por
exemplo, Patente U.S. N* 5.288.611 e 4.851.330.

Adicional ou alternativamente, uma sonda de acido nucleico
peptidico (PNA) pode ser usada além ou invés de, uma sonda de acido
nucleico nos métodos de hibridizagdo aqui descritos. Um PNA é uma
imitagdo de DNA tendo uma cadeia principal como peptideo, inorganica, tal
com unidades de N-(2-aminoetil)glicina, com uma base organica (A, G, C, T
ou U) ligada ao nitrogénio da glicina por intermédio de um ligador de
metileno carbonila (ver, por exemplo, Nielsen, P., ef al., Bioconjug. Chem. 5:
3-7 (1994)). A sonda de PNA pode ser planejada para hibridizar
especificamente a uma molécula em uma amostra suspeita de conter um ou

mais dos alelos marcadores ou haplétipos que estdo associados com a arritmia
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cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral. A hibridizagdo da sonda de PNA ¢ assim diagnéstico para a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular
cerebral ou uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por exemplo,
fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral.

Em uma forma de realizagdo da inven¢do, uma amostra de
teste contendo DNA gendmico obtida do paciente é coletada e a Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) ¢ usada para amplificar um fragmento que
compreende um ou mais marcadores ou hapldtipos da presente invencéo.
Como aqui descrito, a identificagdo de um alelo marcador ou haplétipo
particulares associados com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagfo atrial
ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral, pode ser realizada usando
uma variedade de métodos (por exemplo, andlise de sequéncia, anélise pela
digestdo de restri¢do, hibridizagdo especifica, ensaios de polimorfismo de
conformagdo de filamento simples (SSCP), andlise eletroforética, etc.). Em
uma outra forma de realizagdio, o diagnéstico € realizado pela andlise de
expressdo usando a PCR quantitativa (ciclagem térmica cinética). Esta
técnica, por exemplo, pode utilizar tecnologias comercialmente disponiveis,
tais com TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA). A técnica pode
avaliar a presenga de uma alteragdo na expresso ou composi¢cio de um
polipeptideo ou variante(s) de jungdo que é/sdo codificada(s) por um acido
nucleico associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilago atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral. Além disso, a expressdo da(s)
variante(s) pode ser quantificada como fisica ou funcionalmente diferente.

Em um outro método da invengdo, a analise pela digestdo de
restricdo pode ser usada para detectar um alelo particular se o alelo resulta na
criagdo ou eliminacdo de um sitio de restrigdo em relagdo a uma sequéncia de
referéncia. A andlise de polimorfismo de comprimento de fragmento de

restri¢do (RFLP) pode ser conduzida, por exemplo, como descrito em Current
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Protocols in Molecular Biology, supra. O padrdo de digestdo do fragmento de
DNA relevante indica a presenga ou auséncia do alelo particular na amostra.

A andlise de sequéncia também pode ser usada para detectar
alelos ou haplétipos especificos associados com a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral (por
exemplo os marcadores polimoérficos da Tabela 5 (Tabelas 5A e 5B), Tabela 9
e/ou Tabela 19). Portanto, em uma forma de realizagdo, a determinac¢io da
presenca ou auséncia de um alelo marcador ou haplétipo particulares
compreende a analise de sequéncia de uma amostra de teste de DNA ou RNA
obtida de um paciente ou individuo. A PCR ou outro métodos apropriados
podem ser usados para amplificar uma por¢do de um 4cido nucleico associado
com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fliter atrial) e/ou
acidente vascular cerebral e a presenca de um alelo especifico pode ser depois
detectada diretamente pelo sequenciamento do sitio polimérfico (ou sitios
polimérficos multiplos em um haplétipo) do DNA gendmico na amostra.

Os oligonucleotideos especificos de alelo também podem ser
usados para detectar a presenga de um alelo particular em um acido nucleico
associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater
atrial) e/ou acidente vascular cerebral, (por exemplo os marcadores
polimoérficos da Tabela 5 (Tabelas SA e 5B), Tabela 9 e/ou Tabela 19),
através do uso de hibridizagdo de ponto-mancha de oligonucleotideos
amplificados com sondas de oligonucleotideo especificas de alelo (ASO) (ver,
por exemplo, Saiki, R. er al, Nature, 324: 163-166 (1986)). Um
“oligonucleotideo especifico de alelo” (também aqui aludido como uma
“sonda de oligonucleotideo especifica de alelo”) € um oligonucleotideo de
aproximadamente 10 a 500 pares de base, aproximadamente 15 a 400 pares de
base, aproximadamente 15 a 200 pares de base, aproximadamente 15 a 100
pares de base, aproximadamente 15 a 50 pares de base ou aproximadamente

