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DESCRIPCION
Método de cribado para la reaccion de hipersensibilidad a un farmaco
Antecedentes

Las reacciones de hipersensibilidad (HSR) son reacciones inesperadas de tipo inmunoldgico (alergia) que aparecen
en una minoria de pacientes tratados con terapia antirretrovirica. No se ha descubierto ningin sintoma ni ensayo de
laboratorio que prediga o diagnostique dichos acontecimientos. Los sintomas habituales, que aparecen en
combinaciones, incluyen fiebre, sarpullidos, reacciones gastrointestinales, fatiga severa y sintomas respiratorios.
Estas reacciones de hipersensibilidad constituyen una entidad clinica diferenciada y no son los simples sarpullidos
(sarpullidos suaves sin sintomas sistémicos) que son reacciones habituales a muchos farmacos. Las reacciones de
hipersensibilidad se solucionan cuando se deja de tomar el farmaco causante, pero vuelven cuando se reinicia la
toma. El mecanismo exacto de las reacciones de hipersensibilidad es desconocido.

La terapia antirretrovirica ha demostrado ser eficaz para el tratamiento de individuos infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) o diagnosticados con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). La
terapia con combinaciones de agentes antirretroviricos puede prolongar la supervivencia y disminuir el riesgo de
complicaciones de la infecciébn por VIH-1. Pueden producirse reacciones adversas con cualquier agente
antirretrovirico, algunas de las cuales con el potencial de provocar grave morbilidad y mortalidad (véase, por
ejemplo, Samuel et al., Antiretroviral Therapy, 2000, Arch. Pharm. Res., 23:425 (2000); Carr et al., Lancet, 356:1423
(2000)). Las reacciones adversas habituales, y normalmente menos graves, incluyen nauseas, dolor de cabeza,
fatiga, diarre, y sarpuliidos no severos en la piel. Las reacciones adversas menos habituales, pero a veces graves,
frente a los agentes antirretroviricos incluyen sarpullidos severos en la piel, pancreatitis, acidosis lactica, y
reacciones de hipersensibilidad.

Se ha indicado que aparecen reacciones de hipersensibilidad al abacavir (Ziagen) en aproximadamente 5% de los
pacientes que reciben este agente solo o en combinacion con otros agentes antirretroviricos (ndtese que el Ziagen
esta indicado para el tratamiento de la infeccion por VIH-1 en combinacion con otros agentes antirretroviricos). El
cese de la toma de abacavir conduce a la resolucion de los sintomas de la reaccion de hipersensibilidad. La
administracion continuada de abacavir ante una reaccién en curso o la reintroduccién de abacavir en pacientes con
una historia anterior de reaccién puede producir una reaccion subita, grave y potencialmente mortal.

Un ensayo de cribado para identificar los sujetos que tienen un mayor riesgo de presentar una reaccion de
hipersensibilidad frente a un compuesto farmacéutico seria Gtil en la medicina clinica.

Sumario de lainvencién

Un primer aspecto de la presente invencion es un método para identificar genotipos que confieren una mayor o
menor riesgo de una reaccion de hipersensibilidad al abacavir en sujetos humanos. En una poblacion de sujetos de
ensayo, cada sujeto se genotipifica para detectar polimorfismos en un gen candidato, tal como el gen TNFalfa
(TNFa), MICA, MICB y/or los genes HLA. Se administra un régimen terapéutico de abacavir a cada sujeto (antes, al
mismo tiempo o después de la genotipificacion del sujeto), y se identifican los sujetos de ensayo que muestran (o
mostraron) sefiales clinicas de una reaccién de hipersensibilidad al abacavir. Los genotipos de los sujetos de ensayo
en los sitios polimérficos en los genes candidatos se correlacionan con la aparicion de sefiales clinicas de reaccion
de hipersensibilidad, para determinar cuéles son los genotipos asociados con un mayor 0 menor riesgo de una
reaccion de hipersensibilidad (comparado con otros genotipos o con una poblacién general que no haya sido
estratificada segun el genotipo).

