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RESUMO

“METODO DE IDENTIFICAQAO DE FACTORES DE RISCO DA DOENCA DE
ALZHEIMER"”

E aqui proporcionado um método para identificar uma
variante genética que estd associada com desenvolvimento de uma
condicdao de interesse (e. g., doenca de Alzheimer), e variantes
genéticas entdo identificadas. Métodos de tratamento com um

agente activo (e. g., com um agente activo particular e/ou numa

idade ©precoce) sao também proporcionados, apds detectar uma
variante genética aqui descrita. Em algumas formas de
realizacao, a variante genética é um polimorfismo de

deleccdo/insercdo (DIP) do gene TOMM40. Kits para determinar se
um individuo estd em risco aumentado de desenvolver doenca de
Alzheimer de inicio tardio sé&o também proporcionados. Kits para
determinar se um individuo é responsivo a tratamento para uma
condicao de interesse com um agente activo sao ainda

proporcionados.



DESCRICAO

“METODO DE IDENTIFICAQAO DE FACTORES DE RISCO DA DOENCA DE
ALZHEIMER”

Campo da Invencao

A  presente invencao refere-se ao campo da gendmica,
genética, farmacogenética e bioinformatica, incluindo andlise do
genoma e ao estudo da variacadao da sequéncia de ADN. A invencéo
também se refere a estudos de associagdo entre variagdes em
sequéncias de ADN e antecipacdao da susceptibilidade de um
individuo a uma doenca, disturbio ou condicdo e/ou resposta

particular, a um tratamento ou farmaco particular.

Antecedentes da Invencao

A procura por marcadores genéticos associados a doencgas
complexas estd em curso. Estudos de varrimento de genoma
completo com matrizes de SNP continuam a destacar a regido de
ApoE como a area mais importante para investigacdo no estudo da
doenca de Alzheimer (Coon et al., J. Clin. Psychiatry 68: 613-8
(2007); Li et al., Arch. Neurol. 65: 45-53 (2007)).

A isoforma de ZApoE 4 tem sido fortemente associada com
maior risco de desenvolver doenca de Alzheimer de inicio tardio.
(Pericak-Vance et al., Am. J. Hum. Genet. 48, 1034-50 (1991);
Martin et al., 2000, Patente US N° 6027896 de Roses, et al.,

Patente US N° 5716828 de Roses et al.). A relacdao & dependente



da dose (Yoshizawa et al., 1994; Schellenberg, 1995). Ou seja,
um veiculo de dois alelos de ApoE 4 é mais provavel desenvolver
doenga de Alzheimer de inicio tardio (LOAD) do que um veiculo de
apenas um alelo de ApoE 4 e numa idade mais precoce (Corder

et al., Science 261, 921-3 (1993)).

No entanto, alelos E4 representam apenas cerca de 50% da
doengca de Alzheimer hereditdria. Uma explicagdo €& que ApoE 4
serve apenas como um marcador substituto para algo em
desequilibrio de ligagcdo na proximidade. Em alternativa,
considerando a recente descoberta de um papel mecanicista para
ApoE 4 na toxicidade mitocondrial, os efeitos negativos de
ApoE 4 podem ser anulados ou exacerbados por outro produto

génico codificado na proximidade (Chang et al., 2005).

Como o estado de ApoE estd também associado com o risco de
doenca arterial corondria e também, provavelmente, com uma série
de outras doencas e disturbios, as implicacgdes do estudo da
regido de ApoE ndo estdo limitadas a doenca de Alzheimer, mas
sao potencialmente vastas (Mahley et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 103: 5644-51 (2006)). De um modo mais geral, o exame de
sequéncias variantes de processos ou vias circundantes de genes
em desequilibrio de ligagdao com outras regides genéticas
conhecidas por estarem envolvidas em processos de doencgas
complexas 1ird proporcionar informagdo valiosa na explicacgdo dos

mecanismos dessas doengas.

Sumdrio da Invencéo

E aqui divulgado um método para identificar uma variante

genética que estd associada com o desenvolvimento de uma



condicao de interesse (e. g., antes ou depois do aparecimento de
uma doenca de interesse), compreendendo: (a) determinar, a
partir de amostras bioldégicas contendo ADN, sequéncias
nucleotidicas transportadas por uma pluralidade de individuos
humanos Unicos num JIocus genético de interesse, em que 0s
individuos incluem (i) individuos afectados com a condicdao de
interesse e (ii) individuos nédo afectados com a condicdo de
interesse; (b) identificar variantes genéticas no referido locus
genético a partir de sequéncias nucleotidicas observadas na
referida pluralidade de individuos (e. g., utilizando uma

andlise de alinhamento de sequéncias multiplas); (c) mapear as

referidas variantes genéticas construindo uma arvore
filogenética das referidas sequéncias nucleotidicas dos
referidos individuos, a referida arvore compreendendo

ramificagdes que identificam alterac¢des nas variantes entre os
referidos individuos (e. g., alteracgdes nas variantes no mesmo
cistrao); (d) examinar as variantes genéticas representadas como
ramificacdes na referida 4&rvore e determinar a proporcao de
individuos afectados e ndo afectados para identificar as
alteracdes que levam a uma proporcao alterada de individuos
afectados e nao afectados (de um modo preferido, em que o ponto
de partida é a variante genética que representa o maior numero
de individuos); e em seguida (e) identificar wuma variante
genética ou grupo de variantes (um hapldétipo), onde a proporgao
de individuos afectados e nédo afectados ¢é substancialmente
diferente de uma ou mais variantes adjacentes na referida arvore
(e. g., pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, ou 90% diferente) para, desse modo,
identificar uma variante genética associada ao desenvolvimento

da referida condicdo de interesse.



Em algumas formas de realizacdo, todos os individuos que
transportam um mesmo polimorfismo conhecido que estd associado

com a condicao de interesse.

Em algumas formas de realizacdo, a condicdo de interesse é

uma doencga neurodegenerativa, uma doenca metabdlica (e. g.,
dislipidemia), uma doenca cardiovascular, um disturbio
psigquidtrico ou cancro. Em algumas formas de realizacédo, a

doenca de interesse é uma doenga na qual o ApoE e/ou TOMM40

estdo implicados na patogénese da doenca.

Em algumas formas de realizacdo, a condicao de interesse
esté associada com disfuncao mitocondrial aumentada ou
diminuida. Em algumas formas de realizacao, a condigcao de
interesse é esquizofrenia. Em algumas formas de realizacgao, a
condicdo de interesse ¢é doenca arterial corondria. Em algumas
formas de realizacgdo, a condicdao de interesse & diabetes
mellitus, tipo II. Em algumas formas de realizacgdo, a condigao
de 1interesse ¢é doenca de Parkinson. Em algumas formas de

realizacdao, a condicdo de interesse é doenca de Alzheimer.

Em algumas formas de realizagdao, o factor de risco do
polimorfismo conhecido é o alelo da Apolipoproteina E (e. g.,

ApoE 2, ApoE 3 ou ApoE 4).

Fm algumas formas de realizacadao, o locus genético de
interesse estd em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo
conhecido. Em algumas formas de realizacadao, o locus genético de
interesse estd no mesmo cromossoma e a menos que 10, 20, 30, 40,
ou 50 kilobases de distadncia do polimorfismo conhecido. Em

algumas formas de realizacdo, o locus genético é TOMM4O0.



E também proporcionado um método para determinar o risco
aumentado de desenvolver uma condicéao de interesse,
compreendendo: (a) determinar, a partir de uma amostra bioldgica
contendo ADN, uma variante genética identificada pelo método de
qualquer dos paragrafos precedentes conduzido por um uUnico
individuo; e, em seguida, (b) determinar o individuo gque esta
com risco aumentado de desenvolvimento da condic¢do de interesse

quando a variante genética estd presente.

E ainda proporcionado um método para determinar o risco de
desenvolvimento da doenca de Alzheimer num individuo (e. g., um
individuo transportando, pelo menos, um alelo de Apo E3),
compreendendo: (a) detectar, a partir de uma amostra bioldgica
contendo ADN retirado do individuo, a presencga ou auséncia de
uma variante genética do gene TOMM40 associado com o risco
aumentado ou diminuido da doenca de Alzheimer; e (b) determinar
o individuo que estd em risco aumentado ou diminuido da doenca
de Alzheimer quando a variante genética estd presente ou

ausente.

Em algumas formas de realizacao, ¢é determinado se o
individuo é um individuo Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4,
ou E4/E4. Em algumas formas de realizacdo, € determinado se o

individuo é um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

E também proporcionado uma quantidade de tratamento eficaz
de um agente activo Anti-doenca de Alzheimer seleccionado do
grupo consistindo de inibidores da acetilcolinesterase,
antagonistas do receptor de NMDA, agonistas ou moduladores de
receptor activado por proliferadores de peroxissoma (PPAR),
proteinas de fusdo, moléculas de ARN terapéuticas e suas

combinag¢bes, para utilizacgao num método de tratamento da doenca



de Alzheimer caracterizado em que o método compreende o passo de
determinar se o individuo estd ou ndo em risco de desenvolver a
doenca de Alzheimer, em gque o risco é determinado de acordo com

os métodos para determinar o risco, como aqui divulgado.

Em algumas formas de realizacdo, o passo de administracao é
realizado no individuo numa idade precoce quando o individuo é
determinado para ter um risco aumentado pela presenca ou
auséncia da variante genética em relacdo a um individuo no gual
a variante genética ndo estd presente ou ausente (e. g., para um
individuo ApoE 4/4, comecando aos 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52
ou 53 anos, e de forma continua através de cada ano subseqguente,
em vez de comecar aos 55 anos ou mais; para um individuo
ApoE 4/3, aos 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57 ou 58 anos, e de
forma continua através de cada ano subsequente, em vez de
comecar aos 60 anos ou mais; para um individuo ApoE 3/3, aos 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62 ou 63 anos, e de forma continua
através de cada ano subsequente, em vez de comecgar aos 65 anos
ou mais; e para um individuo ApoE 2/3, aos 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67 ou 68 anos, e de forma continua através de cada ano

subsequente, em vez de comecgar aos 70 anos ou mais).

Em algumas formas de realizacéo, 0 agente activo é
seleccionado do grupo consistindo de inibidores da
acetilcolinesterase, antagonistas do receptor de NMDA, agonistas
ou moduladores de PPAR (e. g., farmacos nas classes de
tiazolidinediona ou glitazar), anticorpos, proteinas de fusao,
moléculas de ARN terapéuticas e suas combinacgdes. Em algumas
formas de realizacgao, © agente activo é rosiglitazona ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel.



Em algumas formas de realizacdo, a variante genética do

TOMM40 é uma variante listada na Tabela 1 como definido abaixo.

E também divulgado um método de tratamento de um individuo
(e. g., um individuo possuindo, pelo menos, um alelo ApoE 3)
para a doencgca de Alzheimer pela administracdao de um agente
activo anti-doenca de Alzheimer ao individuo numa gquantidade
eficaz de tratamento; a melhoria compreendendo: administrar o
agente activo ao individuo numa idade precoce gquando o individuo
transporta uma variante genética do gene TOMM40 associado com
risco aumentado da doenca de Alzheimer em comparagdao com um
individuo correspondente gque nao transporta a variante genética
(e. g., para um individuo ApoE 4/4, comecando aos 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52 ou 53 anos, e de forma continua através de
cada ano subsegquente, em vez de comecar aos 55 anos ou mais;
para um individuo ApoE 4/3, aos 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57
ou 58 anos, e de forma continua através de cada ano subsequente,
em vez de comecar aos 60 anos ou mais; para um individuo ApoE
3/3, aos 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62 ou 63 anos, e de forma
continua através de cada ano subsequente, em vez de comecar aos
65 anos ou mais; e para um individuo ApoE 2/3, aos 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67 ou 68 anos, e de forma continua através de

cada ano subsequente, em vez de comecgar aos 70 anos ou mais).

Em algumas formas de realizacao, o individuo é um individuo
Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, E4/E4. Em algumas formas

de realizacdo, o individuo é um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

Em algumas formas de realizacéo, 0 agente activo é
seleccionado do grupo consistindo de inibidores da
acetilcolinesterase, antagonistas do receptor de NMDA, agonistas

ou moduladores de PPAR (e. g., farmacos nas classes de



tiazolidinediona ou glitazar), anticorpos, proteinas de fusao,
moléculas de ARN terapéuticas e suas combinacgcdes. Em algumas
formas de realizacao, © agente activo é rosiglitazona ou um seu

sal farmaceuticamente aceitavel.

Em algumas formas de realizacdo, a variante genética do
gene TOMM40 ¢é um polimorfismo de deleccgédo/insercao (DIP). Em
algumas formas de realizagcdo, o DIP é um polimorfismo de
inserc¢ao. Em algumas formas de realizagdo, o DIP & polimorfismo
de deleccao/insercdo poli-T (e. g., entre 5 e 100, ou 10 e 80,

ou 20 e 50 pb poli-T).

Em algumas formas de realizacdo, a variante genética do
TOMM40 é uma variante listada na Tabela 1, como definido abaixo.
Em algumas formas de realizacdo, o DIP é rsl0524523, rsl0602329

ou DIP3. Em algumas formas de realizacao, o DIP é rsl0524523.

E ainda divulgado um método de tratamento para uma condicdo
de interesse, em que a condicdo de interesse estd associada com
ApoE e/ou TOMM40, para um doente que dele necessite, o método
incluindo os passos: (a) determinar a presenga ou auséncia da
variante genética identificada pelo método do paragrafo 1-12
realizado por um uUnico individuo para gerar um perfil genético
do doente; e, em seguida, se o perfil é indicativo do doente ser
responsivo a um agente activo, (b) administrar o agente activo
ao individuo numa quantidade de tratamento eficaz para tratar a
condigdao de interesse. Em algumas formas de realizagdo, o agente
activo é seleccionado do grupo consistindo de inibidores da
acetilcolinesterase, antagonistas do receptor de NMDA, agonistas
ou moduladores de PPAR (e. g., farmacos nas classes de
tiazolidinediona ou glitazar), anticorpos, proteinas de fusao,

moléculas de ARN terapéuticas e suas combinacgdes. Em algumas



formas de realizacdo, © agente activo é rosiglitazona ou um seu
sal farmaceuticamente aceitavel. Em algumas formas de
realizacdo, a variante genética do gene TOMM40 é um polimorfismo
de deleccédo/insercao (DIP). Em algumas formas de realizacdo, o
DIP é& um polimorfismo de insercdao. Em algumas formas de
realizacdo, o DIP é é polimorfismo de deleccédo/insercdo poli-T
(e. g., entre 5 e 100, ou 10 e 80, ou 20 e 50 pb insercao
poli-T).

Em algumas formas de realizacdo, a variante genética do
TOMM40 ¢é wuma variante de TOMM40 listada na Tabela 1 como
definido abaixo. Em algumas formas de realizacao, o DIP &
rs10524523, rsl0602329 ou DIP3. Em algumas formas de realizacao,
o DIP é rsl0524523.

E também divulgado um método de tratamento para a doenca de

Alzheimer num individuo, incluindo:

(a) detectar, a partir de uma amostra bioldgica contendo
ADN retirado de um individuo, a presenca ou auséncia de uma
variante genética do gene TOMM40 associada com
responsividade a um agente activo; e, se a variante
genética estd presente, (b) administrar o agente activo ao
individuo numa quantidade de tratamento eficaz para tratar

a doenca de Alzheimer.

Em algumas formas de realizacdo, o individuo transporta,
pelo menos, um alelo de ApoE 3. Em algumas formas de realizacgao,

o individuo € um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

Em algumas formas de realizacao, 0 agente activo é

seleccionado do grupo consistindo de inibidores da



acetilcolinesterase, antagonistas do receptor de NMDA, agonistas
ou moduladores de PPAR (e. g., farmacos nas classes de
tiazolidinediona ou glitazar), anticorpos, proteinas de fusao,
moléculas de ARN terapéuticas e suas combinac¢des. Em algumas
formas de realizacado, © agente activo é rosiglitazona ou um seu

sal farmaceuticamente aceitdavel.

Em algumas formas de realizacdao, a variante genética do
gene TOMM40 ¢é um polimorfismo de deleccgédo/insercao (DIP). Em
algumas formas de realizacgcdao, o DIP é um polimorfismo de
inserc¢ao. Em algumas formas de realizagdo, o DIP é polimorfismo
de deleccao/insercdo poli-T (e. g., entre 5 e 100, ou 10 e 80,

ou 20 e 50 pb poli-T).

Em algumas formas de realizacado, a variante genética do
TOMM40 ¢é uma variante de TOMM40 1listada na Tabela 1 como
definido abaixo. Em algumas formas de realizacdao, o DIP &
rs10524523, rsl0602329 ou DIP3. Em algumas formas de realizacao,
o DIP é rsl10524523.

E ainda proporcionado a utilizacdo de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para a preparacadao de um medicamento
para realizar um método de tratamento da doenga de Alzheimer, de
acordo com ©0s paréagrafos acima estabelecidos. E também
proporcionado a utilizacao de um agente activo anti-doenca de
Alzheimer para realizar um método de tratamento da doenca de

Alzheimer.

E proporcionado um método de determinacdo de um prognéstico
para um doente em risco de desenvolver a doenga de Alzheimer,
incluindo obter um perfil do doente, em que o obter um perfil do

doente inclui: detectar a presenca ou auséncia de, pelo menos,

10



um alelo de ApoE numa amostra bioldgica do doente, e detectar a
presenca ou auséncia de, pelo menos, um polimorfismo de
delecgédo/insergédo (DIP) de TOMM40 localizado no intrdao 6 ou
intrdao 9 do gene TOMM40 e, em seguida, converter o perfil do
doente no progndéstico, em que a presenca do alelo do ApoE e a
presenca de, pelo menos, um polimorfismo DIP de  TOMMA40
identifica o doente como um doente em risco de desenvolver a

doenca de Alzheimer.

Em algumas formas de realizacdo, o DIP €& um polimorfismo de
insercdo. Em algumas formas de realizagdo, o DIP é polimorfismo
de deleccado/insercdo poli-T (e. g., entre 5 e 100, ou 10 e 80,

ou 20 e 50 poli-T).

Em algumas formas de realizacdao, o DIP é 1rsl0524523,

rsl0602329 ou DIP3. Em algumas formas de realizacdo, o DIP é
rsl0524523.

Em algumas formas de realizacadao, o método inclui ainda
detectar se o individuo ¢ um individuo Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,
E3/E3, E3/E4, E4/E4. Em algumas formas de realizacao, o

individuo € um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

E ainda proporcionado um método para estratificar um
individuo num sub-grupo de um ensaio clinico de uma terapia para
o tratamento da doenca de Alzheimer, o método incluindo:
detectar a presenca ou auséncia de, pelo menos, um alelo de ApoE
numa amostra bioldégica de um doente e detectar a presenga ou
auséncia de, pelo menos, um polimorfismo de deleccao/insercéao
(DIP) de TOMM40 1localizado no intrdao 6 ou i1intrdao 9 do gene

TOMM40, em que o individuo é estratificado no sub-grupo para o

11



ensaio clinico da terapia com base na presencga ou auséncia de,

pelo menos, um alelo de ApoE e/ou DIP de TOMMA40.

Em algumas formas de realizacdo, o DIP €& um polimorfismo de
insercdo. Em algumas formas de realizagdo, o DIP é polimorfismo
de deleccado/insercdo poli-T (e. g., entre 5 e 100, ou 10 e 80,

ou 20 e 50 insercgao poli-T).

Em algumas formas de realizacdao, o DIP é 1rsl0524523,

rsl0602329 ou DIP3. Em algumas formas de realizacdo, o DIP é
rsl0524523.

Em algumas formas de realizacao, o método inclui ainda
detectar se o individuo é um individuo Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,
E3/E3, E3/E4, E4/E4. Em algumas formas de realizacao, o

individuo € um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

E ainda divulgado um método para identificar um doente num
ensaio clinico de um tratamento para a doenga de Alzheimer
incluindo: a) identificar um doente diagnosticado com a doenca
de Alzheimer; e Db) determinar um progndstico para o doente
diagnosticado com a doenca de Alzheimer compreendendo obter um
perfil do doente, em que o perfil do doente compreende
i) detectar a presenca ou auséncia de, pelo menos, um alelo ApoE
numa amostra bioldgica do doente, 1i) detectar a presencgca ou
auséncia de, pelo menos, um polimorfismo de deleccado/insercéo
(DIP) de TOMM40 1localizado no intrdo 6 ou intrdao 9 do gene
TOMM40, e 1ii) converter o perfil do doente no progndéstico, o
progndéstico incluindo uma previsao se o doente é um candidato

para o ensaio clinico para o tratamento da doencga de Alzheimer.
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Em algumas formas de realizacao, o DIP é um polimorfismo de
insercdao. Em algumas formas de realizacdo, o DIP é polimorfismo
de deleccdo/insercao poli-T (e. g., entre 5 e 100, ou 10 e 80,

ou 20 e 50 poli-T).

Em algumas formas de realizacdao, o DIP & rsl1l0524523,

rs10602329 ou DIP3. Em algumas formas de realizagao, o DIP é
rsl10524523.

Em algumas formas de realizacadao, o método inclui ainda
detectar se o individuo é um individuo Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,
E3/E3, E3/E4, E4/E4. Em algumas formas de realizacao, o)

individuo € um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

Também ¢ divulgado um kit para determinar se um individuo
estd em risco aumentado de desenvolver doenga de Alzheimer de
inicio tardio, incluindo: (A) pelo menos um reagente qgue
detecta, especificamente, ApoE 3, ApoE 4 ou ApoE 2, em gue O
reagente & seleccionado do grupo consistindo de anticorpos que
ligam, selectivamente, ApoE 3, 2ApoE 4 ou ApoE 2, e sondas
oligonucleotidicas gque se ligam, selectivamente, ao ADN que
codifica o mesmo; (B) pelo menos um reagente que detecta,
especificamente, a presenca ou auséncia de, pelo menos, um
polimorfismo de deleccgédo/insercgdo (DIP) de TOMM40 localizado no
intrdo 6 ou intrdao 9 do gene TOMM40; e (C) instrucgdes para
determinar se individuo estd ou nado em risco aumentado de
desenvolver doenga de Alzheimer de inicio tardio por:
(i) detectar a presencga ou auséncia de uma isoforma de ApoE num
individuo com, pelo menos, um reagente; (ii) detectar a presenca
ou auséncia de, pelo menos, um polimorfismo de deleccao/insercéo
(DIP) de TOMM40 localizado no intrdo 6 ou intrdao 9 do gene

TOMM40; e (i1iii) observar se o individuo estd ou ndo em risco
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aumentado de desenvolver doenca de Alzheimer de inicio tardio
por observacdo se a presenca da isoforma de ApoE e o DIP de
TOMM40 é€ ou nao detectado com, pelo menos, um reagente, em que a
presenga da isoforma ApoE e o DIP de TOMM40 indica se o
individuo estd em risco aumentado de desenvolver doencga de

Alzheimer de inicio tardio.