15 a 30 pares de base, que especificamente hibridizam a um acido nucleico
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associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater
atrial) e/ou acidente vascular cerebral e que contém um alelo especifico em
um sitio polimérfico (por exemplo, um marcador ou haplétipo como aqui
descrito). Uma sonda de oligonucleotideo especifica de alelo que é especifica
para um ou mais 4cidos nucleicos particulares associados com a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral pode ser preparada usando métodos padrio (ver, por exemplo,
Current Protocols in Molecular Biology, supra). A PCR pode ser usada para
amplificar a regido desejada. O DNA contendo a regiio amplificada pode ser
submetida a ponto-mancha usando métodos padrdo (ver, por exemplo,
Current Protocols in Molecular Biology, supra) e a mancha pode ser contatada
com a sonda de oligonucleotideo. A presenga de hibridizagdo especifica da
sonda para a regido amplificada pode ser depois detectada. A hibridizacfo
especifica de uma sonda de oligonucleotideo especifica de alelo para DNA do
paciente € indicativa de um alelo especifico em um sitio polimérfico
associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater
atrial) e/ou acidente vascular cerebral (ver, por exemplo, Gibbs, R. ef al.,
Nucleic Acids Res., 17: 2437-2448 (1989) e WO 93/22456).

Com a adigdo de tais andlogos como 4cido nucleicos
bloqueados (LNAs), o tamanho de iniciadores e sondas pode ser reduzido a
tanto quanto 8 bases. LNAs sdo uma nova classe de andlogos de DNA
biciclicos em que as posi¢bes 2’ e 4’ no anel de furanose sdo unidos por
intermédio de uma por¢do de O-metileno (6xi-LNA), S-metileno (tio-LNA)
ou amino metileno (amino-LNA). Comum a todas destas variantes de LNA é
uma afinidade aos 4cidos nucleicos complementares, que é de longe a mais
alta relatada para um analogo de DNA. Por exemplo, todos os nondmeros 6xi-
LNA particulares foram mostrados ter temperaturas de fusio (Ty) de 64°C e
74°C quando em complexo com DNA ou RNA complementares,

respectivamente, como oposto a 28°C tanto para DNA quanto RNA para o
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nonamero de DNA correspondente. Aumentos substanciais na T,, também s3o
obtidos quando mondmeros de LNA sdo usados em combinagio com
mondmeros de DNA ou RNA padrio. Para iniciadores e sondas, dependendo
de onde os mondmeros de LNA s#o incluidos (por exemplo, na extremidade
3’, na extremidade 5° ou no centro), a T, pode ser consideravelmente
aumentada. |
Em uma outra forma de realizagdo, arranjos de sondas de
oligonucleotideo que sdo complementares aos segmentos de sequéncia de
acido nucleico alvo de um paciente, podem ser usados para identificar
polimorfismos em um acido nucleico associado com a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral (por
exemplo os marcadores polimoérficos das Tabelas SA e 5B e marcadores em
desequilibrio de ligagdo com estes). Por exemplo, um arranjo de
oligonucleotideo pode ser usado. Arranjos de oligonucleotideo tipicamente
compreendendo uma pluralidade de sondas de oligonucleotideo diferentes que
sdo ligadas a uma superficie de um substrato em locais conhecidos diferentes.
Estes arranjos de oligonucleotideo, também descritos como “Genechips®,”
foram em uma maneira geral descritos na técnica (ver, por exemplo, a Patente
U.S. N® 5.143.854, Publicagdes de Patente PCT N% WO 90/15070 e
92/10092). Estes arranjos em uma maneira geral podem ser produzidos
usando métodos de sintese mecanicas ou métodos de sintese direcionadas por
luz que incorporam uma combinagdo de métodos fotolitograficos e métodos
de sintese de oligonucleotideo de fase soélida ou por outros métodos
conhecidos pela pessoa habilitada na técnica (ver, por exemplo, Fodor, S. et
al., Science, 251: 767-773 (1991); Pirrung et al., Patente U.S. N2 5.143.854
(ver também Pedido PCT publicado N* WO 90/15070); e Fodor. S. et al.,
Pedido PCT publicado N* WO 92/10092 e Patente U.S. N2 5.424.186, as
divulgagdes inteiras de cada um dos quais sdo aqui incorporadas por

referéncia). As técnicas para a sintese destes arranjos usando métodos de
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sintese mecénicas sdo descritas, por exemplo, na Patente U.S. N® 5.384.261;
as divulgagdes inteiras das quais sdo aqui incorporadas por referéncia. Em um
outro exemplo, arranjos lineares podem ser utilizados. Descri¢bes adicionais
de uso de arranjos de oligonucleotideo para a detecg¢do de polimorfismos
podem ser encontradas, por exemplo, nas Patentes U.S. N* 5.858.659 e
5.837.832, as divulgagdes inteiras de ambas das quais sdo aqui incorporadas
por referéncia.