Otro aspecto de la presente invencion es un método para determinar si un individuo tiene un mayor riesgo de sufrir
una reaccion de hipersensibilidad al abacavir, determinando si el individuo tiene un genotipo que esta asociado con
un mayor riesgo de una reaccion de hipersensibilidad, comparado con el riesgo en sujetos con otros genotipos.

Otro aspecto de la presente invencion es un método para determinar si un individuo tiene un menor riesgo de sufrir
una reaccion de hipersensibilidad al abacavir, determinando si el individuo tiene un genotipo que esta asociado con
un menor riesgo de una reaccidn de hipersensibilidad, comparado con el riesgo en sujetos con otros genotipos.

Otro aspecto de la presente invenciéon es un método de cribado de un sujeto humano como ayuda para evaluar la
idoneidad de la administracién de abacavir, determinando si el sujeto tiene un genotipo de TNFa que ha sido
asociado con un mayor riesgo de una reaccion de hipersensibilidad frente al abacavir, comparado con el riesgo en
sujetos con otros genotipos de TNFa. La presencia de dicho genotipo de TNFa indica que el sujeto tiene un mayor
riesgo de una reaccion de hipersensibilidad al abacavir.

Otro aspecto de la presente invencién es un método de cribado de un sujeto humano como ayuda para evaluar la
idoneidad de la administracion de abacavir, determinando si el sujeto tiene un genotipo de HLA que ha sido asociado
con un mayor riesgo de una reaccién de hipersensibilidad frente al abacavir, comparado con el riesgo en sujetos con
otros genotipos de HLA. La presencia de dicho genotipo de HLA indica que el sujeto tiene un mayor riesgo de una
reaccion de hipersensibilidad al abacavir.
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También se describe un método para tratar a un sujeto humano con abacavir, genotipificando en primer lugar el
sujeto para detectar la presencia o la ausencia del alelo HLA-B57, y después administrando abacavir si no se
detecta el alelo HLA-B57.

Otro aspecto de la presente invencion es un método de cribado de un sujeto humano, como ayuda para predecir el
riesgo del sujeto de sufrir una reaccion de hipersensibilidad a un régimen terapéutico de abacavir, genotipificando
una muestra de ADN del sujeto para determinar la presencia de un polimorfismo en el gen TNFaq, en el que el
polimorfismo ha sido previamente asociado con un mayor riesgo de HSR al abacavir, comparado con el riesgo de
HSR asociado con otros polimorfismos de TNFa. La deteccion de la presencia de un genotipo de TNFa que se ha
asociado con una mayor incidencia de reacciones de hipersensibilidad al abacavir (comparado con la incidencia de
HSR al abacavir asociada a otros genotipos de TNFa) indica que el sujeto tiene un mayor riesgo de una reaccion de
hipersensibilidad al abacavir.

Otro aspecto de la presente invencion es un método de cribado de un sujeto humano, como ayuda para predecir el
riesgo del sujeto de sufrir una reaccién de hipersensibilidad a un régimen terapéutico de abacavir, genotipificando
una muestra de ADN del sujeto para determinar la presencia de un polimorfismo en un gen HLA, en el que el
polimorfismo ha sido previamente asociado con un mayor riesgo de HSR al abacavir, comparado con el riesgo de
HSR asociado con otros polimorfismos. La presencia de un genotipo de HLA que se ha asociado con una mayor
incidencia de reacciones de hipersensibilidad al abacavir (comparado con la incidencia de HSR al abacavir asociada
a otros genotipos de HLA) indica que el sujeto tiene un mayor riesgo de una reaccion de hipersensibilidad al
abacavir.