Em algumas formas de realizacdo, o pelo menos um reagente e

as instrugdes estao embaladas num Unico recipiente.

Em algumas formas de realizacao, o DIP é um polimorfismo de
insercdao. Em algumas formas de realizacéao, o DIP é um
polimorfismo de deleccdo/insercdo poli-T (e. g., entre 5 e 100,

ou 10 e 80, ou 20 e 50 poli-T).

Em algumas formas de realizacdao, o DIP é rsl0524523,

rsl0602329 ou DIP3. Em algumas formas de realizagao, o DIP é
rsl0524523.

Em algumas formas de realizacadao, o método inclui ainda
detectar se o individuo é um individuo Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,
E3/E3, E3/E4, E4/E4. Em algumas formas de realizacao, o)

individuo € um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

E divulgado um kit para determinar se um individuo &
responsivo ao tratamento para a condicdo de interesse, em que a
condicdo de interesse estd associada com ApoE e/ou TOMM40, com
um agente activo, o kit incluindo: (A) pelo menos um reagente
que detecta, especificamente, ApoE 3, ApoE 4 ou ApoE 2, em que o
reagente ¢é seleccionado do grupo consistindo de anticorpos que
ligam, selectivamente, 2ApoE 3, ApoE 4 ou ApoE 2, e sondas

oligonucleotidicas que se ligam, selectivamente, ao ADN que
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codifica o mesmo; (B) pelo menos um reagente que detectsa,
especificamente, a presenca ou auséncia de, pelo menos, um
polimorfismo de delecgdo/insercgdo (DIP) de TOMM40 localizado no
intrdao 6 ou intrdao 9 do gene TOMM40; e (C) instrucgdes para
determinar se o individuo é responsivo ao tratamento para a
condicdao de interesse com o agente activo de interesse por:
(i) detectar a presenca ou auséncia de uma isoforma de ApoE num
individuo com, pelo menos, um reagente; (i1ii) detectar a presenca
ou auséncia de, pelo menos, um polimorfismo de deleccdo/insercao
(DIP) de TOMM40 localizado no 1intrdo 6 ou intrdao 9 do gene
TOMM40; e (iii) determinar se o individuo é ou nao responsivo ao
tratamento por observacao se a presenca da isoforma de ApoE e do
DIP de TOMM40 é ou nao detectada com, pelo menos, um reagente,
em que a presenca de ApoE 3 e o DIP de TOMM40 indica que o

individuo é responsivo ao tratamento com o agente activo.

Em algumas formas de realizacao, o pelo menos um reagente e

as instrugdes estdo embaladas num unico recipiente.

Em algumas formas de realizacgao, o DIP é um polimorfismo de
insercdao. Em algumas formas de realizacgao, o DIP & um
polimorfismo de deleccdo/insercao poli-T (e. g., entre 5 e 100,

ou 10 e 80, ou 20 e 50 pb poli-T).

Em algumas formas de realizagdao, o DIP é 1rsl0524523,

rsl0602329 ou DIP3. Em algumas formas de realizacadao, o DIP &

rsl0524523.

Em algumas formas de realizacdo, o método inclui ainda
detectar se o individuo é um individuo Apo E2/E2, E2/E3, E2/E4,
E3/E3, E3/E4, E4/E4. Em algumas formas de realizacdo, o

individuo é um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.
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Serda entendido que todas as formas de realizacdo anteriores
podem ser combinadas de qualquer forma e/ou combinacdo. Os
anteriores e outros objectivos e aspectos da presente invencéao
sdo explicados com maior detalhe nos desenhos juntamente

proporcionados e na descricgcdo estabelecida a seguir.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 mostra um fluxograma geral para identificar a
variante genética numa regido predeterminada de sequéncia
gendmica num Ilocus genético de interesse, gque pode ser associado
com uma condicdo de interesse, de acordo com algumas formas de

realizacéo.

A Figura 2 mostra um grafico da média de idades da doenca
de Alzheimer de inicio tardio, como uma funcdo da heranca dos
cinco gendtipos comuns de ApoE, e representando ApoE 4 como um

factor de risco para a doencga de Alzheimer (1993).

A Figura 3 mostra Regides A, B, e C no Cromossoma 19, que
sdo loci genéticos de interesse exemplares. O gene TOMM40 esta
em estreita proximidade ao gene ApoE e codifica uma proteina de
40 kD dirigida a membrana mitocondrial externa. O TOMM40
interage com ApoE directamente na regulacdo do importacao da
proteina mitocondrial e a presente hipdtese €& que a presenga de
uma(s) variante(s) particular(es) de TOMM40 exacerba(m) o risco
aumentado para doenga de Alzheimer associado com a presenga

dependente da dose do alelo de ApoE 3.
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A Figura 4 mostra, de forma esquemdtica, um mapa evolutivo
da Regido B como indicado na Figura 3, criado de acordo com
algumas formas de realizacdo agqui em detalhe. Cada oval
horizontal representa uma variante de sequéncia observada
(e. g., uma alteracadao nucleotidica) e o tamanho da oval
representa a sua frequéncia. Cada variante ¢ chamada um ndé na
arvore e a ligagdo de um ndé a outro nd por uma ramificacéo
representa uma observacao de duas variantes em cis transportadas

por um unico individuo.

A Figura 5 ¢ um diagrama esquemdtico da arvore filogenética
com base na Regidao B construida para TOMM40, mostrando as
percentagens de fendtipos de ApoE em dois grandes grupos ou

clados, das variantes de TOMM40 nesta regiao.

A Figura 6 é uma visdo esquematica do Iocus de TOMM40-ApoE
incluindo wuma representacdo grafica LD mostrando Dblocos de
hapldétipo e regides submetidas a sequenciamento primdrio nos
estudos exploratdérios (R1) (23 Kb) e confirmatdérios (R2) (10 Kb)
(NCBI Build 36.3). A representacdo grafica € mostrada para dados
Hapmap (painel de andlise CEU), definicdo de bloco de haplétipo
de espinha sdélida, wvalores r’ com esquema de cores D’/LOD

representado por caracteristicas de linha diferentes.

A Figura 7 mostra representagdes das 4arvores filogenéticas
com separacao de variantes. 7A: variantes de SNP, clado A vs. B,
E6 - E10 representam exdes de TOMM40 e linhas verticais indicam
as localizacgdbes aproximadas dos SNP. Separacao das duas
ramificagdes principais tem forte suporte “bootstrap”
(973/1000). 7B: polimorfismos de comprimento rsl0524523. As
estatisticas descritivas sao proporcionadas para cada grupo de

polimorfismos de comprimento. Diversos hapldétipos 1longos que
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formaram grupos externos unicos, na &rvore ou clados muito

pequenos, estdao no grupo identificado como “Restante”.

A  Figura 8 apresenta histogramas do comprimento do
polimorfismo de comprimento rsl10524523 estratificado por
gendtipos de ApoOE 3/3 (8A), 3/4 (8B), e 4/4 (8C) .
N=210 hapldétipos (coorte AS).

A Figura 9 mostra a associagdo entre idade de inicio de AD
e comprimento do polimorfismo rsl0524523 para doentes com inicio
de AD entre os 60 e 86 anos. Os diagramas de caixa indicam a
gama de 95% (linhas wverticais), mediana (linha horizontal na

caixa) e gama interquartil (caixa).

Descricdo Detalhada

A presente invencado é explicada com maior detalhe em baixo.
Esta descricdo nao pretende ser uma lista pormenorizada de todas
as diferentes formas nas quais a invencgao pode ser implementada,
ou todas as caracteristicas que podem ser adicionadas a presente
invencao. Por exemplo, caracteristicas ilustradas em relacao a
uma forma de realizacgdo podem ser incorporadas em outras formas
de realizagdo e caracteristicas ilustradas em relagdao a uma
forma de realizacgdo particular podem ser eliminadas a partir da
referida forma de realizacgcdao. Além disso, numerosas variacdes e
adicbdes as varias formas de realizagdo aqui sugeridas serédo
aparentes aos especialistas na técnica a luz da presente
divulgagao que nao se afastem da presente invengao. Assim, a
seguinte descricao destina-se a 1lustrar algumas formas de

realizagao particulares da invengdo e nado para especificar
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exaustivamente todas as suas permutacdes, combinacdes e

variacdes.
Como utilizado na descricao da invencao e nas
reivindicacdes, as formas singulares "um", "uma" e "o/a"

pretendem também incluir as formas de plural, a menos gue O
contexto indique claramente o contrario. Também, como aqui
utilizado, "e/ou" refere-se a e abrange qgualquer e todas as
possiveis combinacgdes de um ou mais dos artigos listados, bem
como a falta de combinagdes gquando interpretadas no alternativo

("OU") .

A presente invencdo ¢é dirigida a métodos para revelar a
variacao genética em regides de particular interesse para
doencas e disturbios complexos. Esta também se refere a
descoberta de marcadores genéticos mais informativos com base em
associacgdes com informacao fenotipica. Numa forma de realizacao,
a 1invengdo ©pode ser utilizada ©para localizar marcadores
genéticos associados com susceptibilidade a uma doenca,
disturbio ou condigdao particular. Noutra forma de realizacgao,
dados relativos a resposta de um individuo a um tratamento ou
fdrmaco candidato podem ser incluidos numa andlise filogenética
para a localizacadao de marcadores genéticos associados com uma
resposta benéfica ao tratamento ou férmaco referido (i. e.,
farmacogenética). 0Os métodos podem ser aplicados em qualquer
conjunto de dados de variacgdao genética a partir de um Iocus
particular. Ver Figura 1 para um fluxograma da abordagem para
encontrar factores de risco genéticos de acordo com a presente

invencao.

Num aspecto, a andlise da variacdo genética € Dbaseada em

dados de sequéncias variantes. Num segundo aspecto, a estrutura
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é exposta utilizando dados genotipicos dipldides, evitando,

desse modo, a necessidade de inferir experimental ou
computacionalmente os hapldétipos componentes (ver, e. g.,
Patente U.S. N° 6027896 de Roses et al.). Noutro aspecto, o

presente método pode ser aplicado em wvariacdao alélica nao
caracterizada que resulta da interrogacdo de um &acido nucleico
alvo com um procedimento experimental gue proporciona um registo
da variacao da sequéncia presente mas nao proporcionam,
efectivamente, a sequéncia inteira. A estrutura subjacente da
variacao genética ¢é também Util para a deducgcdao dos hapldétipos

constituintes a partir de dados genotipicos dipldides.

E preferido e contemplado que os métodos aqui descritos
sejam utilizados em conjunto com outras informacdes de
diagnéstico clinico conhecidas ou descritas na técnica gque séao
utilizadas na avaliacdo de individuos com doengas ou disturbios
(e. g., aqueles que se acredita estarem envolvidos na disfuncao
mitocondrial (e. g., doenca de Alzheimer ou outras doencgas
neurodegenerativas)) ou para avaliacdo de individuos que se
suspeita estarem em risco de desenvolver tal doenca. A invencgéao
¢ também aplicavel para a verificacdo de factores de risco
genéticos para outras doencas, distuarbios ou condigdes

complexas.

1. Definigbes. As definic¢des seguintes sao aqui utilizadas:

“Condicao de interesse” refere-se a uma condicao, doenca,
ou disturbio especifico designado para estudo filogenético e/ou
subsequente diagnéstico ou progndéstico. "Condigao", como aqui
utilizado, inclui, mas ndo estd limitada a, condig¢des associadas

com ApoE e/ou TOMM40 e/ou disfuncdo mitocondrial, e. g., doencas
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neurodegenerativas, doencas metabdlicas, disturbios

psigquidtricos e cancro.

Exemplos de condig¢des nas quais ApoE e/ou TOMM40 tém sido
implicados incluem, mas nao estao limitadas a, doenca
cardiovascular; doenca metabdlica; doenga neurodegenerativa;
trauma neuroldgico ou doenca; doenca auto-imune (e. g.,
esclerose multipla (Pinholt M, et al., Apo E 1in multiple
sclerosis and optic neuritis: the apo E-epsilond allele is
associated with progression of multiple sclerosis. Mult Scler.
11:511-5 (2005); Masterman, T. & Hillert, J. The telltale scan:
APOE €4 in multiple sclerosis. Lancet Neurol. 3: 331 (2004),
lupus eritematoso sistémico neuropsiquidtrico (Pullmann Jr. R,
et al., Apolipoprotein E  polymorphism in patients with
neuropsychiatric SLE. Clin Rheumatol. 23: 97-101 (2004)),
etc.)); infeccdao wviral (e. g., doenca hepadtica associada com
infeccdo por hepatite C (Wozniak MA, et al., Apolipoprotein E-E4
protects against severe liver disease caused by hepatite C
virus. Hepatol. 36: 456-463 (2004)), doenca HIV (Burt TD,
et al., Apolipoprotein (apo) E4 enhances HIV-I cell entry in
vitro, and the APOE epsilon4d/epsilon4 genotype accelerates HIV
disease ©progression. Proc Natl Acad Sci USA. 105:8718-23
(2008)), etc.)); fractura da anca/osteoporose (Pluijm SM, et
al., Effects of gender and age on the association of
apolipoprotein E epsilon4d with bone mineral density, bone
turnover and the risk of fractures in older people. Osteoporos
Int. 13: 701-9 (2002)); doencas mitocondriais (Chang S, et al.,
Lipid- and receptor-binding regions of apolipoprotein E4
fragments act 1in concert to cause mitochondrial dysfunction e
neurotoxicity. Proc Natl Acad Sci USA. 102:18694-9 (2005));
envelhecimento (Schachter F, et al., Genetic associations with

human longevity at the APOE and ACE loci. Nat Genet. 6:29-32

21



(1994); Rea IM, et al., Apolipoprotein E alleles in nonagenarian
individuos 1in the Belfast Elderly Longitudinal Free-living
Ageing Study (BELFAST). Mech. Aging and Develop. 122: 1367-1372
(2001)); inflamacao (Li L, et al., Infection induces a positive
acute phase apolipoprotein E response from a negative acute
phase gene: role of hepatic LDL receptors. J Lipid Res.
49:1782-93 (2008)); e disfuncao da memdéria (Caselli RJ, et al.,
Longitudinal modeling of age-related memory decline and the APOE

epsilond effect. N Engl J Med. 361 :255-63 (2009)).

"Doenca cardiovascular”, como agqui utilizado, refere-se a
uma doenca envolvendo 0 coracao e/ou vasos sanguineos,
incluindo, mas ndo limitado a, doenca arterial coronaria (Song
Y, et al., Meta-analysis: apolipoprotein E genotypes and risk
for coronary heart disease. Ann Intern Med. 141:137-47 (2004);
Bennet AM, et al., Association of apolipoprotein E genotypes
with lipid levels and coronary risk. JAMA 298:1300-11 (2007)),
aterosclerose (Norata GD, et al., Effects of PCSK9 wvariants on
common carotid artery intima media thickness and relation to
LpoE alleles. Atherosclerosis (2009) 27 de Junho. [publicado
eletronicamente antes da impressao], doi:10.1016/73.
atherosclerosis 2009.06.023; Paternoster L, et al., Association
Between Apolipoprotein E Genotypes and Carotid Intima-Media
Thickness May Suggest a Specific Effect on Large Artery
Atherothrombotic Stroke. Stroke 39:48-54 (2008)), doenca
cardiovascular isquémica (Schmitz F, et al., Robust association
of the APOE 4 allele with premature myocardial infarction
especially in patients without hypercholesterolaemia: the Aachen
study. Eur. J. Clin. Investigation 37: 106-108 (2007)), doenca
vascular, tal como acidente vascular cerebral isquémico (Peck G,
et al., The genetics of primary haemorrhagic stroke,

subarachnoid haemorrhage and ruptured intracranial aneurysms in
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adults. PLoS One. 3:e3691 (2008); Paternoster L, et al.,
Association Between Apolipoprotein E Genotypes and Carotid
Intima-Media Thickness May Suggest a Specific Effect on Large
Artery Atherothrombotic Stroke. Stroke 39:48-54 (2008)),
deméncia vascular (Bang OQOY, et al., Important 1link between
dementia subtype and apolipoprotein E: a meta-analysis. Yonseil
Med J. 44:401-13 (2003); Baum L, et al., Apolipoprotein E
epsilon4 allele is associated with wvascular dementia. Dement

Geriatr Cogn Disord. 22:301-5 (2006)), etc.

“Doenca neurodegenerativa”, como agqui utilizado, refere-se
a doenca de Alzheimer (Corder EH, et al., Gene dose of
apolipoprotein E type 4 allele and the risk of Alzheimer’s
disease 1in late onset families. Science 261:921-3 (1993).;
Corder EH, et al., There 1is a pathologic relationship between
LApoE-epsilon 4 and Alzheimer’s disease. Arch Neurol. 52:650-1
(1995)), doenga de Parkinson (Huang X, et al., Apolipoprotein E
and dementia 1in Parkinson’s disease: a meta-analysis. Arch
Neurol. 63:189-93 (2006); Huang X et al., APOE-[epsilon]2 allele
associated with higher ©prevalence of sporadic Parkinson’s
disease. Neurology 62:2198-202 (2004); Martinez, M. et al.,
Apolipoprotein E4 1is probably responsible for the cromossoma 19
linkage peak for Parkinson's disease. Am. J. Med. Genet. B
Neuropsychiatr. Genet. 136B, 172-174 (2005)), doenca de
Huntington e uma pluralidade de doencgas e disturbios menos
comuns que causam a diminuicdao de neurédnios, e. g., degeneracao
macular relacionada com a idade (Thakkinstian A, et al.,
Association between apolipoprotein E polymorphisms and
age-related macular degeneration: A HuGE review and
meta—-analysis. Am J Epidemiol. 164:813-22 (2006); Bojanowski CM,

et al., An apolipoprotein E variant may protect against
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age-related macular degeneration through cytokine regulation.

Environ Mol Mutagen. 47:594-602 (2006)).

“Doenca ou trauma neuroldgico” inclui, mas nao esta
limitada a, resultado apds lesdao na cabeca (Zhou W, et al.,
Meta-analysis of APOE4 allele and outcome after traumatic brain
injury. J Neurotrauma. 25:279-90 (2008); Lo TY, et al.,
Modulating effect of apolipoprotein E polymorphisms on secondary
brain insult and outcome after childhood brain trauma. Childs
Nerv Syst. 25:47-54 (2009)), enxaqueca (Gupta R, et al.,
Polymorphism in apolipoprotein E among migraineurs and
tension-type headache subjects. J Headache Pain. 10:115-20
(2009)), vasogénico (James ML, et al., Apolipoprotein E modifies
neurological outcome by affecting cerebral edema but not
hematoma size after intracerebral hemorrhage in humans. J Stroke
Cerebrovasc Dis. 18:144-9 (2009) ; James ML, et al.,
Pharmacogenomic effects of apolipoprotein and on intracerebral

hemorrhage. Stroke 40:632-9 (2009)), etc.

“Doenca metabdlica”, como aqui utilizado inclui, mas néao
estd limitada a, dislipidemia (Wilier CJ, et al., Newly
identified loci that influence lipid concentrations and risk of
coronary artery disease. Nat Genet. 40:161-9 (2008); Bennet AM,
et al., Association of apolipoprotein E genotypes with lipid
levels and coronary risk. JAMA 298:1300-11 (2007)), doenga renal
terminal (Oda H, et al., Apolipoprotein E polymorphism and renal
disease. Kidney Int Suppl. 71:525-7 (1999); Hubacek JA, et al.,
Apolipoprotein E Polymorphism in Hemodialyzed Patients and
Healthy Controls. Biochem Genet. (2009) 30 de Junho. [publicado
electronicamente antes da impressdao] DOI 10.1007/s10528-009-
9266-y.), doenca renal crénica (Yoshida T, et al., Association

of a polymorphism of the apolipoprotein E gene with chronic
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kidney disease in Japanese individuos with metabolic syndrome.
Genomics 93:221-6 (2009); Leiva E, et al., Relationship between
RApolipoprotein E polymorphism and nephropathy in type-2 diabetic
patients. Diabetes Res Clin Pract. 78:196-201 (2007)), doenca da
vesicula biliar (Boland LL, et al., Apolipoprotein E genotype
and gallbladder disease risk in a large population-based cohort.
Ann Epidemiol. 16:763-9 (20006) ; Andreotti G, et al.,

Polymorphisms of genes in the lipid metabolism pathway and risk

of biliary tract —cancers and stones: a population-based
case—-control study in Shanghai, China. Cancer  Epidemiol
Biomarcadors Prev. 17:525-34 (2008)), diabetes mellitus

(tipo II) (Elosua R, et al., Obesity Modulates the Association
among APOE Genotypes, Insulin, and Glucose 1in Men. Obes Res.
11:1502-1508 (2003); Moreno JA, et al., The Apolipoprotein E
Gene Promoter (=219G/T) Polymorphism Determines Insulin
Sensitivity in Response to Dietary Fat in Healthy Young Adults.
J. Nutr. 135:2535-2540 (2005)), sindrome metabdlico, colelitiase
(Abu Abeid S, et al., Apolipoprotein-E genotype and the risk of
developing cholelithiasis following bariatric surgery: a clue to
prevention of routine prophylactic cholecystectomy. Obes Surg.

12:354-7 (2002)), etc.

“Disturbio Psiquidtrico”, como aqui utilizado, refere-se a
esquizofrenia (Kampman O, et al., Apolipoprotein E polymorphism
is associated with age of onset in schizophrenia. J Hum Genet.
49:355-9 (2004); Dean B. et al., Plasma apolipoprotein E
is decreased in schizophrenia spectrum and bipolar
disorder. Psychiatry Res. 158:75-78 (2008)), disturbio
obsessivo-compulsivo (OCD), comportamento aditivo (dependéncia
de tabaco, dependéncia de &lcool, etc.), disturbio bipolar (Dean
B. et al., Plasma apolipoprotein E is decreased in schizophrenia

spectrum and bipolar disorder. Psychiatry Res. 158:75-78 (2008))
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e outras doencas, disturbios ou condigdes de uma natureza

psigquidtrica.

“Desenvolvimento de uma condicdao”, como agqui utilizado,
refere-se a um diagndéstico inicial de uma doenca, disturbio ou
outra condicdo médica ou exacerbacdao de uma doenca, disturbio ou
condicdo médica existente, para a qual o individuo Jj& tenha sido

diagnosticado.

“Diagndstico” ou “progndstico”, como aqui utilizado,
refere-se a utilizacdo de informacdo (e. g., informacdo ou dados
genéticos de outros testes moleculares em amostras bioldgicas,
sinais e sintomas, resultados de exames fisicos, resultados de
desempenho cognitivo, etc.) para antecipar os mais provaveis
resultados, prazos e/ou respostas a um tratamento particular
para uma dada doencga, disturbio ou condicao, Dbaseada em
comparacgdes com uma pluralidade de individuos partilhando
sequéncias nucleotidicas comuns, sintomas, sinais, histérico
familiar ou outros dados relevantes para consideracdo de um

estado de saude do doente.