Outros métodos de andlise de acido nucleico que sio
disponiveis para aqueles habilitados na técnica podem ser usados para
detectar um alelo particular em um sitio polimérfico associado com a
fibrilagdo atrial e/ou acidente vascular cerebral (por exemplo os marcadores
polimérficos da Tabela 5 (Tabelas 5A e 5B), Tabela 9 e/ou Tabela 19). Os
métodos representativos incluem, por exemplo, o sequenciamento manual
direto (Church e Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1991-1995 (1988);
Sanger, F., ef al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 74: 5463-5467 (1977); Beavis,
et al., Patente U.S. N® 5.288.644); sequenciamento fluorescente automatizado;
ensaios de polimorfismo de conformac¢do de filamento simples} (SSCP);
eletroforese em gel desnaturante clampeado (CDGE); eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) (Sheffield, V., ef al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86: 232-236 (1989)), analise de mudanga de mobilidade (Orita, M., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 2766-2770 (1989)), analise de enzima de
restrigdo (Flavell, R., ef al., Cell, 15: 25-41 (1978); Geever, R., et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 78: 5081-5085 (1981)); andlise de heteroduplex;
clivagem de desemparelhamento quimico (CMC) (Cotton, R., et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 85: 4397-4401 (1985)); ensaios de prote¢do da RNase
(Myers, R., et al., Science, 230: 1242-1246 (1985); uso de polipeptideos que
reconhecem desemparelhamentos de nucleotideo, tais com a proteina mutS da
E. coli; e PCR especifica de alelo.

Em uma outra forma de realizag@o da invengdo, o diagnéstico
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de arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou
acidente vascular cerebral ou uma suscetibilidade para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral pode
ser feita pelo exame da expressdo e/ou composigdo de um polipeptideo
codificado por um &cido nucleico associado com a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral
nestes casos onde o(s) marcador(es) genético(s) ou haplotipo(s) da presente
invengdo resultam em uma mudanga na composi¢do ou expressio do
polipeptideo. Assim, o diagnéstico de uma suscetibilidade para a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular
cerebral pode ser feito examinando-se a expressdo e/ou composi¢io de um
destes polipeptideos ou um outro polipeptideo codificado por um 4cido
nucleico associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagio atrial ou
flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral, nestes casos onde o marcador ou
haplétipo genéticos da presente invengdo resulta em uma mudanca na
composi¢do ou expressdo do polipeptideo. Os haplétipos e marcadores da
presente inven¢do que mostram associagdo para a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fliter atrial) e/ou acidente vascular cerebral
podem desempenhar um papel através do seu efeito sobre um ou mais destes
genes vizinhos (por exemplo, o gene PITX2). Mecanismos possiveis que
afetam estes genes incluem, por exemplo, efeitos sobre a transcrigdo, efeitos
sobre a unido de RNA, alteragdes nas quantidades de relacdo de formas
unidas alternativas de mRNA, efeitos sobre a estabilidade do RNA, efeitos
sobre o transporte do nicleo para o citoplasma e efeitos sobre a eficiéncia e
precisdo da tradugio.

Assim, em uma outra forma de realizagdo, as variantes
(marcadores ou haplétipos) da invengdo que mostra a associagdo para a
arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fliter atrial) e/ou acidente

vascular cerebral afetam a expressdo de um gene vizinho. E bem conhecido
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que a expressdo de gene que afeta elemento regulatorio pode estar localizado
a dezenas ou mesmo centenas de quilobases longe da regido promotora de um
gene. Ensaiando-se quanto a presenga ou auséncia de pelo menos um alelo de
pelo menos um marcador polimérfico da presente invengéo, € assim possivel
avaliar o nivel de expressdo de tais genes vizinhos. E assim considerado que a
detec¢do dos marcadores ou haplétipos da presente inven¢do pode ser usada
para avaliar a expressdo quanto a um ou mais genes que sdo ligados a arritmia
cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular
cerebral.

Uma variedade de métodos podem ser usados para detectar os
niveis de expressdo de proteina, incluindo ensaios imunossorventes ligados a
enzima (ELISA), Western blots, imunoprecipita¢gdes e imunofluorescéncia.
Uma amostra de teste de um paciente é avaliada quanto a presenga de uma
alteragdo na expressdo e/ou uma alteragdo na composi¢do do polipeptideo
codificada por um 4cido nucleico associado com a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral.
Uma alteragdo na expressdo de um polipeptideo codificado por um acido
nucleico associado com a arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagio atrial ou
fluter atrial) e/ou acidente vascular cerebral pode ser, por exemplo, uma
alteracdo na expressdo de polipeptideo quantitativa (isto €, a quantidade de
polipeptideo produzida). Uma alteragdo na composi¢do de um polipeptideo
codificado por um 4cido nucleico associado com a arritmia cardiaca (por
exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente vascular cerebral &
uma alteracdo na expressdo de polipeptideo qualitativa (por exemplo,
expressdo de um polipeptideo mutante ou de uma variante de unido diferente).
Em uma forma de realiza¢do, o diagndstico de uma suscetibilidade para a
arritmia cardiaca (por exemplo, fibrilagdo atrial ou flater atrial) e/ou acidente
vascular cerebral € feita pela detec¢do de uma variante de jungdo particular

codificada por um 4cido nucleic