También se describe un método para identificar genotipos humanos asociados con un mayor riesgo de una reaccion
de hipersensibilidad al abacavir, mediante la genotipificacion de cada miembro de una poblaciéon de sujetos de
ensayo para al menos un polimorfismo en el gen TNFa, la administracion de un régimen terapéutico de abacavir a
cada sujeto de ensayo, y la identificacién de los sujetos de ensayo que muestran sefiales clinicas de una reaccion
de hipersensibilidad al abacavir. La correlacion de los genotipos de TNFa con la aparicion de sefiales clinicas de una
reaccion de hipersensibildiad determinara cuéles son los genotipos asociados con un mayor riesgo de una reaccion
de hipersensibilidad al abacavir (comparado con los otros genotipos detectados).

También se describe un método para identificar genotipos humanos asociados con un mayor riesgo de una reaccion
de hipersensibilidad al abacavir, mediante la genotipificacion de cada miembro de una poblaciéon de sujetos de
ensayo para al menos un polimorfismo en el gen HLA, la administracion de un régimen terapéutico de abacavir a
cada sujeto de ensayo, y la identificacién de los sujetos de ensayo que muestran sefiales clinicas de una reaccion
de hipersensibilidad al abacavir. La correlacion de los genotipos de HLA con la aparicion de sefiales clinicas de una
reaccion de hipersensibildiad determinara cuéles son los genotipos asociados con un mayor riesgo de una reaccion
de hipersensibilidad al abacavir (comparado con los otros genotipos detectados).

Otro aspecto de la presente descripcion es un método para administrar o recetar abacavir para reducir la aparicion
de una reaccion de hipersensibilidad al abacavir. El método comprende seleccionar, basandose en el estado del
genotipo, una poblacién de tratamiento a partir de una poblaciéon de sujetos inicial mayor que tienen un trastorno
adecuado para un tratamiento con abacavir. La poblacion de tratamiento se selecciona para aumentar el porcentaje
de sujetos en la poblacion de tratamiento que tienen un genotipo que se ha asociado con un menor riesgo de una
reaccion de hipersensibilidad al abacavir (el mayor porcentaje de sujetos en la poblacion de tratamiento es con
relacion al porcentaje de sujetos en la poblacidn inicial). Como alternativa, la poblacion de tratamiento se selecciona
para disminuir el porcentaje de sujetos en la poblacion de tratamiento que tienen un genotipo que se ha asociado
con un mayor riesgo de una reaccion de hipersensibilidad al abacavir. Entonces el abacavir se administra a la
poblacién de tratamiento seleccionada, reduciendo con ello la incidencia de HSR al abacavir en la poblacion tratada,
comparado con la incidencia que se habria esperado que se produjese si el abacavir hubiera sido administrado en la
poblacién inicial mayor. El "cribado" puede producirse mediante cualquier proceso adecuado, como sera evidente
para los expertos en la técnica. Los ejemplos de métodos de cribado adecuados incluyen el cribado genética de los
individuos de la poblacién inicial, o clasificando de otra forma los sujetos segun el genotipo (por ejemplo, cuando se
conoce el genotipo de un sujeto, no es necesario repetir el ensayo genético); o regular de otra forma el acceso al
abacavir para disminuir el numero de sujetos en la poblacién de tratamiento que tienen genotipos que se han
asociado con un mayor riesgo de HSR al abacavir. Uno de estos genotipos es el alelo HLA-B57, con el que la
poblacién de tratamiento se seleccionara para minimizar la aparicion del alelo HLA-B57 en la poblacion de
tratamiento. Como alternativa, el genotipo de interés puede ser el polimorfismo TNF G(-237)A, con lo que la
poblacion de tratamiento se seleccionara para minimizar la aparicion del alelo A.