“Amostra bioldgica”, como aqui utilizado, refere-se a um
material suspeito de conter um &cido nucleico de interesse.
Amostras bioldgicas contendo ADN incluem cabelo, pele, zaragatoa
na bochecha e fluidos bioldégicos, tais como sangue, Soro,
plasma, saliva, fluido 1linfédtico, sémen, muco vaginal, fezes,
urina, fluido espinal e semelhantes. O isolamento de ADN a
partir de tais amostras é bem conhecido pelos especialistas na

técnica.

Um “individuo”, de acordo com algumas formas de realizacéao,

¢ um individuo cujo(s) gendétipo(s) ou hapldtipo(s) deve(m) ser
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determinado(s) e registado(s) em conjunto com a condicado do
individuo (i. e., estado de doenca ou disturbio) e/ou resposta a
um tratamento ou farmaco candidato. Sequéncias nucleotidicas de
uma pluralidade de individuos sédo utilizadas para construir uma
arvore filogenética e em seguida as sequéncias nucleotidicas
andlogas a partir de um Unico individuo podem ser comparadas com
aquelas na arvore filogenética para fins de diagndstico ou

progndstico.

“Gene”, aqui como utilizado, significa um segmento de ADN
que contém toda a informacdo para a biossintese regulada de um
produto de ARN, incluindo promotores, exdes, 1intrdes e outras

regides nado traduzidas que controlam a expressao.

“Locus genético” ou *“locus”, como aqui utilizado, significa
uma localizac¢do num cromossoma ou molécula de ADN, muitas vezes
correspondente a um gene ou uma caracteristica fisica ou
fenotipica ou a wum nucledétido ou extensdo de nucledtidos

particular. Loci é a forma plural de locus.

“Amplificacao”, como aqui aplicado a &cidos nucleicos,
refere-se a qualquer método que resulta na formacdo de uma ou
mais coépias de um acido nucleico, em que, de um modo preferido,
a amplificacdo é exponencial. Um tal método para amplificacgao
enzimdtica de sequéncias especificas de ADN é conhecida como a
reacgao em cadeia de polimerase (PCR), como descrito por Saiki
et al., 1986, Science 230:1350-1354. 0Os iniciadores utilizados
em PCR variam, normalmente, em comprimento de cerca de 10 a
50 ou mais nucledtidos e s&o, tipicamente, seleccionados para
ser, pelo menos, cerca de 15 nucledétidos para garantir

especificidade suficiente. O fragmento de cadeia dupla que é
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produzido é chamado um “amplicdo” e pode variar em comprimento

de tao pouco como cerca de 30 nucledtidos a 20000 ou mais.

Um “marcador” ou “marcador genético’”, como aqui utilizado,
¢ uma variacdo conhecida de uma sequéncia de ADN num Iocus
particular. A variacdo pode estar presente num individuo devido
a mutagdao ou heranca. Um marcador genético pode ser uma
sequéncia curta de ADN, tal como uma sequéncia em torno de uma
Unica alteracdo de pares de bases (polimorfismo de nucledtido
tinico, SNP) ou uma longa, como minissatélites. Os marcadores
podem ser utilizados para estudar a relacdao entre uma doencga
hereditdria e a sua causa genética (por exemplo, uma mutacdo
particular de um gene que resulta numa forma defeituosa ou de

outro modo indesejavel de proteina).

Um “factor de risco genético”, como aqui utilizado,
significa um marcador genético que esté associado com
susceptibilidade aumentada a uma condicdo, doenca ou disturbio.
Este também pode referir-se a um marcador genético que esté
associado com uma resposta particular a um tratamento ou féarmaco

seleccionado de interesse.

“Associado com”, como aqui utilizado, significa a
ocorréncia conjunta de duas ou mails <caracteristicas mais
frequentemente do que seria esperado por acaso. Um exemplo de
associacdo envolve uma caracteristica na superficie de gldébulos
brancos chamada HLA (HLA significa antigénio leucdécito humano).
Um tipo particular de HLA, HLA tipo B-27, estd associado com um
risco aumentado para um numero de doencgas incluindo espondilite
anquilosante. A espondilite angquilosante €& 87 vezes mais
provavel de ocorrer em pessoas com HLA B-27 do gque na populacédo

em geral.
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Um individuo em risco aumentado de desenvolver uma
condicao” devido a um factor de risco genético é um que esta
predisposto a condicdo, tem susceptibilidade genética para a
condicdo e/ou € mails provavel que desenvolva a condigcdo que
individuos nos quais o factor de risco genético estd ausente.
Por exemplo, um individuo gque estd “em risco aumentado de
desenvolver doenca de Alzheimer” devido a presenca de um ou dois
alelos de ApoE 4 € mais provavel gque desenvolva doenca de

Alzheimer que um individuo que nao transporta um alelo de

ApoE 4.

“Polimorfismo”, como aqui utilizado, refere-se a existéncia
de duas ou mais sequéncias nucleotidicas diferentes num locus
particular no ADN no genoma. Os polimorfismos podem servir como
marcadores genéticos e também podem ser referidos como variantes
genéticas. Polimorfismos incluem substituicdes, insercdes,
delecgdes nucleotidicas e microssatelites e podem, mas nao
necessitam de, resultar em diferencas detectdveils em expressio
génica ou funcdo da proteina. Um sitio polimdérfico estd numa
posicdo nucleotidica dentro de um locus, no dgual a sequéncia
nucleotidica varia de uma sequéncia de referéncia em, pelo

menos, um individuo numa populacgao.

Um “polimorfismo de deleccao/insercao” ou “DIP”, como aqui
utilizado, é uma insercao de um ou mais nucledétidos numa versao
de uma sequéncia relativa a outra. Se for conhecido qual dos
alelos representa alelos menores, o termo “deleccao” é utilizado
gquando o alelo menor é uma deleccgdao de um nucledétido e o termo
“insercao” é utilizado quando o alelo menor é uma adicao de um
nucledétido. A expressdo “polimorfismo de deleccdo/insercgdo” ¢é

também utilizada quando existem multiplas formas ou comprimentos
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e o alelo menor nado ¢é aparente. Por exemplo, para os
polimorfismos poli-T aqui descritos, sao observados multiplos

comprimentos de polimorfismos.

“Dados de polimorfismo”, como aqui utilizado, significa
informacdo relativa a um ou mais dos seguintes para um gene
especifico: localizacdo de sitios polimérficos; variacao da
sequéncia nestes sitios; frequéncia de polimorfismos numa ou
mais populacdes; os diferentes gendétipos e/ou hapldtipos
determinados para o gene; frequéncia de um ou mais destes
gendétipos e/ou hapldétipos numa ou mais populacdes; e qualquer
associacdo(6es) conhecida(s) entre uma caracteristica e um

gendtipo ou a hapldétipo para o gene.

“Hapldétipo”, como aqui utilizado, refere-se a uma variante
genética ou combinacdo de variantes transportadas em, pelo
menos, um cromossoma num individuo. Um haplétipo inclui, muitas
vezes, multiplos Ioci polimérficos contiguos. Todas as partes de
um hapldétipo como aqui utilizado ocorrem na mesma cdpia de um
cromossoma ou molécula de ADN hapldide. A auséncia evidente do
contrario presume que um hapldétipo representa uma combinacdo de
multiplos lIoci gque sa&o provavelmente transmitidos em conjunto
durante a meiose. Cada humano transporta um par de hapldtipos
para qualquer dado Ilocus genético, consistindo de sequéncias
herdadas nos cromossomas homdélogos de dois pais. Estes
hapldétipos podem ser idénticos ou podem representar duas
variantes genéticas diferentes para o dado locus. Haplotipagem é
um processo para determinar um ou mais hapldtipos num individuo.
Haplotipagem pode incluir utilizacg¢do de genealogia de familias,

técnicas moleculares e/ou inferéncia estatistica.
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Uma “variante”, “varidncia” ou *“variante genética”, como
aqui wutilizado, refere-se a uma isoforma especifica de um
haplétipo numa populacgdo, a forma especifica diferindo de outras
formas do mesmo hapldétipo na sequéncia de, pelo menos, um e,
frequentemente, mais gque um, sitios wvariantes ou nucledétidos
dentro da sequéncia do gene. As sequéncias destes sitios
variantes que diferem entre diferentes alelos de um gene sao
designadas como “variantes da sequéncia génica”, “alelos”,
“varidncias” ou “variantes”. A expressao “forma alternativa”
refere-se a um alelo que pode ser distinguido de outros alelos
por possuir, pelo menos, um e, frequentemente, mais do que um
sitios variantes dentro da sequéncia génica. Outros termos
conhecidos na técnica para serem equivalente a “variéncias” ou
“variantes” incluem mutacdes e polimorfismos de nucledtido Unico
(SNP). A referéncia a presenca de uma varidncia ou variédncias
significa varidncias particulares, i. e., nucledtidos
particulares em sitios polimérficos particulares, em vez de

apenas a presenca de qualgquer varidncia no gene.

"Isoforma”, como aqui utilizado, significa uma forma
particular de um gene, ARNm, ADNc ou a proteina codificada desse
modo, que se distingue de outras formas pela sua sequéncia e/ou
estrutura particular. Por exemplo, a isoforma ApoE 4 da

apolipoproteina E em oposto as isoformas ApoE 2 ou ApoE 3.

“Cistrao”, como aqui utilizado, significa uma secc¢ao de ADN
encontrada num uUnico cromossoma que contém o cddigo genético
para um Unico polipéptido e funcdes como uma unidade
hereditdria. Um cistrdao inclui exdes, intrdes e elementos
regulatérios relacionados com uma unidade funcional dnica
(i. e., um gene). O termo deriva do classico teste cis-trans

para determinar se o0os elementos genéticos foram capazes de
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interagir funcionalmente independentemente de estarem
localizados na mesma molécula de ADN (complementacao “trans’”) ou
apenas quando estavam localizados na mesma molécula de ADN

(elementos de actuacao "cis").

0O termo “gendtipo”, no contexto desta invencdo, refere-se a
forma alélica particular de um gene, dque pode ser definida
pelo(s) nucledtido(s) particular(es) presente(s) numa sequéncia
de &cido nucleico num sitio(s)particular(es). Gendtipo também
pode indicar o par de alelos presentes num ou mais Ioci
polimérficos. Para organismos dipldides, tal como humanos, dois
hapldétipos formam um gendtipo. Genotipagem € qualguer processo
para determinar um gendétipo de um individuo, e. g., por
amplificacdo de &cidos nucleicos, ligacdo de anticorpo ou outra
andlise gquimica. O gendtipo resultante pode ser desfasado, o que
significa que as sequéncias encontradas nao sado conhecidas para

serem derivadas de um cromossoma parental ou o outro.

“Desequilibrio de 1ligacao”, como agui utilizado, significa
a associacao nao aleatdéria de alelos em dois ou mais loci.
Desequilibrio de ligacdao descreve uma situacdo na qual algumas
combinagbes de alelos ou marcadores genéticos ocorrem mais ou
menos frequentemente numa populacgdo do que aquilo que seria de
esperar numa formacdao aleatdéria de hapldétipos a partir de alelos
com base nas suas frequéncias. Associacgdes nao aleatdrias entre
polimorfismos em diferentes JIoci sao medidas pelo grau de

desequilibrio de ligacgao.

“Alinhamento de sequéncias multiplas” ou "MSA", como aqui
utilizado, significa alinhamento de trés ou mais sequéncias
nucleotidicas a partir de ADN gendmico derivado de uma

pluralidade de individuos para determinar homologia e
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heterologia entre as sequéncias. Em geral, assume-se dJgue o0
conjunto de entrada de sequéncias de consulta tem uma relacéao
evolutiva, ©pela qual estas partilham wuma linhagem e séao
descendentes de um ancestral comum. Algoritmos computacionais

sdo mais frequentemente utilizados para realizar a andalise de

sequéncias alinhadas.

Algumas formas de realizacao da presente invencao séao
descritas fazendo referéncia a diagramas de Dblocos ilustrando
métodos (e. g., Figura 1), que podem incluir passos
implementados por um computador e/ou produtos de programa de
computador. Serd entendido que cada Dbloco nos diagramas de
blocos e/ou ilustracbes operacionais e combinacdes de blocos nos
diagramas de Dblocos e/ou 1ilustracgdes operacionais, podem ser
implementadas por hardware andlogo e/ou digital e/ou instrucdes
de programa de computador. Estas instrucgdes de programa de
computador podem ser proporcionadas a um processador de um
computador de utilizacdao geral, computador de utilizacao
especifico, ASIC e/ou outro aparelho de processamento de dados
programavel, de tal modo que as instrucgdes, gue executam por
meio do processador do computador e/ou outro aparelho de
processamento de dados programavel, criam meios para implementar
as funcgdes/acgbes especificadas nos diagramas de Dblocos e/ou
ilustragdes operacionais. Por conseguinte, serd entendido que os
diagramas de blocos e ilustracdes operacionais suportam

aparelhos, métodos e produtos de programa de computador.

Outro software, tal como um sistema operativo, também pode
ser incluido. Serd ainda apreciado gque a funcionalidade do
médulo de alinhamento da sequéncia maltipla, médulo de
mapeamento e/ou outros mdédulos aqui descritos podem @ ser

realizados, pelo menos em parte, utilizando componentes de
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hardware discretos, um ou mais Circuitos Integrados de Aplicacéo
Especifica (ASIC) e/ou um ou mais processadores e/ou

computadores de utilizacdo digital especifica.

“Mapeamento”, como aqui wutilizado, significa criar uma
arvore filogenética atribuindo um ndé a cada nova sequéncia
nucleotidica variante observada, ligado esse ndé a outro nbd
representando uma sequéncia conhecida transportada por um
individuo no mesmo cromossoma ou cistrdao e contando 0s numeros
de cada tipo de individuo representado em cada nd. Ver Figura 4
para um exemplo de uma Aarvore filogenética desenvolvida deste

modo.

“Filogenética” significa relacionado <com o estudo de
ligacbes evolutivas entre varios grupos e organismos ou

individuos dentro de uma espécie. Antes da informacao genética

estar prontamente disponivel, a filogenia era baseada,
principalmente, em observacao fenotipica. "Mapeamento
filogenético", como aqui utilizado, significa a wutilizagao de

sequéncia de dados de ADN para ligar sequéncias variantes
relacionadas transportadas por uma pluralidade de individuos de
modo a determinar ligacgdes evolutivas e a cronologia de
divergéncia. Uma “drvore filogenética” ¢é o resultado de

mapeamento das ligacgdes entre variantes.

“No6"”, como aqui utilizado, significa um ponto de dados de
polimorfismo numa arvore filogenética representado uma sequéncia
variante actual transportada por pelo menos um individuo. Um nd
¢ ligado por wuma ramificagdo a outro ndé representando uma
sequéncia variante transportada pelo mesmo individuo no mesmo
cromossoma € no mesmo cistrdao mas num diferente locus genético

dentro do cistrdo. A presenca de um nd indica que pelo menos um
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individuo transportando a sequéncia indicada pelo né e a
sequéncia representada pelo né vizinho ao qual estd ligado por

uma ramificacéo.

“Ramificacdao”, como aqui utilizado, significa uma ligacao
entre dois nés representando duas sequéncias variantes distintas
ou hapldétipos, em que as duas variantes estao localizadas no
mesmo cromossoma € no mesmo cistrdo de um uUnico individuo.
“Ponto de ramificacdo” significa qualgquer ndé a partir do gual
mais que duas ramificacdes se estendem, mas é agqui especialmente
utilizado para referir um nd raiz a partir do gqual trés ou mais
ndés se estendem. Um “ndé raiz” representa a sequéncia genética de
um ancestral evolutivo comum a partir do qual a divergéncia
genética gerou a variedade de sequéncia variantes prdximas,

representadas pelos nds conectados.

“Iterativamente” como aqui utilizado refere-se ao célculo
repetitivo de valores para cada caracter numa série. Por
exemplo, cada nd numa Aarvore filogenética ¢é analisado para
calcular a proporgado do numero de individuos afectado com uma
condicdo de interesse (tal <como doenca de Alzheimer) para
controlar individuos nao afectados; esta proporgao ¢é comparada
com o8 nobés conectados para localizar correlagdes com o risco
aumentado ou diminuido de desenvolver uma doencga, disturbio ou
condicdo de interesse. Uma alteracgdo substancial nesta proporgao
entre um nd e o proéximo indica a presenca de uma variante gue
aumenta ou diminui o risco de aparecimento precoce de doenca.
“Examinar iterativamente as variantes genéticas” significa
comecgar a andlise com nbs representando as sequéncias
partilhadas pelo maior numero de individuos unicos e
sucessivamente analisar os noés ligados por ramificacdes

estendendo-se a partir desse nd, seguido pelo segundo nivel de

35



nés e assim por diante. A andlise move-se, entdo, a partir das
raizes da 4&rvore para as ramificacgdes exteriores e nds da

arvore.

“Tratamento”, como aqui utilizado, inclui qualquer féarmaco,
procedimento, alteracdao de estilo de wvida ou outro ajustamento
introduzido na tentativa de produzir uma alterac¢dao num aspecto
particular da saude de um individuo (i. e., dirigido a uma

doenca, disturbio ou condicao particular).

“Farmaco’”, como aqui utilizado, refere-se a uma entidade
quimica ou produto bioldégico ou combinacdo de entidades gquimicas
ou produtos bioldgicos, administrados a uma pessoa para tratar
ou prevenir ou controlar uma doenca ou condicdo. O termo
“farmaco’”, como aqui utilizado, € sindénimo dos termos “remédio”,
“medicamento”, “intervencao terapéutica” ou “produto
farmacéutico”. De um modo muito preferido, o farmaco € aprovado
por uma agéncia governamental para tratamento de, pelo menos,

uma doenga ou condigdo especifica.

“Doenca’, “distuarbio” e “condicao” sao geralmente
reconhecidos na técnica e designam a presenca de sinais e/ou
sintomas num individuo ou doente que sao, geralmente,
reconhecidos como anormais e/ou indesejaveis. Doencas ou
condig¢des podem ser diagnosticadas e categorizadas com base em
alteracdes patoldgicas. A doenca ou condicéao pode ser
seleccionada de tipos de doencas listadas em textos padrao, tal
como Harrison's Principles of Intern Medicine, 1997 ou Robbins

Pathologic Basis of Disease, 1998.

“Disfun¢dao mitocondrial”, como aqui utilizado, significa

quaisquer anormalidades prejudiciais da mitocdbndria dentro da
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célula ou células. Algumas doencas, disturbios ou condicdes
presentemente conhecidas na técnica para serem associadas com
disfuncdo mitocondrial incluem doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson e outras doencas neurodegenerativas, lesao de
isquemia-reperfusdao em acidente vascular cerebral e ataque
cardiaco, epilepsia, diabetes e envelhecimento. Muitas outras
doencas, disturbios e condigbes tém sido associadas com
disfuncdao mitocondrial na técnica. Com efeito, a mitocdndria é
critica para o funcionamento adequado da maioria dos tipos de
células e o declinio mitocondrial 1leva, muitas vezes, a morte
celular. Esta disfuncdo mitocondrial provoca danos celulares e
morte por comprometer a producaoc de ATP, interrompendo a
homeostase do cédlcio e aumentando o stress oxidativo. Além
disso, os danos mitocondriais podem levar a morte celular por
apoptose por causar a libertacdo de citocromo ¢ e outros
factores prdé-apoptdéticos para o citoplasma (para revisao, ver
Wallace, 1999; Schapira, 2006). Em relagcao a um exemplo
especifico aqgqui encontrado, ¢é hipotetizado que as isoformas
RpoE 3 e ApoE 4 causam disfung¢do mitocondrial através de
interacgdes com TOMM40. Algumas variantes de TOMM40 podem actuar
sinergicamente com isoforma ApoE 3 para acelerar o declinio
mitocondrial. Pensa-se que este mecanismo mitocondrial contribui

para muitas doencas, distuirbios e condig¢des genéticas complexas.

“Individuos”, como aqui utilizado, sao, de um modo
preferido, mas nao limitado a, individuos humanos. Os individuos
podem ser masculinos ou femininos e podem ser de qualgquer racga
ou etnia, incluindo, mas nao limitado a, Caucasianos,
Afro-Americanos, Africanos, Asiaticos, Hispénicos, Indianos,
etc. 0Os individuos podem ser de qualquer idade, incluindo
recém-nascidos, neonatos, bebés, criancgas, adolescentes, adultos

e geriatricos. Individuos também podem incluir individuos
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animais, particularmente individuos mamiferos, tais como
caninos, felinos, bovinos, caprinos, equideos, ovinos, porcinos,
roedores (e. g., ratos e murganhos), lagomorfos, primatas
(incluindo primatas nao humanos), etc., seleccionados ©para
medicina veterindria ou fins de desenvolvimento de farmacos

farmacéuticos.

“Tratar”, *“tratando” ou *“tratamento”, como agqui utilizado,
refere-se a qualquer tipo de medida que confere um beneficio a
um doente que sofre com uma doenca, incluindo melhoria na
condicao do doente (e. g., em um ou mais sintomas), atraso no

inicio ou progressao da doencga, etc.

“Doenca de Alzheimer de inicio tardio” ou “LOAD”, como aqui
utilizado, é conhecida na técnica e é a classificacédo utilizada
se a doenca de Alzheimer tem um inicio ou é diagnosticada depois

da idade de 65. E a forma mais comum da doenca de Alzheimer.

2. Métodos para Identificar Variantes Genéticas

Enquanto listas de associagdes derivadas de varrimentos de
genoma completo sao uUtels, estas sao, geralmente, inadequadas
para explicar a complexidade da doenga. Familias, vias e
interacg¢des de genes podem proporcionar especificidades. O
mapeamento de varidncia de elevada-resolucdo pode revelar
respostas para as interacgdes genéticas complexas. Isto é
particularmente aplicdvel onde um conhecido factor de risco
genético, que nao explica ele proéprio, inteiramente, uma
associacao com a doenga, disturbio ou condicao de interesse pode
apresentar um excelente locus genético candidato para

investigacgcdes mais detalhadas. Além disso, farmacogenética,
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enquanto Util para desenvolvimento de fdrmacos, pode também
estender a relevancia bioldgica. A andlise de dados de sequéncia
de um grande numero de individuos para descobrir varidncias na
sequéncia génica entre individuos numa populacdo ird resultar em
deteccdo de uma maior fraccdo de todas as variantes na

populacao.