Analisis detallado

La terapia antirretrovirica en pacientes infectados con VIH a menudo comprende el uso de multiples tipos de agentes
antirretroviricos, incluyendo inhibidores de proteasas, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosidicos
(NNRTI) e inhibidores de la transcriptasa inversa nucleosidicos (NRTI). El abacavir es un analogo de nucleésido de
purina que esta disponible en el mercado como sulfato de abacavir (ZIAGEN®, GlaxoSmithKline), y se usa en
combinacién con otros agentes antirretroviricos para tratar a sujetos infectados por VIH. El abacavir es un inhibidor
de la transcriptasa inversa del VIH-1 (NRTI) que contiene un anillo de ciclopenteno insaturado en lugar del 2'-
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desoxirribésido de los desoxinucledsidos naturales, y contiene un grupo ciclopropilamino. El nombre quimico del
sulfato de abacavir es sulfato de (cis)-4-[2-amino-6-(ciclopropilamino)-9H-purin-9-il]-2-ciclopenten-1-metanol (sal)
(2:1).

Las reacciones de hipersensibilidad son acontecimientos idiosincraticos de una supuesta naturaleza inmunolégica
gue aparecen con una amplia gama de compuestos farmacoldgicos. En el contexto de la administraciéon de abacauvir,
las reacciones de hipersensibildad al abacavir pueden ser graves y avanzar hasta poner en riesgo la vida (Clay et
al., Ann. Pharmacotherapy, 34(2):247 (2000); Staszewski et al., AIDS, 12:F197 (1998)). En ensayos clinicos, la
hipersensibilidad al abacavir se ha producido en aproximadamente 5% de los sujetos. Las sefiales y los sintomas de
una reaccion de hipersensibilidad al abacavir incluyen, pero no se limitan a fiebre, sarpullidos en la piel, fatiga,
sintomas gastrointestinales (que incluyen nauseas, vémitos, diarrea, dolor abdominal), y sintomas respiratorios (que
incluyen faringitis, dispnea y tos). Otras sefiales y sintomas incluyen malestar, mialgia, miolisis, artralgia, edema,
dolor de cabeza y parestesia. Los resultados fisicos incluyen linfadenopatia, lesiones en membranas mucosas
(conjuntivitis y Ulceras bucales). El sarpullido asociado con la reaccién de hipersensibilidad normalmente tiene un
aspecto maculopapular o urticarial, pero el aspecto puede ser variable; hasta 30% de las reacciones de
hipersensibilidad han aparecido sin sarpullido. Las anomalias de laboratorio incluyen ensayos de la funcién hepatica
de resultados elevados, mayor creatina fosfoquinasa o creatinina, y linfopenia. Véase el inserto en el envase de
Ziagen (sulfato de abacavir), Glaxo Wellcome, Research Triangle Park, NC (1998); Clay et al., Management Protocol
for Abacavir-related Hypersensitivity Reaction, Ann. Pharmacotherapy, 34(2):247 (2000). Clay et al. indican que solo
la presencia de sarpullido no justifica el abandono del abacavir, a menos que aparezcan otros sintomas sistémicos
de una reaccion de hipersensibilidad.

TNFalfa

Se sabe que la molécula efectora inmunoldgica factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa) es polimérfica, y se ha
indicado una serie de polimorfismos en la regiéon del promotor de TNFa. Algunos informes indican que dichos
polimorfismos de promotor influyen en la enfermedad inmunolégica (Bouma et al., Scand. J. Immunol., 43:456
(1996); Allen et al., Mol. Immunology, 36:1017 (1999)), mientras que otros sugieren que las asociaciones observadas
entre polimorfismos de TNFa y aparicion de la enfermedad no son debidas a los efectos funcionales del TNFa, sino
al desequilibrio de ligamiento del TNFa con alelos de HLA seleccionables (Uglialoro et al., Tissue Antigens, 52:359
(1998)). Una lista de polimorfismos de promotor de TNFa es proporcionada por Allen et al., Mol. Immunology,
36:1017 (1999). La numeracién de los polimorfismos de TNFa varia entre autories, debido a la variacion en las
secuencias indicadas para la regién del promotor de TNFa; en la presente, la numeracién se refiere a la siguiente
secuencia consenso proporcionada en Allen et al. (1999):