A informagdo da sequéncia 1inicial a ser analisada pelo
método da presente invencado ¢é derivada de ADN gendmico de uma
pluralidade de individuos. O organismo pode ser qualguer
organismo para o qual estdao disponiveis maltiplas sequéncias,
mas ¢, de um modo preferido, de humano. Na identificacao de
novas varidncias, € muitas vezes Utlil seleccionar diferentes
grupos populacionais com base na raca, etnia, género e/ou origem
geografica, pols as varidncias particulares podem diferir em
frequéncia entre esses grupos. De um modo muito preferido, para
doencas ou disturbios que se pensa serem multigénicos
(doencas/disturbios geneticamente complexos), os fendétipos
representados pela populacao submetida sao dos extremos de um
espectro. Amostras bioldgicas contendo ADN podem ser sangue,
sémen, zaragatoa na bochecha, etc. O isolamento de ADN de tais

amostras € bem conhecido na técnica.

Em algumas formas de realizacdo, a invencdo refere-se a
andlise de dados da sequéncia nucleotidica de uma pluralidade de
individuos possuindo, pelo menos, um factor de risco conhecido
para uma dada doencga, disturbio ou condigcdo (genética ou outra).
As sequéncias nucleotidicas sado analisadas para gerar dados
haplotipicos e o0s hapldtipos ou variantes genéticas sao entéo
mapeadas para uma arvore filogenética para demonstrar a evolucgéo
das sequéncias representadas. Por comparacdo desta &rvore com

dados de fendtipo sobre a pluralidade de individuos, é possivel
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um  progndstico ou diagndéstico para um unico individuo

transportando hapldétipos observados na arvore filogenética.

Em outras formas de realizacdo, a invencao refere-se aos
campos da farmacogenética e farmacogendémica e a utilizacdo da
informacdo haplotipica genética para prever a susceptibilidade
um individuo a doenga e/ou a sua resposta a um féarmaco ou
farmacos particular, de modo que farmacos, adaptados a
diferencas genéticas de grupos ©populacionais, possam  ser
desenvolvidos e/ou administrados a individuos com o ©perfil

genético apropriado.

A informacdo da sequéncia nucleotidica é derivada de ADN
gendmico. 0Os dados de sequéncias gendmicas utilizadas podem ser
obtidos de animais c¢linicos ou nado humanos ou de células de
cultura ou estudos de tecidos isolados. O organismo pode ser
qualquer organismo para o qual estdo disponiveis sequéncias
multiplas, mas &, de um modo preferido, de humano. Na
identificacdo de novas variagdes é muitas vezes Util seleccionar
diferentes grupos populacionais com base na racga, etnia, género,
e/ou origem geografica pois variacdes particulares podem diferir
em frequéncia entre esses grupos. De um modo muito preferido,
para doencas ou disturbios que se pensa serem multigénicos
(doencas/disturbios geneticamente complexos), os fenétipos

representados pela populacado submetida sdao extremos opostos.

Amostras bioldgicas contendo ADN podem ser sangue, sémen,
zaragatoa na bochecha, etc. O isolamento de ADN de tais amostras
€ bem conhecido na técnica. Métodos para determinar a sequéncia
de ADN num Ilocus genético de 1interesse particular sao também
conhecidos na técnica. A sequenciacdo automatica esta agora

amplamente disponivel e requer apenas uma amostra de ADN isolada
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e pelo menos um iniciador que ¢é especificamente designado para
reconhecer uma sequéncia altamente conservada dentro ou em

proximidade estreia com o locus genético de interesse.

De acordo com algumas formas de realizacdo, uma regido ou
locus de interesse genético definido (e. g., definido por um
conjunto de iniciadores de PCR directo e reverso) é
cuidadosamente sequenciado de um coorte de pessoas, inclusive de
doentes que estdao bem caracterizados para um disturbio

particular.

Uma sequéncia consenso é determinada e todas as sequéncias
variantes observadas para um dado locus genético sao compiladas
numa lista. Loci possuindo o maior numero de variantes
observadas representa divergéncia evolutiva de um ancestral
comum. Como tal, estes J1oci estdo 1ligados em <c¢cis ao loci
possuindo apenas um ou muito poucas variantes observadas.
Durante as fases 1iniciais da investigacao, pelo menos, é
preferido que as populacgdes sSejam analisadas em grupos de
individuos partilhando um fendétipo geral comum representando
ancestralidade semelhante. De outro modo, a andlise destes dados
através da construgcdo de 4&rvores filogenéticas vai exigir um

proibitivo grande numero de individuos.

3. Alinhamento de sequéncias multiplas.

A determinacdao da presenca de uma variacadao particular ou
pluralidade de variagdes num gene ou regidao génica numa
populacdo pode ser realizada numa variedade de modos, todos eles
envolvendo localizar um locus genético particular por escolha de

sequéncias dentro da regidao de interesse que sao conhecidas por
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serem altamente conservadas. A  partir de locus altamente
conservado, as sequéncias contiguas sao facilmente obtidas

através de uma de varias técnicas bem conhecias na técnica.

O primeiro passo na andlise de sequéncias de ADN em
paralelo de uma pluralidade de individuos ¢é alinhamento de
sequéncias multiplas ("MSA"). MSA é tipicamente utilizado para
monitorizar alinhamento de sequéncias de amostras homdélogas com
diferencas polimérficas dentro de genes ou regides génicas para
mostrar Areas conservadas e sequéncias variantes. MSA da
informagao da sequéncia obtida no locus de interesse podem ser
construidas utilizando uma ou mais de varias técnicas conhecidas
e software disponivel publicamente e sao publicamente
disponiveis de véarias fontes incluindo a Internet. Métodos para
analisar alinhamento de sequéncias multiplas conhecidos na
técnica incluem, e. g., aqueles descritos na
Patente U.S. 6128587 de Sjolander; Patente U.S. 6291182 de
Schork et al.,; e Patente U.S. 6401043 de Stanton et al.

4. Arvore filogenética e andlise.

Vadrios métodos para a construcdo de "arvores filogenéticas"
sao conhecidos na técnica (Ver, e. g., Sanderson, 2008). Sun
et al., utilizaram andlise de "bloco de hapldétipo" para estudos
de associacdo entre variantes de receptores tipo Toll (TLR) e
cancro da préstata (2005) e Bardel et al., (2005) utilizou uma
abordagem de andlise cladistica para investigar associacdes
entre variantes de gene CARD15 e a doenca de Crohn. Contudo,
nenhum dos loci genéticos utilizados anteriormente se associou

com a doencga para investigar ligacdes.
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Podem ser construidas &rvores filogenéticas, de acordo com
algumas formas de realizacao, com uma topologia na qual
variantes de sequéncia haplotipica observadas em individuos
tinicos humanos estudados formam nds (representando cada
sequéncia observada nos dados) numa &rvore. Aos nds podem ser
juntos outros nds e o ancestral comum é encontrado no sitio da
ramificagdo, raiz comum ou né raiz da &rvore. A Arvore
filogenética reflecte a relacdo evolutiva entre Jloci genéticos
para os quais sao analisados dados (ver Sanderson, 2008; Tzeng,
2005; Seltman, 2003). A Figura 4 mostra uma arvore filogenética
detalhada construida para a Regidao B do locus genético mostrado

na Figura 3.

O ponto de partida para a estimacdo da arvore filogenética
é¢ geralmente um MSA (ver acima). Varias aplicagdes de software
estdo disponiveis para a construcdo de arvores filogenéticas com
base em dados de sequéncia. Ver, e. g., Patente U.S. 7127466 e
Patente U.S. 6532467 de Brocklebank, et al. A premissa basica é
que um locus genético que exibe varias variantes € representado
por estas variantes ligadas em c¢is. Os polimorfismos criam
pontos de ramificacdo (ndés) na Aarvore que definem grupos de

sequéncias ou hapldétipos relacionadas.

A &rvore filogenética ¢é wutilizada para informacdo por
examinar iterativamente proporgdes de individuos afectados com
uma condigdo para individuos de controlo nao afectados; o0s
cdlculos comecam com ndés observados no maior numero de
individuos e move-se para a periferia da A&rvore para nés
observados em menos individuos. O objectivo é localizar um ponto
de ramificacdo, ramo ou nd em qgue exista uma alteracéao
substancial na proporg¢ao de individuos afectados com a condigao

de 1interesse para individuos de controlo nao afectados. Tal
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ponto de ramificagdo representa a divergéncia evolutiva de
individuos com maior risco a partir de individuos com menor

risco ou vice-versa.

A andlise estatistica da 4&arvore filogenética gerada pode
ser realizada de acordo com os métodos conhecidos na técnica. Um
método reconhecido na técnica é o calculo de intervalos de
confianca “bootstrap” (ver Efron et al., Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 93, 13429-13434 (1996)).

5. Avaliacdo do doente.

Uma vez qgue uma arvore filogenética tenha sido gerada para
um Jocus genético particular, um uUnico individuo pode ser
avaliado por comparacdo da sua sequéncia de ADN as sequéncias
que compreendem a arvore filogenética. A presenca de hapldtipos
ou sequéncias variantes correspondentes com regides da 4&rvore
que representa individuos com maior incidéncia da condigado de
interesse (i. e., maiores proporg¢des de individuos afectados com
a doenga ou disturbio para individuos de controlo nao afectados)
significaria gque os individuos 4Unicos estdo também com zrisco
aumentado. De outro modo, proporgdes substancialmente menores
correspondem a reduzido risco de desenvolver a condigao de

interesse.

As Aarvores filogenéticas podem também ser analisadas com
base na responsividade da condicdo de 1interesse ao tratamento
com um agente activo ou método de tratamento de interesse, de

acordo com algumas formas de realizacao.
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6. APOE e TOMM40.

Fenétipos e gendtipos de RApoE sdao Dbem conhecidos na
técnica. O sistema de nomenclatura estabelecido, bem como oS
fendétipos e gendtipos para ApoE sdao aqui descritos, por exemplo,

Zannis et al., 1982.

Fenétipos e gendtipos de TOMM4A0O (A Sub-Unidade de Canal da
Membrana mitocondrial externa, 40 kDa) sao também conhecidos.
TOMM40 funciona como uma sub-unidade formadora de canal da
translocase encontrada na membrana mitocondrial que é essencial
para a 1importacdo de proteinas para dentro da mitocdndria. Dados
de varrimento de associacdo de genoma completo de estudos de
doentes da doenca de Alzheimer tém identificado,
inequivocamente, a regido de desequilibrio de ligacdo que contém
o gene da apolipoproteina E (ApoE). A variante de ApoE 4 tem
sido amplamente replicada como um gene de susceptibilidade
confirmada desde as publicacgdes iniciais em 1993 (ver, e. g.,
Corder et al.,). Contudo, os dados de varrimento de associacéo
de genoma completo resultaram numa "coincidéncia" notéavel
observada em estudos de biologia celular envolvendo a
co-localizacao de ApoE e TOMM40 para a membrana mitocondrial
externa. Este outro gene, TOMM40, foi encontrado pela primeira
vez durante estudos de modelacdo de desequilibrio de ligacao em
torno de ApoE em 1998. O0Os polimorfismos foram localizados
adjacentes a ApoE dentro de uma pequena regidao de desequilibrio

de ligacgao.

ApoE co-localiza para a membrana mitocondrial externa,
sugerindo 1interacgdes especificas de isoforma, levando a um
potencial papel para a apoptose mitocondrial induzida por ApoE

como um passo inicial na expressao da doenca de Alzheimer. Dados
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bioldégicos tém demonstrado que a proporgcao de mitocdndrias
méveis em cultura de células neuronails, bem como a velocidade
com a qual estas se movem e a distédncia que atravessam, sao
factores que afectam apoptose mitocondrial aumentada. Dados
filogenéticos sugerem um efeito genético independente no

desenvolvimento de doenca de Alzheimer para TOMM40.

ApoE liga-se especificamente a mitocdéndria em culturas
neuronais humanas (Chang, 2005) e a sequenciacdo desta regiao de
desequilibrio de 1ligacdo em centenas de doentes da doenca de
Alzheimer e respectivos controlos, combinada com mapeamento da
evolucadao da variante genética de TOMM40, define uma regido de
particular interesse para interacg¢gdes ApoE-TOMM40, como mostrado
na Figura 3. Estes dados evolutivos suportam, ainda, a
associacdo genética entre ApoE e TOMM40, e sugerem dgue a
disfuncdo mitocondrial pode ser responsdvel por morte neuronal
que ocorre lentamente ao longo de muitos anos. A idade da
distribuicdo inicial da doenca de Alzheimer (ver, e. g.,
Patente U.S. 6027896 de Roses et al.,) pode reflectir a heranca
de variantes intimamente ligadas de duas proteinas que interagem

bioquimicamente que levam a expressao clinica da doencga.

Como ¢é aqui detalhado, a linteraccdao entre multiplos
hapldétipos de variantes de TOMM40 e alelos de ApoE contribui
para a patogénese da doenga de Alzheimer; em particular,
hapldétipos de TOMM40 em ligagcdo com o alelo E 3 de ApoE
contribui a patogénese da doenca. Diversas das variantes génicas
de TOMM40 evoluiram apenas ligadas a cis para ApoE 3. (De um
modo semelhante, variantes especificas de TOMM40 podem ter
evoluido ligadas a cis para ApoE 4 ou ApoE 2). Por este motivo,
qualquer efeito genético adicional das variantes de TOMM40

segregam independentemente de ApoE 4 mas os dois produtos de
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proteina variante podem interagir funcionalmente, em trans, para
produzir um dado fendtipo ou caracteristica observavel. Por este
motivo, qualquer efeito genético adicional das variantes de
TOMM40 segregam independentemente de ApoE 4. Esta "coincidéncia”
de genes de interaccado adjacente pode explicar os dados
estatisticos de associacgdo extraordinariamente significativos
encontrados em todos os estudos de varrimento de associacao de
genoma completo da doenca de Alzheimer. E de interesse notar que
as plataformas de varrimento de associacdo de genoma completo
inicialmente comercializadas nao continham quaisquer
polimorfismos de ApoE, mas foram identificados com TOMM40 e
ApoCl SNP - mas a regiao é virtualmente sempre referida como a

"regidao ApoE".

Estes dados, gque combinam a genética de doenca e mecanismos
moleculares putativos de patogénese, podem também ser vistos
dentro de um contexto farmacogenético. Devido ao forte efeito
genético de herdar um alelo de ApoE 4, ApoE 4 tem sido referido
como um gene de susceptibilidade complexa por mais gue uma
década. Replicacgbdes consistentes da idade de distribuicéo
inicial como uma funcdao de gendétipo de ApoE confirmam gque o
papel da heranca de ApoE 3 nao € totalmente benigno, mas é um
factor de risco mais baixo observado numa taxa mais lenta de
inicio da doenca. Existem variantes genéticas de TOMM40 qgue
estdo localizadas apenas em cadeias de ADN contendo ApoE 3 nas
regides de desequilibrio de 1ligacdo (Roses et al., dados nao
publicados) e, por este motivo, nao em equilibrio de
Hardy-Weinberg como foi requerido para SNP em painéis de
associacéao de genoma completo. Alteracgodes evolutivas em
sequéncias de TOMM40 que estdao ligadas em cis apenas a ApoE 3
actuam para aumentar o risco de doenga de Alzheimer associado

com ApoE 3, enquanto outras variantes de TOMM40 ligadas em cis a
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ApoE 3 diminuem o risco associado com ApoE 3. Um teste genético
independente seria para determinar se esses polimorfismos de
TOMM40 associados com menor doenga de Alzheimer segregam numa
idade mais avancada em graficos de distribuicdo de idade de

inicio, para ApokE 3 contendo gendtipos [ApoE 3/3 ou ApoE 4/3].

A deteccdo da presenca ou auséncia de ApoE 2, 3 ou 4, e/ou
haplétipos de TOMM40 ou de ADN que codifica o mesmo (incluindo,
em algumas formas de realizacdo, o numero de alelos para cada)
num individuo, pode ser realizado directa ou indirectamente por
quaisquer meios adequados. Sado conhecidas uma variedade de
técnicas pelos especialistas na técnica. Todas envolvem,
geralmente, o passo de recolher uma amostra de material
bioldégico contendo ADN ou proteina do individuo e, em seguida,
detectar se o individuo possui ou nao o hapldétipo de interesse.
Por exemplo, o passo de deteccao em relacdao a ApoE pode ser
realizado por recolha de uma amostra de ApoE do individuo (por
exemplo, de fluido cerebrospinal ou qualgquer outro fluido ou
tecido contendo ApoE) e, entdo, determinar a presencga ou
auséncia de uma isoforma de ApoE 2, 3 ou 4 na amostra de ApoE

(e. g., por focagem isoceléctrica ou imunoensaio).

Determinar a presen¢a ou auséncia de ADN gue codifica uma
isoforma de ApoE e/ou TOMM40 pode ser realizado por sequenciacao
directa da regidao de interesse de ADN gendmico, com uma sonda
oligonucleotidica marcada com um grupo detectdvel adequado e/ou
por meio de uma reacg¢ao de amplificacgdo, tal como uma reacgao em
cadeia de polimerase ou reacgao em cadeia de ligase (o produto
de tal reaccdo de amplificacdao pode entdo ser detectado com uma
sonda oligonucleotidica marcada ou um numero de outras
técnicas). Além disso, o passo de deteccdo pode incluir o passo

de detectar se o individuo é heterozigdético ou homozigdtico para
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0 gene que codifica um hapldétipo de ApoE e/ou TOMM40. Numerosos
formatos de ensaios com sonda oligonucleotidica diferentes séo
conhecidos que podem ser utilizados para realizar a presente
invenc¢ao. Ver, e. g., documentos Pat. U.S. N° 4302204 de Wahl
et al.,; Pat.U.S. N° 4358535 de Falkow et al.,;
Pat. U.S. N° 4563419 de Ranki et al.,; e Pat. U.S. N° 4994373 de

Stavrianopoulos et al.

Em algumas formas de realizacdo, a deteccdo pode incluir
amplificacdo multipla do ADN (e. g., PCR fluorescente especifico
para alelo). Em algumas formas de realizacdo, a deteccdao pode
incluir hibridacdo a uma micromatriz (um chip, esferas, etc.).
Em algumas formas de realizacdo, a deteccgdo pode incluir
sequenciar porcgdes apropriadas do gene contendo os hapldétipos a
ser detectado. Em algumas formas de realizacgdo, podem ser
utilizados para deteccao hapldétipos que alteram a
susceptibilidade a digestdo por uma ou mais enzimas de restricao
endonuclease. Por exemplo, pode ser utilizado polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restrigao (RFLP), que se refere ao
padrdo de digestdao gquando varias enzimas de restricdo sao
aplicadas ao ADN. Em algumas formas de realizacgado, a presenca de
um ou mais hapldétipos pode ser determinado pela amplificacéao
especifica do alelo. Em algumas formas de realizagdo, a presencga
de hapldétipos pode ser determinada pela extensdo do iniciador.
Em algumas formas de realizagdo, a presencgca de hapldétipos pode
ser determinada por ligacadao oligonucleotidica. Em algumas formas
de realizacdo, a presenca de hapldétipos pode ser determinada por
hibridagdo com uma sonda marcada de forma detectéavel. Ver, e.
g., Pedido de de Patente Publicacdo U.S. N° 2008/0153088 de Sun
et al.,; Kobler et al., Identification of an HT allele in the
polypyrimidine tract of intron 8 of the CFTR gene, Genetics in

Medicine 8(2): 125-8 (2006) ; Costa et al., Multiplex
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Allele-Specific Fluorescent PCR for Haplotyping the IVS8
(TG)m(T)n Locus 1n the CFTR Gene, (Clin. Chem., 54:1564-1567
(2008) ; Johnson et al., A Comparative Study of Five
Technologically Diverse CFTR Testing Plataforms, J. Mol.
Diagnostics, 9(3) (2007); Pratt et al., Development of Genomic
Reference Materials for Cystic Fibrosis Genetic Testing, J. Mol.

Diagnostics, 11:186-193 (2009).

A amplificagdo de uma sequéncia de 4dacido nucleico,
seleccionada ou alvo, pode ser realizada por gqualquer meio
adequado em ADN isolado de amostras bioldgicas. Ver geralmente
D. Kwoh e T. Kwoh, 1990. Exemplos de técnicas de amplificacao
adequada incluem, mas nao estdo limitadas a, reaccdo em cadeia
de polimerase, reacgcdao em cadeia de ligase, amplificagdao por
deslocamento de cadeia (ver geralmente Walker et al., 1992a;
Walker et al., 1992b), amplificacdo baseada em transcricao (ver
Kwoh et al., 1989), replicacdo de sequéncia auto-sustentada (ou
"3SR") (ver Guatelli et al., 1990), o sistema replicase QR (ver

Lizardi et al., 1988), amplificacao baseada na sequéncia de

dcido nucleico (ou "NASBA") (ver Lewis, 1992), uma reaccdo em
cadeia de reparacao (ou "RCR") (ver Lewis, supra) e amplificacao
de ADN boomerang (ou "BDA") (ver Lewis, supra). Reaccdo em

cadeia de polimerase é actualmente preferida.

As técnicas de amplificacdo do ADN, tais como as acima,
podem envolver a utilizacado de uma sonda, um par de sondas ou
dois pares de sondas que se ligam especificamente ao ADN que
codifica ApoE 4, mas ndo se ligam ao ADN que codifica ApoE 2 ou
LpoE 3 sob as mesmas condigdes de hibridacgdo, e gque serve como ©
iniciador ou iniciadores para a amplificacdo do ADN de ApoE 4 ou
uma sua porg¢ao na reacgao de amplificacdo. Do mesmo modo, pode

utilizar—-se uma sonda, um par de sondas ou dois pares de sondas
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que se ligam especificamente ao ADN que codifica ApoE 2, mas néo
se ligam ao ADN que codifica ApoE 3 ou ApoE 4 sob as mesmas
condicdes de hibridacdo e que servem como o iniciador ou
iniciadores para a amplificagdo do ADN de ApoE 2 ou uma sua
porcédo na reaccao de amplificacdo; e pode utilizar-se uma sonda,
um par de sondas ou dois pares de sondas que se ligam
especificamente ao ADN que codifica ApoE 2, mas nado se ligam ao
ADN qgue codifica ApoE 2 ou ApoE 4 sob as mesmas condigdes de
hibridacdo e que servem como o iniciador ou iniciadores para a
amplificacdo do ADN de ApoE 3 ou uma SsSua porgao na reacgao de

amplificacéao.

De um modo semelhante, pode utilizar-se uma sonda, um par
de sondas ou dois pares de sondas que se ligam especificamente
ao ADN que codifica um hapldétipo de TOMM40 de interesse, mas nao
se ligam a outros hapldtipos de TOMM4AO sob as mesmas condigdes
de hibridacao e que servem como o iniciador ou iniciadores para
a amplificacdo do ADN de TOMM40 ADN ou uma Sua POrg¢ao na reacgao

de amplificacéo.

Em geral, uma sonda oligonucleotidica que é utilizada para
detectar ADN que codifica hapldétipos de ApoE e/ou TOMM40 é uma
sonda oligonucleotidica que se liga a ADN que codifica o
hapldétipo de interesse, mas nao se liga a ADN que codifica
outros hapldétipos sob as mesmas condigdes de hibridacdao. A sonda
oligonucleotidica ¢é marcada com um grupo detectdvel adequado,
tal como aquele estabelecido abaixo em associacéao com

anticorpos.

A reaccao em cadeia de polimerase (PCR) pode ser realizada
de acordo <com técnicas conhecidas. Ver, e. g., Pat. U.S.

N° 4683195; 4683202; 4800159; e 4965188. Em geral, o PCR
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envolve, primeiro, tratar uma amostra de acido nucleico (e. g.,
na presenca de uma polimerase de ADN termo-estdavel) com um
iniciador oligonucleotidico para cada cadeia da sequéncia
especifica para ser detectada sob condig¢des de hibridacédao, de
modo gque um produto da extensdo de cada iniciador seja
sintetizado que é complementar a cada cadeia de &acido nucleico,
com 08 iniciadores suficientemente complementares a cada cadeia
da sequéncia especifica a hibridar respectivamente, de modo gue
o produto da extensdo sintetizado a partir de cada iniciador,
quando estiver separado do seu complemento, possa servir como um
modelo para a sintese do produto de extensao do outro iniciador,
e entdao tratar a amostra sob condigdes de desnaturacao para
separar os produtos de extensdo do iniciador dos seus modelos,
se a sequéncia ou sequéncias a serem detectadas estiverem
presentes. Estes passos sao repetidos ciclicamente até o grau
desejado de amplificacao ser obtido. A deteccao da sequéncia
amplificada pode ser realizada por adicionar ao produto da
reacgao uma sonda oligonucleotidica capaz de se hibridar com o
produto da reacgao (e. g., uma sonda oligonucleotidica da
presente invengao), a sonda transportando uma etiqueta
detectdvel e, em seguida, detectar a etiqueta de acordo com

técnicas conhecidas ou por visualizacao directa num gel.

Quando as condigdes de PCR permitem amplificacdo de todos
os tipos alélicos de ApoE, os tipos podem ser distinguidos por
hibridagcdo com sonda especifica alélica, por digestao com
endonuclease de restricdo, ©por electroforese com géis de
gradiente de desnaturacdao ou outras técnicas. Um protocolo de
PCR para determinar o gendtipo de ApoE é descrito em Wenham
et al., (1991) . Exemplos de iniciadores eficazes para
amplificacdo e identificagao das isoformas de ApoE sao ai

descritos. Iniciadores especificos para a regiao polimérfica de
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LpoE (seja ApoE 4, E3 ou E2) podem ser utilizados. Em Wenham,
por exemplo, iniciadores de PCR sao utilizados que amplificam
uma regido de 227 pb de ADN que abrange os sitios polimdérficos
de ApoE (coddes 112 e 158, que contém nucledtidos 3745 e 3883).
Os fragmentos amplificados sdo entao submetidos a endonuclease
de restricdo Cfol que proporciona diferentes fragmentos de
restricdo a partir dos seis possiveis gendtipos de ApoE que
podem ser reconhecidos num gel de electroforese. Ver também,
Hixon et al., (1990); Houlston et al., (1989) Wenham et al.,

(1991); e Konrula et al., (1990) para métodos adicionais.

Além da doenca de Alzheimer, existem diversas outras
doencas e disturbios geneticamente complexos para o©0s quais os
métodos da presente invencgao proporcionam vantagens sobre as
andlises existentes. Por exemplo, dados de maltiplos estudos
genéticos de diabetes mellitus tipo 2 suportam a visdo que serao
necessarias grandes séries de casos clinicos/controlo para
proporcionar significdncia estatistica para loci definidos por

estudos de associacdo de genoma completo.

7. Agente activos, composicdes e tratamento.

Como observado acima, arvores filogenéticas criadas
utilizando os métodos aqui detalhados também podem  ser
analisadas com base na responsividade da condigcao de interesse
ao tratamento com um agente activo ou método de tratamento de
interesse, de acordo com algumas formas de realizacao e decisdes
de tratamento para um individuo ou doente podem ser com base em

variantes genéticas especificas identificadas.
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Agentes activos. Agentes activos incluem aqueles conhecidos
para tratamento de uma condigdo de interesse, e sado inclusive de
agente activos de anti-doenca de Alzheimer, incluindo, mas nao
limitados a, inibidores da acetilcolinesterase, antagonistas do
receptor de NMDA, agonistas ou moduladores de PPAR, incluindo,
mas ndo limitado aos fadrmacos nas classes de tiazolidinediona ou
glitazar). O agente activo pode também ser um produto
biofarmacéutico, por exemplo um anticorpo (e. g., monoclonal,
policlonal, derivados de ou anticorpos modificados, tal como
Domain Anticorpos™, Bapineuzumab, etc.), proteinas de fusdao ou
moléculas de ARN terapéuticas. O agente activo pode também ser

uma combinacdo de qualgquer destes produtos.

Exemplos de inibidores da acetilcolinesterase incluem, mas
ndo sao limitados a, donepezilo (comercializado como ARICEPT),
galantamina (comercializada Como RAZADYNE) e rivastigmina
(comercializada como EXELON) e os seus sals farmaceuticamente
aceitdvelis. Exemplos adicionais incluem, mas nao sdo limitados
aos descritos nas Patentes U.S. N° 6303633; 5965569; 5595883;
5574046; e 5171750.

Exemplos de antagonistas do receptor de NMDA, incluem, mas
nao sao limitados a, memantina (comercializada como AKATINOL,
AXURA, EBIXIA/ABIXIA, MEMOX e NAMENDA) e oS seus sais
farmaceuticamente aceitdveis. Exemplos adicionais incluem, mas
nao sao limitados aos descritos nas Patentes US N° 6956055;
6828462; 6642267; 6432985; e 5990126. Exemplos de
tiazolidinedionas incluem, mas nao sao limitados a,
rosiglitazona (comercializada como AVANDIA) e o0s seus sais
farmaceuticamente aceitdveis. Exemplos adicionais incluem, mas
nao sao limitados a: 5-(4-[2-(N-metil-N-(2-

benzotiazolil)amino)etoxilbenzil)-2,4-tiazolidina diona;
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5-(4-[2-(N-metil-N-(2-benzotiazolil)amino)etoxilbenzilideno) -
2,4-tiazol idinediona; 5-(4-[2-(N-metil-N-(2-
benzoxazolil)amino)etoxilbenzil)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-(2-benzoxazolil)amino)etoxi]lbenzilideno)-2, 4-
tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-metil-N-(2-
pirimidinil)amino)etoxilbenzil)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-(2-pirimidinil)amino)etoxi]benzilideno)-2,4-
tiazolidinediona; 5-(4-(2-(N-metil-N-[2-(4,5-
dimetiltiazolil)lamino)etoxi]lbenzil)-2,4-tiazolidinediona; 5-(4-
[2-(N-meti1l-N-[2-(4,5-dimetiltiazolil) Jamino)etoxi]lbenzilideno) -
2, 4-tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-metil-N-(2-
tiazolil)amino)etoxilbenzil)-2,4-tiazolidinediona; 5-(4-[2- (N-
metil-N-(2-tiazolil)amino)etoxilbenzilideno)-2, 4-
tiazolidinediona; 5-[4-(2-(N-metil-N-(2-(4-feniltiazolil))amino)
etoxi)benzil]-2,4-tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-metil-N-(2-(4-
feniltiazolil))amino) etoxilbenzilideno)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-fenil-5-

metiltiazolil) lamino)etoxi]lbenzil)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-fenil-5 -metil tiazolil)Jamino)etoxi]
benzilidene)-2,4-tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-
metil-5-feniltiazolil) Jamino)etoxilbenzil)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-metil-5-
feniltiazolil)lamino)etoxi]benzilideno e)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-metiltiazolil) ]amino)etoxi]lbenzil)-2,4-
tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4-metiltiazolil) ]amino)
etoxilbenzilideno)-2,4-tiazolidinediona; 5-[4-(2-(N-metil-N-[2-
(5-feniloxazolil) Jamino) etoxi)benzil] -2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(5-feniloxazolil) Jamino)

etoxilbenzilideno)-2,4-tiazolidinediona;

5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4,5-dimetiloxazolil) Jamino)
etoxilbenzil)-2,4-tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-metil-N-[2-(4,5-
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dimetiloxazolil) Jamino)etoxilbenzilideno)-2,4-tiazolidinediona;
5-[4-(2-(2-pirimidinilamino)etoxi)benzil]-2,4-tiazolidinediona;

5-[4-(2-(2-pirimidinilamino)etoxi)benzilideno] -2, 4-

tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-acetil-N-(2-
pirimidinil)amino)etoxilbenzil) -2,4-tiazolidinediona;
5-(4-(2-(N-(2-benzotiazolil)-N-benzilamino)etoxi) benzilideno) -
2,4-tiazolidinediona; 5-(4-(2-(N-(2-benzotiazolil)-N-
benzilamino)etoxi) benzil)-2,4-tiazolidinediona;

5-(4-[3-(N-metil-N-(2-benzoxazolil)amino)propoxilbenzil)-2,4-
tiazolidinediona; 5-(4-[3-(N-metil-N-(2-
benzoxazolil)amino)propoxilbenzilideno)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-metil-N-(2-piridil)amino)etoxilbenzil) -2, 4-
tiazolidinediona; 5-(4 [2— (N-metl1l-N-(2-
piridil)amino)etoxilbenzilideno)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[4-(N-metil-N-(2-benzoxazolil)amino)butoxi]lbenzilideno) -
2,4-tiazolidinediona; 5-(4-[4-(N-metil-N-(2-
benzoxazolil)amino)butoxi]benzil)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-(2-benzoxazolil)amino)etoxilbenzilideno) 2, 4-
tiazolidinediona; 5-(4-[2-(N-(2-
benzoxazolil)amino)etoxilbenzil)-2,4-tiazolidinediona;
5-(4-[2-(N-isopropil-N-(2-benzoxazolil)amino)etoxi]lbenzil)-2,4-
tiazolidin ediona, e seus sails farmaceuticamente aceitaveis.

Ver, e. g., Patente U.S. N° 5002953.

Os agentes activos aqui divulgados podem, como observado
acima, ser preparados na forma dos seus sals farmaceuticamente
aceitdveis. Sais farmaceuticamente aceitdveis sdo sais que retém
a actividade bioldégica desejada do composto mae e nao conferem
efeitos toéxicos indesejados. Exemplos de tais sais sao (a) sais
de adicédo de sais formados com &acidos inorgadnicos, por exemplo,
dcido cloridrico, 4&cido Dbromidrico, &cido sulfurico, &acido

fosférico, 4&acido nitrico e semelhantes; e sails formados com
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dcidos orgédnicos, tal como, por exemplo, acido acético, oxalico,
acido, acido tartdrico, succinico, acido maleico, acido
fumdrico, 4acido glucdnico, &cido citrico, &cido malico, 4acido
ascérbico, 4acido benzdico, &cido ténico, 4&cido palmitico, &cido
alginico, é&cido poliglutémico, &cido naftalenossulfdénico, &cido
metanossulfdnico, acido p—-toluenossulfdnico, acido
naftalenodissulfénico, 4&cido poligalacturdénico e semelhantes;
(b) sails formados de anides elementares, cloro, bromo e iodo, e
(c) sals derivados de Dbases, tal como sals de amdénio, salis de
metais alcalinos, tal como os de sédio e potdssio, sais de
metais alcalino-terrosos, tais como os de cdlcio e magnésio, e
sals com bases orgénicas, tais como diciclo-hexilamina e

N-metil-D-glucamina.

Os agentes activos podem ser administrados como
profdrmacos. "Profdrmacos", como aqui utilizado, refere-se aos
profdrmacos dos compostos da presente invencdo gque sao, dentro
do admbito do bom julgamento médico, adequados para utilizacdo em
contacto com os tecidos de humanos e animais inferiores sem
indevida toxicidade, irritacgdo, resposta alérgica e semelhantes,
comensuravel com uma relacdo risco/beneficio, e eficaz para a
sua utilizacao pretendida, bem como as suas formas
zwitteridénicas, onde possivel, dos compostos da invencgao. O
termo "profdrmaco"™ refere-se a compostos que sdo rapidamente
transformados in vivo para originar o composto mae das férmulas
acima, por exemplo, por hidrélise no sangue. E proporcionada uma
discussao aprofundada em T. Higuchi e V. Stella, Prodrugs as
Novel delivery Systems, Vol. 14 do A.C.S. Symposium Series e em
Edward B. Roche, ed., Bioreversible Carriers in Drug Design,
American Pharmaceutical Association e Pergamon Press, 1987.
Exemplos incluem um profdrmaco que é metabolizado in vivo por um

individuo a um fdrmaco activo possuindo uma actividade de
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compostos activos como aqui descrito, em que o profdrmaco € um
éster de um 4&dlcool ou grupo de &cido carboxilico, se um tal
grupo estd presente no composto; um acetal ou cetal de um grupo
dlcool, se um tal grupo estd presente no composto; uma base
N-Mannich ou uma imina de um grupo amina, se um tal grupo esta
presente no composto; ou uma base Schiff, oxima, acetal, éster
enol, oxazolidina ou tiazolidina de um grupo carbonilo, se um
tal grupo esta presente no composto, tal como descrito na

Patente U.S. N° 6680324 e Patente U.S. N° 6680322.

Composicbes. O0Os agentes activos descritos anteriormente
podem ser formulados para administracao num veiculo
farmacéutico, de acordo com técnicas conhecidas. Ver, e. g.,
Remington, The Science And Practice of Pharmacy (9@ Ed. 1995).
Na produgédo de uma formulagdo farmacéutica, de acordo com a
invencao, o) composto activo (incluindo 0s seus sais
fisiologicamente aceitéaveis) ¢ tipicamente misturado com,
inter alia, um veliculo aceitdvel. O veiculo deve, naturalmente,
ser aceitdvel no sentido de ser compativel com gquaisquer outros
ingredientes na formulagcdao e nao deve ser deletério para o
doente. O veiculo pode ser um sdélido ou um ligquido, ou ambos, e
ser, de um modo preferido, formulado com o composto como uma
formulacdo unidade-dose, por exemplo, um comprimido, gque pode
conter de 0,01 ou 0,5% a 95% ou 99% em peso do composto activo.
Um ou mais compostos activos podem ser incorporados nas
formulagcdes da invencao, que pode ser preparada por qualguer das
técnicas de farmdcia bem conhecidas, compreendendo misturar os
componentes, opcionalmente incluindo um ou mails ingredientes

acessoérios.

As formulacdes da invencado incluem aquelas adequadas para

administracao oral, rectal, tépica, bucal (e. g., sub-lingual),
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vaginal, parentérica (e. g., subcutéanea, intramuscular,
intradermal ou intravenosa), tépica (i. e., ambas pele e
superficies mucosas, incluindo superficies das vias
respiratdérias) e transdermal, embora a via adequada em qualqgquer
caso dependa da natureza e gravidade da condicdo a ser tratada e
da natureza do composto activo particular qgue estda a ser

utilizado.

Formulacdes adequadas para administracdo oral podem ser
apresentadas em unidades discretas, tal como cdpsulas, héstias,
pastilhas ou comprimidos, cada contendo uma quantidade
predeterminada do composto activo; como um pd ou granulos; como
uma solucgdo ou uma suspensao num liquido aguoso ou nao aquoso;
ou como uma emulsao b6leo—em—-agua ou dgua-em-6leo. Tais
formulagdes podem ser preparadas por qualquer método adequado de
farmdcia, gue inclui o passo de colocar em associacdo o composto
activo e um veiculo adeguado (que pode conter um ou mais
ingredientes acessérios, como observado em cima). Em geral, as
formulagcdes da invencgdo sao preparadas por misturar uniforme e
intimamente o composto activo com um liquido ou wveiculo sdélido
finamente dividido ou ambos e, entdo, se necessdario, moldar a
mistura resultante. Por exemplo, um comprimido pode @ ser
preparado por comprimir ou moldar um pd ou granulos contendo o
composto activo, opcionalmente com um ou mais ingredientes
acessérios. Comprimidos compactados podem ser preparados por
compressdo, numa maquina adequada, o composto numa forma de fluo
livre, tal como um pd ou granulados opcionalmente misturados com
um aglutinante, lubrificante, diluente inerte e/ou agente(s)
activos/de dispersdao de superficie. Comprimidos moldados podem
ser preparados por moldagem, numa magquina adequada, o composto

triturado humedecido com um aglutinante liquido inerte.
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Formulacdes adequadas para administracao bucal
(sub-lingual) incluem pastilhas compreendendo o composto activo
numa base aromatizada, normalmente sacarose e acacia ou
tragacanto; e pastilhas compreendendo o composto numa base

inerte, tal como gelatina e glicerina ou sacarose e acacia.

Formulacgdes da presente invencao adequadas para
administracdo parentérica compreendem solugdes de injeccéao
estéril aquosas e nao aquosas do(s) composto(s) activo(s), que
sao preparacgdes, de um modo preferido, isotdnicas com o sangue
do receptor pretendido. Estas preparacdes podem conter
antioxidantes, tampdes, bacteriostdticos e solutos, que tornam a
formulacdo isotdénica com o sangue do receptor pretendido.
Suspensdes estéreis aquosas e nao aquosas podem incluir agentes
de suspensao e agentes espessantes. As formulacdes podem ser
apresentadas em recipientes unidadeldose ou multi-dose, por
exemplo, ampolas vedadas e frasquinhos e podem ser armazenadas
numa condicdo seca por congelacao (liofilizada) requerendo
apenas a adicdo do veiculo liquido estéril, por exemplo, SoOro
fisioldégico ou &gua para injeccdo, 1imediatamente antes de
utilizar. Solucbdes e suspensdes para injeccdao extemporénea podem
ser preparadas a partir de pds estéreis, gradnulos e comprimidos
do tipo descrito anteriormente. Por exemplo, num aspecto da
presente invencado, € proporcionado uma composicdo injectéavel,
estdvel, estéril compreendendo um(uns) agentes activo(s) ou um
seu sal, numa forma de dosagem unitdria num recipiente vedado. O
composto ou sal é proporcionado na forma de um liofilizado, gque
é capaz de ser reconstituido com um veiculo adequado
farmaceuticamente aceitdvel para formar uma composicdo liquida
adequada para sua 1injecgcao num individuo. A forma da dosagem
unitdria compreende, tipicamente, desde cerca de 10 mg a cerca

de 10 gramas do composto ou sal. Quando o composto ou sal é
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substancialmente insoluvel em &agua, uma quantidade suficiente de
agente emulsionante, que é fisiologicamente aceitavel, pode ser
utilizado em quantidade suficiente para emulsionar o composto ou
sal num veiculo aquoso. Um tal agente emulsionante é

fosfatidilcolina.

Formulac¢des adequadas para aplicacdo toépica a pele, tomam a
forma, de um modo preferido, de uma pomada, creme, locdo, pasta,
gel, spray, aerossol ou ¢leo. Veiculos que podem ser utilizados
incluem vaselina, lanolina, polietilenoglicdis, alcoois,
potenciadores transdérmicos e combinag¢des de dois ou mais

destes.

Formulagcdes adequadas para administracdao transdermal podem
ser apresentadas como emplastros discretos adaptados para
permanecer em contacto intimo com a epiderme do destinatdrio por
um prolongado periodo de tempo. Formulagdes adegquadas para
administracdo transdermal podem também ser administradas por

iontoforese (ver, por exemplo, Pharmaceutical Research 3 (6):318

(1986)) e, tipicamente, tomam a forma de uma solugcao aguosa
opcionalmente tamponada do composto activo. Formulacgdes
adequadas compreendem citrato ou tampdao bis\tris (pH 6) ou

etanol/dgua e contém de 0,1 a 0,2 M de ingredientes activos.

Além do(s) composto(s) activo(s), as composicdes
farmacéuticas podem conter outros aditivos, tal como aditivos de
ajuste de pH. Em particular, agentes de ajuste de pH uteis
incluem acidos, tal como acido cloridrico, bases ou tampdes, tal
como sdédio lactato, acetato de sdédio, fosfato de sdédio, citrato
de soédio, borato de sdédio ou gluconato de sdédio. Além disso, as
composigdes podem conter conservantes microbianos. Conservantes

microbianos Uteis incluem metilparabeno, propilparabeno e alcool
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benzilico. Os conservantes microbianos sao, tipicamente,
utilizados quando a formulagcdao ¢é colocada num frasquinho
concebido para utilizacao multidose. Naturalmente, como
indicado, as composicdes farmacéuticas da presente invencao
podem ser liofilizadas utilizando técnicas bem conhecidas na

técnica.

Dosagem. A dosagem terapeuticamente eficaz de qualqgquer
agente activo especifico, a utilizacdo dos quais estd no ambito
da presente invencdo, 1ira variar um pouco de composto para
composto e de doente para doente e ird depender da condicdo do
doente e da via de administracdao. Para administracdo oral pode
ser utilizada uma dosagem didria total de desde 1, 2 ou 3 mg até
30, 40 ou 50 mg, dado como uma dose didria unica ou dividida em

duas ou trés doses didrias.

Tratamento. Variantes genéticas como agqui descritas ou
descobertas utilizando os métodos como aqui ensinado, podem ser
utilizadas para determinar o curso de tratamento de um doente
afectado com uma condicao (e. g., uma condigcdao associada com
ApoE e/ou TOMM40), por, e. g., determinar gqual agente activo
e/ou curso de tratamento administrar com base na presenca ou
auséncia da variante ou variantes genética. A presenga ou
auséncia da variantes genéticas podem indicar eficdcia de um
agente activo e/ou curso de tratamento para o doente, predizer a
idade de inicio de uma condicdo, indicar regimes de dosagem
preferidos, etc. Um perfil genético pode ser gerado para um
doente e o perfil consultado para determinar se o doente esta
entre um grupo de doentes que sao susceptiveis de @ ser

responsivos a um agente activo particular.
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As instrugbes para utilizacdo podem ser embaladas com, ou
associadas de outro modo, com um agente activo, indicando
recomendacdes para tratamento, tempo de tratamento, regimes de
dose, etc., com base na presengca ou auséncia das variantes

genéticas.

8. Métodos para determinar uma predicdo do risco de doenca

ou um progndstico.

Para determinar uma predicdo de risco de doencga para um
individuo nédo sintomdtico ou um progndéstico (a perspectiva de
aflicdao ou curso da doenca como antecipado a partir do curso
normal de doenca ou particularidades do caso), de acordo com
algumas formas de realizacdo da presente invencgdo, dados de
diagndéstico, incluindo o diagndéstico do doente ou historial
médico e dados genéticos, tal como o gendtipo do doente (e. g.,
gendtipo ApoE e/ou TOMM40), pode ser realizado para proporcionar
opcdes terapéuticas e previsdes de resultados. O processamento
pode incluir obter um "perfil do doente", tal como a coleccgao do
historial médico do doente, incluindo idade e género,
genotipando o loci de interesse (e. g., utilizando iniciadores
concebidos apropriadamente e utilizando um passo de amplificacao
RT-PCR ou PCR e/ou fenotipagem, e. g., utilizando um método
mediado por anticorpos ou testes enzimaticos) e estatistica ou
outras analises que convertem estes dados em bruto num
progndstico. O progndstico pode incluir uma predicdo da idade de
inicio da doengca do paciente, resposta ao tratamento com
farmaco, tempo de tratamento, eficdcia do tratamento, etc. Em
algumas formas de realizacdao, o progndéstico pode incluir a
utilizacdo de um programa de software de computador para

analisar dados do doente e executar controlos cruzados
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estatisticos contra bases de dados relacionadas, de modo a

converter os dados ou perfil do doente a um progndstico.

Um "perfil do doente" inclui dados e/ou materiais que
pertencem ao doente para os dquals a analise preditiva e/ou
prognéstica estd a ser realizada. Os dados podem incluir
informacdo do diagndstico, i1idade, género e/ou gendtipo do
doente. O perfil do doente pode também incluir materiais do
doente, tal como sangue, amostras de proteina de soro, fluido

cerebrospinal ou ARN ou ADN purificado.

9. Estratificacdo do gendétipo em ensaios clinicos.

A deteccdo de um gendtipo agqui ensinado ou como determinado
com os métodos aqui, pode ser utilizado na conducgdo de um ensaio
clinico, do mesmo modo que a outra informacdo gentipica ¢é
utilizada para conduzir um ensaio clinico, tal como descrito em,

e. g., Patentes U.S. N° 6573049, 6368797 e 6291175.

Em algumas formas de realizacdo, tais métodos, de um modo
vantajoso, estratificam ou permitem o aperfeicoamento da
populacdo de doentes (e. g., por divisdo da populacdo num ou
mais subgrupos), de modo que as vantagens de regimes de terapia
particulares podem ser detectadas com maior precisao,
particularmente em relacdao a sub-populacdes particulares de
doentes com gendtipos particulares. Em algumas formas de
realizacadao, tals métodos compreendem administrar um agente
activo teste ou tratamento a uma pluralidade de individuos (um
tratamento controlo ou placebo sendo tipicamente administrado a
uma separada, mas de um  modo semelhante caracterizada,

pluralidade de individuos) e detectar a presenca ou auséncia de

64



um gendétipo (e. g., ApoE e/ou TOMM40), como descrito acima na
pluralidade de individuos. O gendétipo pode ser detectado antes,
depois ou concomitantemente com o passo de administrar o
tratamento de teste. A influéncia de um ou mais alelos
detectados no tratamento teste pode entdao ser determinado em
qualquer parédmetro adequado ou tratamento potencial ou
consequéncia, incluindo, mas nao limitado, a eficédcia do
referido tratamento, falta de efeitos secundadrios do tratamento,

etc.

Um ensaio clinico pode ser estabelecido para testar a
eficdcia de compostos de teste para tratar qualquer numero de
doengas para as quals foili determinado um gendtipo particular
para ser associado, para individuos que estdo diagnosticados com
a doengca ou estdao em risco de desenvolver a doenca. Se o0s
individuos sao genotipados apds a conclusdao de um ensaio
clinico, as andlises podem ainda ser destinadas a determinar uma
relacao entre um tratamento para uma doenca e o alelo a ser
avaliado para eficéacia. Em alternativa, se um individuo
sintomdatico ou assintomdatico ndo foi ainda diagnosticado com a
doenca, mas foi determinado como em risco de desenvolver a
doenca, pode ser realizado um ensaio clinico semelhante ao

ensalo clinico descrito anteriormente.

Os mecanismos bioldgicos subjacentes também podem ser
considerados aquando da concepc¢ao dos grupos de tratamento. Por
exemplo, o fragmento de ApoE 4 (1-272) liga-se a mitocéndria,
diminui a dindmica celular mitocondrial e diminui mais
sinaptogénese do que o ApoE 3 (1-272). Rosiglitazona, um farmaco
candidato para o tratamento da doengca de Alzheimer, aumenta a
mitogénese e aumenta a sinaptogénese - contrariando os efeitos

da ligacao do fragmento de ApoE - para ApoE 3 de uma maior forma
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do que para ApoE 4. Por esse motivo, o fadrmaco ou tratamento
candidato (e. g., rosiglitazona) pode ser seleccionado com base
em mecanismos de accgdo subjacentes uma vez que se refere aos
marcadores genéticos utilizados para as estratificacdes (e. g.,

variantes de ApoE 2, E 3, E 4 e/ou TOMM40).

A avaliacdo da eficdcia de um farmaco escolhido para o
ensaio pode incluir monitorizar o individuo durante um periodo
de tempo e analisar o atraso do inicio da doenca e a intensidade
da doenca no momento do inicio, bem como medindo o inicio dos
sintomas que sdo associados com a doenca. Um farmaco gque, num
ensaio clinico, elimina ou atrasa o inicio da doenca ou reduz os
sintomas da doenca, pode ser um farmaco benéfico para utilizacéo
em doentes diagnosticados com a doenga ou em risco de
desenvolver a doenca. Compostos de teste que podem ser
utilizados em tais ensaios incluem o0s agentes como descrito
acima, incluindo aqueles aprovados anteriormente para utilizacao
clinica e novos compostos ainda nado aprovados para utilizacdao ou
aprovados para tratar uma doenca particular. Por este motivo, em
algumas formas de realizacdao, o ensaio clinico pode incluir a
optimizacdo da administracdo do farmaco, incluindo dosagem,
tempo de administracdo, toxicidades ou efeitos secunddrios, via

de administracdo e eficdcia do tratamento.

10. Kits uteis para a deteccdo de variantes de gendétipo em

loci de interesse.

Sdo agqui proporcionados kits para determinar se um
individuo estd em risco aumentado de desenvolver uma doenca,
desenvolver uma doencga numa idade de inicio mais precoce e/ou um

z

candidato para um tratamento particular, em gque a doenca &
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associada com ApoE e/ou TOMM40 (e. g., inicio tardio da doenca
de Alzheimer). Os kits 1incluemnm, pelo menos, um reagente
especifico para detectar a presenca ou auséncia de uma variante
de ApoE e/ou TOMMA4O0, como aqui descrito, e pode incluir
instrugdes para ajudar na determinagdo se o individuo estd em
risco aumentado de desenvolver a doenca. O kit pode incluir,
opcionalmente, um &cido nucleico para deteccdo de um gene ApoE
(e. g., ApoE 2, ApoE 3 e/ou ApoE 4) ou instrucdes para métodos
de focagem isoeléctrica para deteccdo do gendtipo de ApoE; e/ou
um acido nucleico para deteccdo de uma variante de TOMM40, como
aqui descrito. Em algumas formas de realizacao, o kit pode
incluir, opcionalmente, um ou mais anticorpos que se ligam a
RpoE 2, RApoE 3, RApoE 4, ou a isoformas de TOMM40. O kit de teste
pode ser embalado de qualquer modo adequado, tipicamente com
todos o0s elementos num Unico recipiente com uma folha de

instrugdes impressa para realizar o teste.

Em algumas formas de realizacdo, o kit pode conter,
opcionalmente, tampdes, enzimas e reagentes para amplificar os
dcidos nucleicos gendmicos, por meio de amplificacdo dirigida
por iniciador. O kit também pode incluir um ou mais dispositivos
para detectar a presenca ou auséncia de hapldétipos particulares
no 4acido nucleico amplificado. Tais dispositivos podem incluir
uma ou mais sondas, gue hibridam com um hapldétipo de Aacido
nucleico, que pode estar ligado a um bio-chip ou dispositivo de
microarranijo, tal como qualqgquer dos descritos na
Pat. U.S. N° 6355429. O bio-chip ou dispositivo de microarranjo
tem, opcionalmente, pelo menos, uma sonda de captura ligada a
uma superficie que pode hibridar com uma sequéncia haplotipica.
Em formas de realizacgdo preferidas, o bio-chip ou microarranjo
contém multiplas sondas e, de um modo muito preferido, contém

pelo menos uma sonda para uma sequéncia haplotipica que, se
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presente, 1ird ser amplificada por um conjunto de iniciadores
flanqueadores. Por exemplo, se cinco pares de iniciadores
flanqueadores sado utilizados para amplificacdo, o dispositivo
ird conter, pelo menos, uma sonda haplotipica para cada produto
amplificado ou, pelo menos, cinco sondas. O kit, também de um
modo preferido, inclui instrugdes para utilizar os componentes

do kit.

A presente invengdo ¢é explicada com maior detalhe nos

seguintes exemplos nao limitativos.

EXEMPLO 1: Construgdo de Arvores Filogenéticas

Todos os conhecidos estudos de varrimento de genoma
completo demonstram valores de p extremamente significantes em
torno do locus da apolipoproteinCl [ApoCl]. (Mahley et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 5644-51 (2006), Coon et al., J.
Clin. Psychiatry 68: 613-8 (2007); Li et al., Arch. Neurol. 65:
45-53 (2007)). De igual importancia € que cada série identificou
um gene candidato significante "favorecido" limitrofe fora da
drea de desequilibrio de 1ligacdo de ApoE, mas estes genes
candidatos favorecidos eram diferentes em cada estudo. TOMM40
estd proéximo de RApoCl e em desequilibrio de ligagdo com ApoE.
Pensa-se qgue interacgdes entre ApoE 3 ou ApoE 4 e diferentes
isoformas de TOMM40 estdo associadas com risco aumentado ou
diminuido de desenvolver doenga de Alzheimer numa gama de idades
mais precoce. A idade de inicio das curvas para gendtipos de Apo
4/4, 3/4, 3/3, 2/4 e 2/3 é mostrado na Figura 2, indicando uma
gama de risco para desenvolvimento precoce da doenca, dependendo
do perfil de ApoE. O ApoE sozinho nao parece, contudo, explicar

todos os dados nestas idades das curvas inicio.
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Varios métodos para a criacdo de perfil polimdérfico de
risco de doenga de Alzheimer associado com os diferentes alelos
de ApoE foram propostos (ver, e. ¢g., Aplicacao U.S. de Cox
et al., N° 20060228728; Aplicacao U.S. de Li e Grupe,
N° 20080051318). Uma abordagem filogenética para o puzzle do

RpoE 4 é aqui demonstrada.

Amostras bioldgicas, 1isolamento de ADN, amplificacgdo de
loci de interesse. Um total de 340 individuos, dincluindo
135 casos de doenca de Alzheimer e 99 controlos com igual idade
no Grupo A bem como 57 casos e 49 controlos no Grupo B. Todos os
individuos transportaram gendtipos de ApoFE previamente
associados com maior risco para inicio precoce da doenca (i. e.,
3/3, 3/4 ou 4/4). Amostras Dbioldgicas contendo ADN foram
recolhidas de todos os individuos. ADN gendémico foi entéo
isolado de acordo com métodos convencionais para sequenciacado de

loci genéticos no Cromossoma 19.

A Figura 3 mostra as regides genéticas no Cromossoma 19
destinado para estudo utilizando dados de varrimento de genoma
completo de varios relatdérios. A regidao € abrangida dentro da
sequéncia de referéncia AF050154 do GenBank. Foi utilizado
software para gerar multiplos alinhamentos de sequéncia para
loci variantes (e. g., Clustalwz, European Bioinformatics
Institute). Subsequentemente, os multiplos alinhamentos de
sequéncia foram analisados utilizando software para desenvolver
drvores filogenéticas (e. g., MEGA versdao 2.1, Center for
Evolutionary Functional Genomics, ARVOREVOLVE, Departamento de
Zoologia, Universidade de Oxford ou software de construgaoc com
base em parciménia, tal como PAUP, Sinauer Associates). Andlises

estatisticas podem ser realizadas com, e. g., Andlise de Dados
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Genéticos (GDA: Software para a Andlise de Dados Genéticos
Discretos, The Bioinformatics Research Center of North Carolina
State University). Os resultados da andlise da Regido B séao

demonstrados na &rvore filogenética da Figura 4.

Cada porgao de dados na Figura 4 representa uma sequéncia
variante observada. Estas variantes podem ser substituicdes
nucleotidicas, insercdes, delecgdes ou microssatelites e podem,
ou ndo, resultar em diferencas detectdveis na expressdo génica
ou funcgao proteica. Cada nd representa uma variante (ou um
numero de variantes) que ocorre em mais gque um cromossoma. Nbs
adjacentes definem os limites de sequéncias que estdo em cis e,
por esse motivo, mais propensas a serem herdadas como uma
unidade, na regidao de interesse num cromossoma de um individuo.
Ndés que precedem o maior numero de nds subsequentes representam
variantes ancestrais evoluciondrias, das quais ocorreu

divergéncia genética ao longo do tempo.

A  presenca de hapldétipos ou sequéncias de variantes
correspondendo com regides da 4arvore representando individuos
com substancialmente maior incidéncia de doenga de Alzheimer
(i. e., elevadas proporcgdes de individuos afectados com a doenca
para individuos de controlo nao afectados) significaria gque o
individuo tunico ¢é também um risco aumentado. Por outro lado,
substancialmente baixas proporg¢des correspondem a risco reduzido

de desenvolver doencga de Alzheimer.

TOMM40 interage com ApoE directamente na regulacao da
importagao da proteina mitocondrial e uma presente hipdtese &
que a expressao de uma(s) variante(s) particular(es) de TOMM40
exacerba (m) o relativamente moderado risco de doencga de

Alzheimer associada com a presencga dependente da dose do alelo
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de ApoE 3. Uma tal variante de TOMM40 ¢é descoberta dentro da

Regido B utilizando os métodos da presente invencgao.

Testar novos fédrmacos em individuos humanos transporta
imenso risco (ver Kenter e Cohen, Lancet, 368: 1387-91 (2006)).
A utilizacdo de 4&arvores filogenéticas para antecipar respostas
individuais a um fdrmaco ou tratamento de interesse tem
potencial para aliviar, significativamente, esse risco. Estudos
preliminares indicaram que rosiglitazona (Avandia) podem ter
eficdcia especifica de perfil genético no tratamento de doenca
de Alzheimer (ver Risner et al., The Pharmacogenomics Journal 6,
246-254 (2006); Brodbeck et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 105,
1343-6 (2008)). Os dados do ensaio clinico de fase II indicam
que doentes de doenca de Alzheimer sem um alelo de ApoE 4
responderam melhor a rosiglitazona que doentes que transportam
alelos 1 ou 2 de ApoE 4 (dados nao mostrados). Isto suporta a
hipdtese que variantes i1dentificadas com os métodos aqui
ensinados podem ser utilizadas para antecipar resposta

individual ao tratamento baseado em gendtipo.

EXEMPLO 2: 1Identificagdo de Variantes de Interesse de
TOMM40

174 sequéncias (2 de cada um dos 87 individuos) foram
alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (versao 2.0.10, Larkin
et al., Clustal W e Clustal X versdao 2.0. Bioinformatics,
23:2947-2948 (2007)). O alinhamento de sequéncias multiplas foi
utilizado para construir uma &rvore filogenética utilizando um
algoritmo juncao de vizinhos (Saitou e Nei, The neighbor-joining

method: a new method for reconstructing phylogenetic trees. Mol.
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Evol. Biol., 4:406-425 (1987)) como implementado no sitio da

internet do Instituto Europeu de Bioinformdtica (EBI).

A arvore filogenética resultante tem uma estrutura de dois
grupos principais (A, B) na primeira divergéncia. As frequéncias
genotipicas de ApoE para estes grupos estdao tabuladas e
mostradas na Figura 5. E claro que o grupo B contém hapldétipos
de individuos de gendétipos primarios e€3/e3 e €3/¢4 de ApoE e
quase nenhum €4/g4. O grupo A contém gquase todos os hapldtipos

de individuos com o gendtipo e€4/¢4.

A lista de polimorfismos gerados ©pela plataforma de
descoberta de SNP (Polimdérfica) foi utilizada para identificar
variantes especificas no gene TOMM40 que separavam os dados nos
dois grupos. Um teste de razdo de verosimilhanga foi utilizado
para identificar variantes significantes com um valor de p menor

que 0,005.

A lista de variantes estd sumarizada na Tabela 1. Na
tabela, o termo "deleccao" ¢é utilizado quando o menor alelo é
uma delecgao de um nucledétido e o termo "insercao" é utilizado
quando o menor alelo é uma adigcdao de um nucledétido. A expressao
"polimorfismo de deleccdo/insercao" € utilizada gquando existem
mais qgque duas possiveis formas e o alelo menor nao € aparente.
Por exemplo, para os polimorfismos poli-T, existem polimorfismos
de multiplos comprimentos observados. A segunda coluna da tabela
proporciona informagao sobre as identidades dos alelos
especificos associados com a variante que divide as sequéncias
em dois grupos. Por exemplo, T>A indica que o alelo T segrega
sequéncias em grupo "A"™ na Aarvore filogenética. Quando dois
alelos sao 1listados, e. g., G>B; A>A, cada alelo segrega

unicamente os dados de sequéncia em dois grupos, enguanto gue
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quando um alelo unico é 1listado, ¢é associado com a separacao

predominante dos dados, e o restante alelo nao separa unicamente

os dados num grupo homogéneo, mas ao invés uma mistura de ambos

08 grupos.

Tabela 1. Variantes de TOMM40 associadas com grupos na

arvore filogenética que distribuem pelo gendtipo de ApoE.

Variante Alelo > grupo da Localizacgéo Fungéo Classificagédo
arvore Gendmica ucsc
(NCBI Build
36.3)

50092565 T>A 50092565 Intrdao 6 anico
50092587 T>A 50092587 Intré&o 6 uanico
Rs8106922 G>B; A>A 50093506 Intrdo 6 unico
Rs34896370 T12_C_T15, Tl2_C_Tlo, 50093609 Intrao 6 complexo
Rs55821237 | T13_C_T14,
Rs56290633 | T13_C_T15,

T13_C_Tl6>A;T1l4_C_T14,

Tl4_C_T15>B
Rs34878901 | T>B; C>A 50094317 Intrdo 6 unico
Rs35568738 | C>B 50094558 Intrdo 6 unico
Rs10602329 | Tl6, 17, 18>A T14, 50094716 Intrdo 6 insercgdo/

15>B deleccao
50094733 ->A 50094733 Intrao 7 insercao
Rs10524523 T12, 14, 15, 15, 17>B 50094889 Intrao 6 Insercdo/

T21, 22, 26, 27, 28, deleccao

29, 30, 31, 32, 33,

34, 35, 36>A
Rsl1160985 T>B; C>A 50095252 Intrdo 6 anico
50095506 T>A 50095506 Intrdao 6 anico
Rs760136 A>A; G>B 50095698 Intrdao 6 anico
Rs1160984 T>B 50095764 Intrdo 6 anico
Rs741780 C>B; T>A 59996271 Intrédo 8 unico
Rs405697 A>A 50096531 Intrdo 9 anico
50096647 ->A 50096647 Intrao 9 deleccao
(DIP3)
50096697 C>A 50096697 Intrao 9 anico
Rs1038025 C>B; T>A 50096812 Intrao 9 anico
Rs1038026 C>B; A>A 50096902 Intrao 9 anico
Rs1305062 C>B; G>A 50097361 Intrao 9 anico
Rs34215622 | G>B; —>A 50098378 Exao 10 insercao
Rs10119 A>A 50098513 Exdo 10 unico
Rs7259620 G>A; A>B 50099628 desconhecido | unico
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EXEMPLO 3: Duas formas distintas de ApoE 3: aquelas ligadas
a haplétipos de TOMM40 que aumentam o risco e diminuem a idade

de inicio e aqueles que diminuem o risco

A associacdao de gendtipos de apolipoproteina E (ApoE),
particularmente ApoE €4 (ApoE 4), com o risco e idade de inicio
de doenca de Alzheimer (AD), continua a ser a associacéao
genética mais confirmada para qualquer doenca complexa.
Estimativas da hereditariedade de ApoE 4 para inicio tardio de
AD variam de 58% a 79% e o risco atribuivel populacional devido
ao alelo ApoE 4 estd entre 20% e 70%. Esta estimativa sugere que
outras variantes genéticas e/ou interaccbes entre variantes
incorrem em risco de doenca adicional e alteracao da idade de

inicio de distribuicgdes.

Resultados de associacdao de varrimento de genoma completo
para AD tém consistemente reproduzido a extraordindria
associacdo da regiao de DL contendo ApoE. TOMM40, a proteina
translocase da membrana mitocondrial externa, esta em elevado DL
com ApoE, e codifica para o canal de membrana através do qual
atravessam péptidos citoplasméticos e proteinas, de modo a
sintetizar nova mitocdndria. Os objectivos da requerente foram
identificar hapldétipos adicionais dentro da regido em DL que

aumenta as estimativas de hereditariedade.

Métodos: A requerente examinou a regido em DL contendo ApoRE
e TOMM40 wutilizando sequenciacdao primdria profunda (10x) em
doentes com DA e controlos. Realizaram-se andlises filogenéticas
da regiao em DL abrangendo TOMM40 e ApocE em 66 doentes e
66 controlos com a mesma idade, em relagdao ao risco e idade de

inicio de distribuicao.
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Conclusao: A requerente encontrou que familias herdadas
unicas e distintas de variantes de TOMM40 estdo localizadas no
mesmo 1intervalo gendmico que ApoE 3, mas nao no intervalo
gendémico contendo ApoE 4 e pode aumentar ou diminuir a idade de
distribuicdo de risco da AD. Por esse motivo, a hereditariedade
genética destas variantes de TOMM40 sao independentes da
hereditariedade de ApoE 4, proporcionando, efectivamente, uma
diferenciacado de duas formas distintas de ApoE 3: aqguelas
ligadas a haplétipos de TOMM40O gue aumentam o risco e diminuem a
idade de inicio, e aquelas que diminuem o risco. Estes dados
aumentam a precisdo da i1dade genética de inicio de risco,
dependente da idade, gendtipos de ApoE e TOMM40 e proporcionam a
oportunidade para definir o risco elevado de AD durante o0s

préximos 5-7 anos, versus baixo risco de AD.

EXEMPLO 4: Andlise de trés variantes DIP de TOMM40

identificadas

Trés das variantes de TOMM40 identificadas neste pedido sao
polimorfismos deleccgédo/insercdo (DIP) localizados no intrdo 6 ou
intrdao 9. Estes DIP sao identificados como rsl10524523 e
rsl0602329 na Dbase de dados de dbSNP do National Center for
Biotechnology Information, e um polimorfismo nao descrito
anteriormente, designado como DIP3. Estes polimorfismos estéo
localizados em c¢rl19:50094889, «¢crl9:50094731 e «¢rl9:50096647,
respectivamente, de acordo com NCBI build 36. Esta invencéao
descreve a identificacao destes DIP utilizando andlise
filogenética do gene TOMM40, especificamente de um fragmento do
gene de 10 Kb, e que os DIP estdo associados com diferentes

grupos evoluciondrios determinados por andlise filogenética.
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Esta invencdo divulga, ainda, a utilidade destes DIP para (1)
determinar o risco de uma pessoa de desenvolver doenca de
Alzheimer no futuro, e (2) para prever a idade de inicio de AD

dentro de um espaco de tempo de, aproximadamente, 8 anos.

Os trés polimorfismos DIP aqui caracterizados correspondem
a diferentes comprimentos de repetic¢des poli-T DIP no
gene TOMM40. A associacao de variantes poli-T DIP com risco de
doenca tem precedéncia. Por exemplo, uma variante poli-T no
intrdo 8 do gene regulador da condutdncia transmembranar da
fibrose cistica (CFTR) estd associada com salto do exdo 9 e o

desenvolvimento da fibrose cistica (Groman et al., Am J Hum

Genet 74(1): 176-9 (2004)). E aqui divulgado: (1) utilizacdo do
novo método - andlise de associacdo filogenética (descrito
anteriormente) - para identificar DIP que sao preditivos de

risco de doenca e/ou diferencas da idade de inicio de doenca,
(2) a identidade de trés DIP especificos associados com
diferencas na idade de inicio de AD e risco de AD, (3) a
utilizacdo destes SNP individualmente, em conjunto, ou com
outras sequéncias variantes no TOMM40 ou ApoE para diagnosticar
doenca ou prever ou determinar caracteristicas da doencga, tal
como idade de inicio da doenca, progndéstico da doenca, sub-tipos
da doenca, gravidade da doenca, e também para analisar ou

determinar a resposta a farmacos.

A  andlise filogenética revela a distribuigdao de DIPs
rs10524523 e rsl0602329 em dois clados diferentes. Esta andlise
revela que comprimentos poli-T mais pequenos neste mapa de loci
para os clados identificadas filogeneticamente no grupo B, ©
grupo que também compreende maiores percentagens de individuos
de gendétipo ApoE e3/e3, efectivamente poucos (0%) individuos

DApoE e4/e4 e menores proporcdes caso/controlo (i. e., risco de
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doenga AD) (Figura 5). A associacdo entre o comprimento de DIP e
grupo filogenético é estatisticamente significativa (p < 0,0001)
pelo teste da razado de verosimilhanca ou teste qui-quadrado de

Pearson.

Devido a arquitectura gendmica, o elevado desequilibrio de
ligagdao e as relagdes evolutivas como 1indicado na anédlise
filogenética, entre os dois genes, e a putativa interaccéo
fisica entre os dois produtos génicos, a influencia do gendtipo
de TOMM40 € provavel qgue se extenda a outras doencas que séo
influenciadas pelo gendétipo de ApoE. Estas doencas incluem, mas

nao estadao limitadas a, doenca de Parkinson, esclerose Maltipla,

doenca cardiovascular, dislipidemia, recuperacao de leséao
cerebral traumdtica, recuperacao de episddios isquémicos
cerebrais, resposta a anestésicos e resposta a farmacos

utilizados para tratar AD e as doencgas aqui listadas.

Estes polimorfismos podem também ser utilizados em esforcos
para descobrir farmacos para a pesquisa de compostos Uteis para
tratar doencas influenciadas por variagdes na proteina TOMM40 ou

RApoE ou variantes genicas.

Além disso, as variantes podem influenciar ou determinar
tratamentos baseados em biofarmacéuticos direccionados
especificamente, como exemplificado por anticorpos monoclonais e

moléculas ARNsi.

Os polimorfismos DIP em TOMM40 que sao aqui divulgados
podem ser identificados a partir de uma amostra de ADN de um
individuo utilizando diversas metodologias de andlise molecular

de nucledtidos diferentes, incluindo, mas nao limitado a,
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sequenciacdo de ADN com os iniciadores indicados na Tabela 4

listada abaixo.

EXEMPLO 5: Extensdes de poli-T mais longos em rsl0524523
sdo significativamente correlacionadas com idade de inicio

precoce de LOAD

A andlise filogenética tem sido utilizada para identificar
relacdes gendmicas entre variante genéticas de baixa frequéncia
e para agrupar hapldtipos relacionados evolutivamente (Hahn
et al., Population genetic and ©phylogenetic evidence for
positive selection on regulatory mutations at the factor VII
locus in humans. Genetics 167, 867-77 (2004)). Esta metodologia
foi wutilizada para explorar o bloco DL ApoE-TOMM40 para a
existéncia de novas determinantes de risco para LOAD. Num estudo
exploratério, 23 Kb de ADN contendo os genes TOMM40 e ApoE foram
amplificados e sequenciados e foram determinados hapldétipos
resolvidos em fase, para 72 casos de LOAD e 60 controlos com a
mesma idade (L1 et al., Candidate single-nucleotide
polymorphisms from a genomewide association study of Alzheimer
disease. Arch Neurol 65, 45-53 (2008)). Foi possivel construir

uma arvore filogenética distinta para 10 Kb, exfes 2-10 de

codificacao, desta regiao. Dois clados (A e B) foram
distinguidos com forte suporte “bootstrap” (98%,
1000 replicados). Houve uma diferenca significativa na

distribuicdao dos gendtipos de ApoE entre os dois clados de
hapldétipos de TOMM40 nesta 4arvore filogenética, sugerindo que
esta regido pode ser funcionalmente significativa. Ambos os
clados continham individuos com o gendtipo €3/€3, mas 98% de
todos os hapldétipos do clado B ocorreram em cis com o alelo ApoE

€3 (P =1,2 x 10’”, teste exacto de Fisher, de duas caudas).
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A estrutura filogenética desta regidao of TOMM40 de 10 Kb, a
hereditariedade especifica de ApOE €3 de haplétipos
particulares, e a identificacao dos polimorfismos do clado foram
subsequentemente confirmados em dois coortes caso/controlo
independentes de LOAD, incluindo wum coorte com estado AD
confirmado por autopsia e dados da idade de inicio da doenca. A
associacao entre os dois clados e risco de doenca e idade de

inicio da doenca, em que os dados estao disponiveis, foi também

explorado para estes dois coortes. O primeiro coorte (AS)
composto por casos de AD (n = 74) e controlos (n = 31) apurados
no Arizona Alzheimer’s Disease Research Center (ADRC). O segundo

coorte (DS) foi montado no ADRC Duke Bryan e composto apenas por
individuos ApoE €3/¢4 (40 casos confirmados por autdpsia com
conhecida idade de inicio de doenca e 33 controlos) (Tabela 2).
Embora a sequenciacdo de ADN tenha sido bem sucedida, para um
sub-conjunto do coorte DS que tinha inicio de doenca dos 50 aos
68 anos de idade, andlises de associacdo foram limitadas a um
sub-conjunto de doentes que desenvolveram AD depois da idade de

60.

Tabela 2. Composigdes do coorte. O numero de casos e
controlos, média de idade e percentagem que sao do sexo feminino
sdao mostrados para cada série. A média de idade ¢é dada como
idade no diagnéstico para AD para casos e idade no exame para

controlos. O desvio padradao da média é dado em paréntesis.

% do Sexo
n Média de Idade (SD)
Feminino
Series Casos Controlos Casos Controlos Casos | Controlos
AS 74 31 81,7 (8,01) 77 (8,93) 56,3 46,7
DS 40 33 69,3 (8,3) 71,9 (7,5) 70 66,7
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Uma 4arvore filogenética de estrutura semelhante aquela
gerada no estudo exploratdério foi desenvolvida com forte suporte
“bootstrap” (97%, 1000 replicados) para o coorte AS. Individuos
ApoE ¢€4/¢4 ocorrem apenas no clado A (98% de separacdao entre
grupos, P = 2,0 x 10* teste exacto de Fisher, de duas caudas),
enquanto o0s restantes gendtipos de ApoE foram distribuidos entre
os clados A e B (Figura 6). Ou seja, ApoE €4 estava sempre em LD
com variantes do clado A enquanto ApoE €3 ocorreu em ambos o0s
haplétipos do clado A e clado B. A andlise da distribuicdo dos
poucos individuos ApoE €2/g4 na &arvore filogenética sugere que
hapldétipos ApoE €2-TOMM40 partilham wuma histdéria evolutiva
semelhante com hapldétipos ApoEe3-TOMM40 (dados nao mostrados).
Para verificar a estrutura filogenética wutilizando um método
separado e para garantir que a recombinacdo dentro do intervalo
genético nédo confunde a estrutura da Arvore filogenética
desenvolvida para o coorte AS, redes haplotipicas foram também
construidas utilizando parciménia estatistica (TCS versao 1.21
(Clement et al., TCS: a computer program to estimate gene
genealogies. Mol Ecol 9, 1657-9 (2000))). Os principais grupos
individuo-hapldétipo derivados dos dois métodos (maxima

parciménia e TCS) eram congruentes.

O clado A foil mais frequentemente associada com casos de AD
que o clado B (OR = 1,44, 95% IC = 0,76 - 2,70). Heterozigdticos
RpoE €3/¢4 (n = 36) foram analisados para estimar o risco de
doenca associado com hapldétipos do clado A enquanto controlando
o efeito de ApoE ¢€4. Houve uma maior tendéncia para maior

incidéncia de LOAD para o sub-conjunto que era homozigdtico para

TOMMA40 do clado A, relativo ao sub-conjunto que era
heterozigético para <clado A e <clado B (OrR = 1,36, 95%
IC = 0,40 - 4,61) e, por este motivo, foli postulado qgue, pelo
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menos, algumas das variantes de TOMM40, gue definem clado A

conferem risco de LOAD independente de ApoE ¢4.

A andlise dos dados de sequéncia do coorte AS identificou
39 sitios polimérficos na regido de 10 Kb de TOMM40, dos guais
houve 30 sitios informativos por parciménia (pelo menos dois
nucledétidos diferentes, cada representado em, pelo menos, duas
sequéncias). Dos 30 sitios informativos por parcimdédnia, 18

tinham uma frequéncia de alelo menor (MAF) > 0,10 e seis SNP

estavam fora do limite do gene TOMM40. 10 SNP ocorreram
exclusivamente no contexto de ApoE €3 (P = 6,07 x 10°°Y, Teste
exacto de Fisher, de duas caudas, n = 210) e nunca foram
observados em individuos homozigdéticos ApoE €4/€4 (n = 16). A

maioria das variantes de TOMM40 especificas para €3 foi

localizada em regides intrénicas.

A Figura 7 ilustra os 10 SNP e 6 polimorfismos de
insercao/deleccdo qgue distinguem os clados A e B de TOMM40 (a
P < 0,001) para os individuos ApoE €3/e¢3 do coorte AS. Estes
polimorfismos foram testados individualmente e como hapldtipos
para associacdo com risco de LOAD (Tabela 3). A razao de
probabilidades para risco de doenca para cada alelo do clado B,
em todos o0s casos 0 menor alelo, sugere que 0s alelos do clado B
sdo protectivos do risco de AD no coorte AS, contudo, em cada
caso, a associacdo perdeu significdncia por pouco. Para ter em
conta o efeito de ApoE €4 nas razdes de probabilidades
apresentadas na Tabela 3, foi construido um conjunto equilibrado
de 48 casos de AD e 48 controlos de AD por selecgadao aleatdria de
sequéncias de individuos ApoE €3/¢4 do grupo dos coortes AS e
DS. SNP unicos foram, novamente, associados nao
significativamente com LOAD neste conjunto equilibrado de dados.

Contudo, 0s alelos menores de quatro dos SNP (rs8106922,
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rsl1160985, rs760136, rs741780) que distinguem TOMM40 do clado B
foram analisados anteriormente em trés estudos de associacao de
genoma completo caso/controlo de LOAD e verificou-se serem
protectivos de risco de doengca (OR < 1 em cada caso), gque &
consistente com a tendéncia observada no presente estudo
(Abraham et al., A genome-wide association study for late-onset
Alzheimer’s Disease using ADN pooling. BMC Med Genomics 1, 44
(2008); Carrasquillo et al., Genetic variation in PCDH11X 1is
associated with susceptibility to late-onset Alzheimer’s
Disease. Nat Genet 41, 192-198 (2009); Takei et al., Genetic
association study on 1in and around the ApoE in late-onset

Alzheimer’s Disease in Japanese. Genomics 93, 441-448 (2009)).

82



Tabela 3. Estatistica descritiva e resultados de associacao genotipica e alélica para

08 SNP individuais.

Todos os gendtipos Apol

Elelo o q
W Sesigh Kl do WA i WRE LORDLCAC Contzelo  Cortrolo | LORD | LORD | LGRC | Contrcla Contzcla & | decerdor | syperior
Clado  todes,  icasos)  icontrclesi M i, M (n) (1 | o) | i) M) (mm) oo .

E 9% 9%

Bgeslz e o 1,3 (28 [N AT 38 23 I - 7 1 17 3 0,66 0,35 1,2

2096802 Afg q 1,3 [ (5 NI 38 23 EL - 7 1 17 3 086 | 0,35 1,24

SIN9hIE2 it H 1,30 £,2 £, ET 38 3 EL - 7 1 7 3 0,86 | 0,35 1,5

SI9TRL O Gle o 1,28 [ [l e 3 4 1 /i 7 13 17 1 0E| 08 1,5

209337 iy q 1,28 (2 [l 0 3 i 2 2] % 5 13 17 2 0,66 0,35 1,2

ST it N 1,26 £,28 L2 T 4 1 ELI A 13 12 15 1 0Ba | 0,4 1,7
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Outro polimorfismo que distinguiu os dois clados e, por
esse motivo, dois grupos de hapldétipos ApoE €3, foi uma wvariante
poli-T (rs 10524523) 1localizada no intrao 6 de TOMM40. Em
cromossomas de ApoE €4, a variante era relativamente longa, com
uma distribuigao de comprimentos estreita, unimodal de
(residuos T 21 - 30, média = 26,78, s.d. = 2,60, n = 232),
enquanto que em cromossomas de ApoE €3, foili evidente uma
distribuicdao de comprimentos com picos de residuos T a 15,17
(s.d. = 0,85, n = 36) e 33,15 (s.d. = 2,09, n = 55) (Figura 8).
Comprimentos de poli-T mais longos (T >= 27) segregaram quase

exclusivamente em clado A, o clado de maior risco, no coorte AS

(p = 7,6 x 10’%, n = 210, teste exacto de Fisher, de duas
caudas). A proporcado de caso/controlo para a categoria que
contem 0s dois, mais comuns, comprimentos mais curtos
(residuos T 15 ou 16) foi 1,46 (95% IC = 1,25 - 1,75), e a

proporcao de caso/controlo para a de comprimentos mais compridos
(residuos T 28, 29, 33 e 34) foi 2,02 (95% IC = 1,13 - 2,87).
Estes dados mostraram uma tendéncia para uma associacao entre o
comprimento de poli-T mais longo rsl0524523 e AD (OR = 1,38, 95%
IC = 0,80 - 2,39).

Enquanto havia apenas tendéncias de associacéao de
haplétipos de TOMM40 ou polimorfismos individuais com LOAD para
o coorte AS, havia uma associacado significativa entre a
categoria de comprimento poli-T de rs 10524523 e idade de inicio
de LOAD. Isso foi testado utilizando o coorte DS de individuos
ApoE €3/¢4 confirmados por autdpsia para os quais havia dados de
inicio de doenca. Alelos poli-T mais longos (>= 27 residuos T)
foram significativamente associados com inicio de doenga a uma
idade muito mais jovem (70,5 anos +/- 1,2 versus

77,6 anos +/ 2,1, P = 0,02, n = 34) (Fig. 5).
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Este polimorfismo, por esse motivo, teve impacto,
significativamente, na idade de inicio de doencga para individuos
que transportavam um alelo ApoE €3. Trés outros polimorfismos de
comprimento poli-T localizados no intréao 6 (rs34896370,
rs56290633 e rsl0602329) também distinguiram clados A e B, mas
estes polimorfismos nao estavam associados com idade de inicio
da doenca. De um modo semelhante, nao houve relacao entre
haplétipos de SNP distinguidos por clado e idade de LOAD, ou
para o SNP unico, rs8106922, que tinha sido, significativamente,
associado com risco de DA em trés estudos de associacao de
genoma completo (Abraham et al., A genome-wide association study
for late-onset Alzheimer’s Disease using ADN pooling. BMC Med
Genomics 1, 44 (2008); Carrasquillo et al., Genetic variation in
PCDH11X is associated with susceptibility to late-onset
Alzheimer’s Disease. Nat Genet 41, 192-198 (2009); Takei et al.,
Genetic association study on 1in and around the ApoE in
late-onset Alzheimer’s Disease in Japanese. Genomics 93, 441-448

(2009)) (dados nao mostrados).

Concluiu-se que extensdes de poli-T mais longas em
rs 10524523 eram correlacionadas significativamente com idade de
inicio de LOAD ©precoce. O comprimento desta variante é
relativamente homogéneo e relativamente longo, em cromossomas de
ApoE ¢4, enquanto que existem duas categorias de comprimentos de
poli-T ligados a ApoE £3. Cromossomas de ApoE ¢2 também parecem
transportar repeticbdes de poli-T de comprimento varidvel
semelhante a cromossomas €3, mas € necessaria investigacéo
adicional para verificar esta conclusdo preliminar e ©para

determinar se a repeticdao de poli-T tem impacto na idade de

inicio da doenca muito avancada para portadores de ApoE £2.
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Enquanto ¢é ©possivel que existam outras variantes que
influenciam a idade de inicio de LOAD para individuos que néao
sdo homozigdéticos para ApoE ¢4, o comprimento do polimorfismo
poli-T no intrdo 6 de TOMM40 parece ser o preditor genético mais
potente nesta regiao de ligacao e deve ser validado
prospectivamente. Estes dados sugerem que a idade estratificada
por gendétipo de ApoE de curvas de inicio (Corder et al., Gene
dose of apolipoprotein E type 4 allele and the risk of
Alzheimer’s Disease 1in late onset families. Science 261, 921-3
(1993); Li et al., Candidate single-nucleotide polymorphisms
from a genomewide association study of Alzheimer’s Disease. Arch
Neurol 65, 45-53 (2008)) sao, na realidade, grupos de curvas,
com cada curva reflectindo uma interacgado especifica de
polimorfismos ligados em ApoE e TOMM40. Por esse motivo, estes
dados adicionam resolucdo a predicdo da idade de inicio de LOAD,
dentro de uma janela de 5-7 anos, para individuos com mais de 60
anos de idade. 0O estudo para validar a associacgcdo de gendtipos
de ApoE e hapldétipos de TOMM4O ou rs 10524523 com a idade de
inicio da doenga a ser actualmente planeada. Este estudo serd um
estudo prospectivo, de 5 anos, de base populacional conduzido em
diversos grupos étnicos e sera combinado com uma prevengao ou

atraso de inicio da doenca do ensaio do farmaco.

METODOS

Os dois coortes analisados neste estudo foram do Arizona
Alzheimer’s Disease Research Center (ADRC), Phoenix, Arizona e
do Duke Bryan ADRC, Durham, Carolina do ©Norte. Todos o0s8
individuos eram de descendéncia Europeia. 0Os estudos do Arizona
e Duke foram aprovados por conselhos de revisao institucionais e

foram obtidos consentimentos informados apropriados de todos os
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participantes. Os dados da idade e género para 0SS casos e
controlos em cada coorte sdao mostrados na Tabela 2. Para o
coorte Duke, a idade de inicio da doenca foi determinada
retrospectivamente e o diagnédéstico da doenca foi confirmado por

autodpsia.

As amostras foram plaqueadas em placas de 96 pogos para PCR
de longo alcance e sequenciacao de ADN em Polymorphic DNA

Technologies (Alameda, CA).

O PCR de longo alcance foi realizado utilizando Polimerase
Takara LA Taq (Takara Mirus Bio). A mistura de reacgao e
condigbdes de PCR foram as mesmas dgue as recomendadas pelo
fabricante. O PCR foi conduzido num volume de 50 pL com 2,5 U de
LA Tag e 200-400 ng de ADN gendmico humano. A termociclagem foi
realizada com as seguintes condig¢des: 94 °C, 1 min durante
1 ciclo; 94 °C, 30 seg; 57 °C, 30 seg; 68 °C, 9 min durante
14 ciclos; 94 °C, 30 seg; 57 °C, 30 seg; 68 °C, 9 min
+15 seg/ciclo durante 16 ciclos; 72 °C, 10 min durante 1 ciclo.

Iniciadores para PCR de longo alcance sao mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Inicladores de sequenciacao directos e reversos estao listados., A linha
sombreada indica o8 iniciadores directo e reverso utilizados para PCR de longo alcance de Re

(Fiqura 2).

Iniciadores Directos Iniciadores Reversos
Sequéncia Coordenada do | Posicdo do | SEQ ID Sequéncia Coordenada do | Posigdo do | SEQID
Iniciador Iniciador em Ne Iniciador | Iniciador em Ne

UCSC (da Produto de UCSC (da Produto de
extremidade | PCR Clonado extremidade | PCR Clonado
3 do (da 3 do (da

iniciador) extremidade iniciador) extremidade
3" do 3" do
iniciador) iniciador)

CAGSRRATAGCTRICAD 2% 112 3 CCURCTCETTGITSA 50053624

GTGAISGZCATTCAAC 20093033 024 5 GRATRGEESCCTTTCA 50033782 87t &
CGIACCTATCRRAC 20093237 8es 7 CAATCTCCTAGERTCC 50033812 Z108 3
G_CICTECAGRTSTC 2000%0" 1157 9 CGEARGTIGCACTRAC 50033706 30 10
CACTGCAACTZTIGC 20093722 1313 ‘1 AACGTCAAGGT “ATACT 50032218 914 17
CCTCTCITGCCTACC 20094739 1585 2 ACARSCCTAGGZGRCAT 5003£75) 2366 1t
CCCARVIRAT TTICIRTTCS 000460 2205 i CCZGTAATCCCAGCTAT 5003507 2558 16
ACATTZCTGECCTGIAS 20008173 215 1 TCAICTCTCTG GCARCCTAR 50035274 2920 18
CCACATESGC TSICT 3199 ! GGCARAATGACCATCACT 5035604 3400 A0
CCTRGAISCCUARATD 367 21 GCAGTACCAGCTRST 500%6¢13 3814 2
AACTCTCAGIEGAICETS 1067 2 GAZGGICTAR CTCCITA 50036621 16 I
CTATRCITCCARCTACTGA 132 2 TCOTTICCRAGCATAARRCATRSTA | SC0%6EES 47 2
AETOCCCSCTACTTA 4676 2] GGEGRTEEACRARGCT 500377265 L84 78

CRCACGTGZRTGLT 547 28 TCRAAACCCTCTAGED HL037E83 5484 3

A

GRACAGATTCATCCCCR 20007k61 546 3 CACCCACEATCCASTT 50038141 513 32
CCTSCATAGCARTTCCAT 2096143 b4t 33 CAAGUCACACTCARACTT 5038721 5827 3
GEGRITCTCACTAGCA 20008463 o0eh 3 CAGRRTCCTGCET 50038876 0177 30
CECTGCETTAASTCCE 20096237 6233 31 ACACTTCAGARRAZGC 5008757 6353 38
CZGOGCTCAGETCAT 2009525) 0946 3 ACARRGTCUTCZATACCD 50048077 0673 40
CCARACATCTEGGATITATARD 20097 7775 il TAACCTEESGI 65T 50039473 023 1
CGSRACCACRATACC 20298330 1286 £ AACITCCITTGETAICAS 50039873 EYE 4
AZCTCCCTCACTSIA 20000787 1837 L5 GCAASACEGAGACTCT 50130767 7803 1o

CCRRRRGACCTCTRIGC 20206739 823 ] TGZGCCTCORTCRRICTR 50100567 8163 49
AEGACTUIACERS 20001197 8793 i TGAGCTCATCCCEST 50100960 8526 50

CCCTSTZOTATTTRICAS 50102273 8924 5
GCARRACEACGECTRC S107eE] 9271 52




Os produtos de PCR foram corridos num gel de agarose a
0,8%, visualizado por corante violeta de cristal comparados com
padrdes de tamanho, cortados do gel gel e extraidos com
materiais de purificacdo incluidos no kit de Clonagem TOPO XL
PCR (Invitrogen). 0s produtos do PCR de longo alcance foram
clonados num vector de clonagem TOPO XL PCR. Este sistema
utiliza um vector de clonagem TA e é recomendado para insercdes
de até 10 kb. Segundo as instrucgdes do fabricante, células
electrocompetentes (do mesmo kit) foram transformadas pelo
vector, plagqueadas na presenca de antibidtico e incubadas. Dez
clones de cada placa foram escolhidos e cultivados num formato

de 96 pocgos.

Foram transferidas culturas diluidas para um tampao de

desnaturacao que fazia parte do kit de Amplificacdo de

Sequenciacao de ADN TempliPhi (GE HealthCare/Amersham
Biosciences). Este tampdo provoca a libertacdao de ADN plasmidico
mas nao ADN bacteriano. As culturas foram aquecidas,

arrefecidas, centrifugadas e transferidas para placas contendo a
enzima TempliPhi e outros componentes. Esta mistura foi
incubada, a 30 °C, durante 18 horas para promover a amplificacao
dos modelos de plasmideos. Estes produtos foram entao

centrifugados e aquecidos até 65 °C para destruir a enzima.

Foram wutilizados modelos de plasmideos em reaccgdes de
sequenciacao de ADN utilizando o Corante Big, versao 3.1 do kit
de sequenciacado (Apllied Biosystems). Para cada reaccgao, foi
utilizado um iniciador de sequenciacado apropriado (Tabela 4) gue
foi concebido para emparelhar com uma uUnica localizacgado do
modelo. A sequenciacdo do ciclo foi realizada com uma
temperatura de emparelhamento de 50 °C, uma temperatura de

elongamento de 60 °C, e uma temperatura de desnaturacao de
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96 °C, durante um total de 30 ciclos. 0Os produtos de reaccao de
sequenciacao foram corridos num sequenciador de ADN ABI 3730XL
com uma matriz capilar de 50 cm, utilizando o modo de corrida

padrao.

Um programa de andlise de sequenciacdo de propriedade
chamado *“Agent” (desenvolvido por Celera) foi wutilizado para
alinhar leituras de sequenciacdo a sequéncia de referéncia
apropriada e produzir 'contiguos' associados com cada clone. O
Sistema proporciona indices de qualidade estimados para todas as
bases para as quais existe qualgquer variacdo para qualquer das
amostras. O relatdério da sequenciacdao para cada amostra foi
analisado para a presenca de SNP que foram correlacionados num
haplétipo padrdo para um sub-conjunto de clones e num diferente
haplétipo padrdo para o0s restantes clones. Um arquivo de
referéncia para a regido de interesse foi preparado por listagem
das variagdes conhecidas para aquela regido, publicamente
disponiveis de dbSNP NCRBI. Um arquivo de gendtipo para a regiao
de interesse foi <criada ©para ©pesquisar cada relatdrio do
haplétipo de cada individuo para todas as variagdes entre a
sequéncia de referéncia conhecida e as sequéncias haplotipicas

consensos.

A magnitude do erro de leitura de comprimento para as
variantes poli-T (e. g., rsl0524523) foi estimada por examinacgéo
dos comprimentos observados dos 10 clones que foram preparados
para amostras que tinham um uUnico haplétipo. Para uma amostra
tipica com comprimento curto de poli-T de 16, o desvio padréo
para os 10 <clones foi 0,97. Para uma amostra tipica com
comprimento longo de poli-T, e. g., 27, o desvio padrao foi

1,58.

90



A andlise filogenética foil conduzida. Um alinhamento de
sequéncias multiplas das sequéncias foi realizado utilizando o
programa ClustalW2 (versao 2.0.10), utilizando parédmetros
padrdao. O ajustamento manual dos alinhamentos foi concluido
utilizando Genedoc (versao 2.7.000). Foram construidas &rvores
filogenéticas utilizando reconstrucdes Bayesianas, maxima
verosimilhanga e baseadas na distdncia. O software de construgédo
da 4&rvore filogenética wutilizado foi Paup* (versadao 4.0bl0),
ClustalX2 (métodos de juncdao de vizinhos, versdo 2.0.10) e

Mr. Bayes (versao 3.1.2).

Foi utilizada bisseccdo de &arvore e reconexdo de troca de
em todos os métodos. O melhor modelo de ajustamento da evolucgéo
da sequéncia foi estimado utilizando o programa Modeltest
(versao 3.7) que proporcionou estimativas para o0s seguintes
factores chave: matriz de taxa, forma da distribuicdo gama e
proporgdo de sitios ndo varidveis. Foi realizada anédlise
“bootstrap” utilizando 1000 replicados para determinar suporte

estatistico para a morfologia da arvore especifica.

Redes haplotipicas foram também construidas a partir dos
dados de sequéncia wutilizando o programa TCS (versao 1.21
(Clement et al., TCS: a computer program to estimate gene
genealogies. Mol Ecol 9, 1657-9 (2000))) para comparar as
arvores filogenéticas com cladogramas estimados utilizando
parciménia estatistica. As a&rvores filogenéticas e redes
haplotipicas foram construidas duas vezes, com lacunas tratadas
como dados perdidos para a primeira instédncia e como um quinto
caracter para a segunda instédncia. A diversidade nucleotidica na
regiao de interesse foi calculada utilizando DnaSP

(versao 5.00.02 (Librado et al., DnaSP v5: a software for
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comprehensive analysis of ADN polymorphism data. Bioinformatics

25, 1451-2 (2009))).

Apds a construcdo das arvores filogenéticas, a rede
haplotipica e conclusdo da andlise da diversidade nucleotidica
na regidao de interesse, o0s resultados dos diferente métodos
foram comparados e reconciliados com uma &rvore consenso. Foi
presumido que grupos de sequéncias partilhando uma mutacdo da
doenca recente segregavam mais proximamente na arvore
filogenética, contudo, casos esporadicos devido a fenocédpias,
domindncia e epistasia, pode introduzir interferéncia na relacgéo
fendétipo-hapldétipo (Tachmazidou et al., Genetic association
mapping via evolution-based clustering of hapldétipos. PLoS Genet

3, elll (2007)).

Contudo, casos espordadicos devido a fenocdpias, domindncia
e epistasia pode introduzir interferéncia na relacao
fendétipo-hapldétipo. Esta andlise filogenética focou-se numa
agregacao de alto nivel de clados, de modo a minimizar estes
efeitos. Os clados determinados na primeira divisdo na A&rvore
filogenética foram wutilizados ©para testar a hipdtese qgue
hapldétipos de individuos de TOMM40 do clado “B” foram associados
com inicio de AD numa idade mais avancgcada que hapldtipos de
individuos do clado “A", (cada individuo contribuiu com dois
haplétipos para a idade de inicio do sinal de associagao de AD).
O numero de testes de associagdao que sao realizados utilizando
esta abordagem foi ordens de magnitude menores gque em estudos de
associacdo de genoma completo tipicos, dado gque a andlise
filogenética identificou categorias de haplétipos de individuos
relacionados evolutivamente. Se 0s testes de associacgao
confirmaram que os diferentes clados classificaram os dados de

haplétipo de individuos por idade de inicio, andlise estatistica
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adicional foi realizada para identificar as variantes que
separaram as sequéncias em cada clado. Efectivamente, esta
andlise confirmou a significdncia de cada variante como um
factor que influencia a idade de inicio utilizando uma série de
testes de um grau de liberdade guiados pela estrutura da arvore.
As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando
nucledétidos Unicos e polimorfismos de insercao/deleccdao. Os
testes estatisticos de associacdao foram ajustados com uma
correccao de Bonferroni para o numero de sitios polimérficos

incluidos na analise.

Relatdérios de hapldétipo do software de andlise Polimdrfica

e relatdérios do software DnaSP (versao 5.00.02 (Librado et al.,

DnaSP vb: a software for comprehensive analysis of ADN
polymorphism data. Bioinformatics 25, 1451-2 (2009))) foram
utilizados para andlises estatisticas subsequentes. Foram

analisadas variantes de TOMM40 SNP individuais, hapldétipos de
TOMM40 e comprimento de repeticgdes de poli-T para associagao com
risco de LOAD para o coorte AS e idade de inicio de LOAD para o
coorte DS. Diferencas nas proporgdes de alelos especificos de
TOMM40 associados com cada alelo de ApoE ou gendtipo de ApoE
foram comparados utilizando o teste exacto de Fisher (de duas
caudas). Comecando com 30 sitios informativos por parcimdbdnia e
o = 0,05, uma correccdo de Bonferroni para a significédncia de
uma associacdo alélica especifica iria regquerer um valor de P de
0,001. Foram calculadas razdes de probabilidade (OR) como o
(numero de alelos menores em casos/numero de alelos menores em
controlos) /numero de alelos maiores em casos/numero de alelos
maiores em controlos) e referidos com intervalo de confiancga de
95%. Médias para idade de LOAD definida de grupos de inicio
foram comparadas por testes t, de duas caudas. Um teste F padrao

em variagdes de grupo fol realizado para determinar se o teste ¢t
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foi calculado assumindo varidncias iguais ou diferentes. A
andlise estatistica foi concluida utilizando software JMP

(versao 8, SAS Institute, Cary, NC).

Cédigos de Acesso: GenBank: TOMM40, translocase da membrana
mitocondrial externa 40 homologa, 10452; ApOE,
apolipoproteina E, 348

0O acima mencionado é ilustrativo da presente invengao e néao
deve ser interpretado como limitativo da mesma. A invengao é
definida pelas seguintes reivindicacgdes, com equivalentes das
reivindicac¢cdes a ser aqui incluidas.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Shiraz Pharmaceuticals, Inc.

Roses, Alan D.

<120> METODO PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RISCO DE DOENCA

<130> 9719-2W0

<150> US 61/224,647
<151> 2009-07-10

<150> US 61/186,673
<151> 2009-06-12

<150> US 61/088,203
<151> 2008-08-12
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<160> 52

<170> PatentIn versao 3.3
<210> 1

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de PCR de longo alcance

<400> 1
aactcagagg ccagagattc taagt 25

<210> 2

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de PCR de longo alcance

<400> 2

aacagcctaa tcccagcaca titac 25

<210> 3
<211> 17
<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 3

caggaaacag ctatgac 17

<210> 4
<211> 15
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacgao

<400> 4

cccactggtt gttga 15

<210> b5
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 5

gtgtgatggt gattcaac 18

<210> ©
<211> 16
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 6
gaataggggc ctttca 16

<210> 7
<211> 15
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 7

ctgcaggtat gaaag 15

<210> 8
<211> 16
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacgao

<400> 8
caatctecta gggtge 16
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
15
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

9

gtctctgcag atgtg 15

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

<220>
<223>

<400>

10
16
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

10

cggaagttgc agtaag 16

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

<220>
<223>

11
15
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao
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<400> 11

tactgcaact tcege 15

<210> 12
<211> 17
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacgao

<400> 12
aaggtcaagg ttacact 17

<210> 13
<211> 15
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 13

tctetgttge cecacg 15

<210> 14

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>
<223>

<400>

Iniciador de sequenciacao

14

acaagcctag gtgacat 17

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

<220>
<223>

<400>

15
21
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacéo

15

cccaactaat tittgtatte g 21

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

<220>
<223>

<400>

16
17
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacéo

16

cctgtaatcc cagcetat 17

<210>
<211>
<212>

17
17
ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 17

acatttgtgg cctgtac 17

<210> 18
<211> 20
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 18

tcatctctct gtgaacctaa 20

<210> 19
<211> 16
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 19
ccacatgggc ttgtgt 16
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20
18
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

20

ggcaaaatga cgatcagt 18

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

<220>
<223>

<400>

21
16
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

21

cccagatgcec caaatc 16

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

<220>
<223>

22
15
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao
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<400>

22

gcagcaccag ctagt 15

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

<220>
<223>

<400>

23
17
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

23

aactctgagt ggatgtg 17

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

<220>
<223>

<400>

24
19
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacéo

24

gatggtctca atctectta 19

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

25
19
ADN

Artificial
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<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 25

ctatagtccc aactactga 19

<210> 26
<211> 25
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 26

ttttttccaa gcataaaaca tagta 25

<210> 27
<211> 15
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 27

agtcceegct actta 15

<210> 28
<211> 16
<212> ADN
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<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Iniciador de sequenciacao

28

ggggatggac aaagct 18

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

<220>
<223>

<400>

29
16
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

29

accacaggtg tatgcc 16

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

<220>
<223>

<400>

30
17
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

30

tgaaaagccc tctagac 17

105



<210> 31
<211> 17
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 31

gaacagattc atccgea 17

<210> 32
<211> 16
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 32

cacccacgat ccagtt 16

<210> 33
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao
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<400>

33

tgtggatagc aactggat 18

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

<220>
<223>

<400>

34
19
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacgao

34

caaagccaca ctgaaactt 19

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

<220>
<223>

<400>

35
16
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

35

ggoattctga gtagea 16

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

36
13
ADN

Artificial

107



<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 36
cagaatcctg cgt 13

<210> 37
<211> 16
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 37

tgctgectta agteeg 16

<210> 38
<211> 16
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 38

acacttgaga aaacgg 16

<210> 39
<211> 15
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 39

ctggggtcag ctgat 15

<210> 40
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacgao

<400> 40

acaaagtcct ctatagcc 18

<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 41

tgaaacatct gggatttata ac 22
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42
16
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacéo

42

taacctgogg ttgott 16

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

<220>
<223>

<400>

43
17
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao

43

ctggaaacca caatacc 17

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

<220>
<223>

44
19
ADN

Artificial

Iniciador de sequenciacao
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<400> 44

aagttccttt gctcatcag 19

<210> 45

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 45
atctcggcte actgta 16

<210> 46
<211> 16
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 46

gcaagaggga gactgt 16

<210> 47
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 47

gtcaaaagac ctctatgce 18

<210> 48
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacgao

<400> 48

tgtgcctgga tgaatgta 18

<210> 49
<211> 14
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacgao

<400> 49

aggactccac gagt 14
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<210> 50
<211> 15
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 50
tgagctcatc ccegt 15

<210> 51

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 51

ccgtgttcea tttatgag 18

<210> 52

<211> 16

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Iniciador de sequenciacao

<400> 52

gtaaaacgac ggccag 18

Lisboa, 15 de Maio de 2014
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REIVINDICACOES

Método para determinar o risco de desenvolvimento da doenga

de Alzheimer num individuo, compreendendo:

(a) detectar, a partir de uma amostra bioldgica contendo
ADN retirado do referido individuo, a presenca ou
auséncia de wuma variante genética do gene TOMM40
associado com risco aumentado ou diminuido da doenca
de Alzheimer, em que a referida variante ¢é um
polimorfismo de deleccdo/insercdo no intrdao 6 ou

intrdo 9 do gene TOMM40; e

(b) determinar se o referido individuo estd em risco
aumentado ou diminuido da Doenca de Alzheimer quando a

referida variante genética estd presente ou ausente.

Método da reivindicacdo 1, compreendendo, ainda, detectar
se o referido individuo é um individuo Apo E2/E2, E2/E3,

E2/E4, E3/E3, E3/E4, ou E4/E4.

Método da reivindicacgadao 1, compreendendo ainda detectar se

o referido individuo é um individuo Apo E3/E3 ou E3/E4.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenga de Alzheimer seleccionado do grupo consistindo
de inibidores da acetilcolinesterase, antagonistas do
receptor de NMDA, agonistas ou moduladores de receptor
activado por proliferadores de peroxissoma (PPAR),
anticorpos, proteinas de fusao, moléculas de ARN

terapéuticas e suas combinag¢des, para utilizacao num método



de tratamento da doenca de Alzheimer, caracterizada pelo
facto do método compreender o passo de determinar se um
individuo estd ou ndo em risco de desenvolver doenca de
Alzheimer, em que o risco ¢é determinado de acordo com o

método de qualguer uma das reivindicacgdes 1-3.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizacéao como na
reivindicacdo 4, em que o referido agente é um agonista ou
modulador de receptor activado por proliferador de

peroxissoma.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizacao como na
reivindicacao 5, em gue o agonista ou modulador € uma

tiazolidinediona.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doencga de Alzheimer para utilizacgéo como na
reivindicacdo 5, em que o agonista ou modulador é um

farmaco tiazolidinediona.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizacdo em gualquer uma
das reivindicacdes 4-7, em que o referido tratamento é para

atrasar o inicio da doenga de Alzheimer.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doencga de Alzheimer para utilizacgéo como na
reivindicacdo 4 ou reivindicacdao 5, em que a referida

variante genética do gene TOMM40 é uma variante de insercéao



10.

11.

12.

13.

14.

poli-T na localizacgdao gendmica 50094889 de NCBI BRuild 36.3
(rs10524523) .

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doencga de Alzheimer para utilizacgéao como na
reivindicacdo 6 ou reivindicacdao 7, em dque a referida
variante genética do gene TOMM40 é uma variante de insercéo
poli-T na localizacgdo gendémica 50094889 de NCBI Build 36.3
(rs10524523) .

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizacdo de acordo com
qualquer das reivindicacgdes 4-8, em que o referido
polimorfismo de insercdo/delecgdo (DIP) € um polimorfismo

de insercdo/deleccdo poli-T.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizacdo de acordo com
qualgquer das reivindicagdes 4-8, em que a referida variante

-

genética do gene TOMM40 é rsl0524523.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 4 ou reivindicacao 5, em que o referido DIP é
um polimorfismo de insercdo/deleccgdo poli-T tendo um poli-T

de entre 20 e 50 pares de base contiguos.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizac¢do de acordo com a
reivindicacdo 6 ou reivindicacao 7, em que o referido DIP é
um polimorfismo de insercao/deleccgdo poli-T tendo um poli-T

de entre 20 e 50 pares de base contiguos em rsl10524523.



15.

16.

17.

18.

Quantidade eficaz de tratamento de um agente activo
anti-doenca de Alzheimer para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 10, em que o referido tratamento compreende

atrasar o inicio da doenca de Alzheimer.

Método para determinar um progndéstico ou o risco de
desenvolver doenga de Alzheimer num doente compreendendo
obter um perfil do doente, em que a referida obtencao de um

perfil do doente compreende:

detectar a presenca ou auséncia de, pelo menos, um
alelo ApoE 2, ApoE 3 ou ApoE 4 numa amostra bioldgica do

referido doente, e

detectar a presenga ou auséncia de, pelo menos, um
polimorfismo de deleccdo/insercao (DIP) de TOMM40

localizado no intrédo 6 ou intrao 9 do gene TOMM40, e depois

converter o referido perfil do doente no referido
prognéstico, em gue a presenca do referido alelo ApoE 2,
ApoE 3 ou ApoE 4 e a presenga do referido pelo menos um
polimorfismo DIP de TOMM40 identifica o referido doente

como um doente em risco de desenvolver doenga de Alzheimer.

Método da reivindicacao 16, em que o referido DIP & um
polimorfismo de insercado/delecgdo poli-T.
Método da reivindicacgdo 16, em que o referido DIP &

rsl10524523.



19.

20.

Método da reivindicacdo 16, em que a variante genética do
gene TOMM40 é o) polimorfismo de insercao/deleccao
rs10524523 tendo um poli-T de entre 20 e 50 pares de base

contiguos.

Método da reivindicacdo 16, compreendendo ainda:

detectar, a partir de uma amostra bioldgica contendo ADN
retirado do referido individuo, a presengca ou auséncia de
uma variante genética do gene TOMM40 associado com risco
aumentado ou diminuido de doenca de Alzheimer, em que a
referida variante é um polimorfismo de deleccdo/insercdo no

intrdao 6 ou intrao 9 do gene TOMM40; e
determinar o referido individuo estd em risco aumentado ou

diminuido da doencga de Alzheimer quando a referida variante

genética estd presente ou ausente.

Lisboa, 15 de Maio de 2014
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OBTER INFORMACA}O DA SEQUENCIA DE ADN DE
UM LOCUS GENETICO DEFINIDO DE UMA
POPULACAO DE INDIVIDUOS APROPRIADA

!

UTILIZAR ALGORITMO DE ALINHAMENTO DE S/EQUENCIAS
MULTIPLAS PARA DEFINIR BLOCOS DE HAPLOTIPOS NA
REGIAO GENETICA A SER ESTUDADA

y

CONSTRUIR ARVORE FILOGENETICA
REPRESENTANDO LIGACOES ENTRE BLOCOS
HAPLOTIPICOS DEFINIDOS

!

PERCORRER RAMIFICACOES DA ARVORE FILOGENETICA
CONTANDO INDIVIDUOS REPRESENTANDO CADA DE UM
FENOTIPO DE INTERESSE PARA CADA NO

y

IDENTIFICAR UM NO ONDE A PROPORCAO:
INDIVIDUOS NAO AFECTADOS PARA O FENOTIPO DE
INTERESSE E SUBSTANCIALMENTE DIFERENTE QUE

O DO NO ANTERIOR, QUE E UM PONTO DE
RAMIFICACAO DE INTERESSE

FIG. 1




PROPORCAQ DE CADA
GENOTIPO NAQ AFECTADO

2 /9

IDADE DE INICTIO

F1G. 2
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FiG. 4
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E3/E4=38%

E3/E3=38%

CLADO A
DE
TOMMA40

E4/E4=24%

HAPLOTIPOS
DE TOMM40

CLADO B
DE
TOMMA40

E3/E3=65%

E4/E4=0%

FIG. 5
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CLADO B
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