GGGGAAGCAA AGGAGAAGCT GAGAAGATGA AGGARAAGTC AGGGTCTGGA GGGGCGGGGG -1000
TCAGGGAGCT CCTGGGAGAT ATGGCCACAT GTAGCGGCTC TGAGGAATGG GTTACAGGAG -940
ACCTCTGGGG AGATGTGACC ACAGCAATGG GTAGGAGAAT GTCCAGGGCT ATGGAAGTCG -880
AGTAT-GGGG ACCCCCCCTT AARCGAAGACA GGGCCATGTA GAGGGCCCCA GGGAGTGAAA -820
GAGCCTCCAG GACCTCCAGG TATGGAATAC AGGGGACGTT TAAGAAGATA TGGCCACACA -760
CTGGGGCCCT GAGAAGTGAG AGCTTCATGA AAAAAATCAG GGACCCCAGA GTTCCTTGGA -700
AGCCAAGACT GARACCAGCA TTATGAGTCT CCGGGTCAGA ATGAAAGAAG AGGGCCTGCC -640
CCAGTGGGGT CTGTGAATTC CCGGGGGTGA TTTCACTCCC CGGGGCTGTC CCAGGCTTGT -580
CCCTGCTACC CCCACCCAGC CTTTCCTGAG GCCTCAAGCC TGCCACCAAG CCCCCAGCTC -520
CTTCTCCCCG CAGGGACCCA AACACAGGCC TCAGGACTCA ACACAGCTTT TCCCTCCAAC -460
CCCGTTTTCT CTCCCTCAA- GGACTCAGCT TTCTGRAGCC CCTCCCAGTT CTAGTTCTAT -400
CTTTTTCCTG CATCCTGTCT GGAAGTTAGA AGGAAACAGA CCACAGACCT GGTCCCCAARA =340
AGAAATGGAG GCAATAGGTT TTGAGGGGCA TGGGGACGGG GTTCAGCCTC CAGGGTCCTA -280
CACACAAATC AGTCAGTGGC CCAGARAGACC CCCCTCGGAA TCGGAGCAGG GAGGATGGGG -220
AGTGTGAGGG GTATCCTTGA TGCTTGTGTG TCCCCAACTT TCCAAATCCC CGCCCCCGCG -160
ATGGAGAAGA AACCGAGACA GAAGGTGCAG GGCCCACTAC CGCTTCCTCC AGATGAGCTC -100
ATGGGTTTCT CCACCAAGGA AGTITTTCCGC TGGTTGAATG ATTCTTTCCC CGCCCTCCTC -40
TCGCCCCAGG GACATATAAA GGCAGTTGTT GGCACACCCA GCCAGCAGAC GCTCCCTCAG +21
CAAGGACAGC AGAGGACCAG CTAAGAGGGA GAGAAGCAAC TGCAGACCCC CCC-TGAAAA +81
CAACCCTCAG ACGCCACATC CCCTGACAAG CTGCCAGGCA GGTTCT (SEQ ID NO:1)
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El sitio de inicio de la transcripcion (+1) se indica mediante negrita y subrayado; los polimorfismos G(-237)A y G(-
308)A se indican con negrita y subrayado doble. Debido a la variacion en las secuencias y la numeracién indicadas,
el polimorfismo G(-237)A también se ha denominado G-238A, y el polimorfismo G(-308)A esta localizado en la
posicion -307 de la anterior secuencia. Otro polimorfismo, C(-5,100)G, investigado en la presente investigacion, es

un polimorfismo de C/G en la region no traducida 5' del TNFa:

TTCATTCTTC
TTCTGAAGGC
TGTTAATCTG
GATCACCCCT
AGGGGCAGGT
ACTTACATGT
AGTGGTCTGC
CCCCTCTAAC
AGTTGGTATT
TTAAACCCTT
TTAGACATTT
TAGAATATAT

ATCAAATCTA
TCCCATGTCA
TCTTTTATTA
TTCTGCCCCT
CCTCAAGTAG
CCCTCCATGT
CCCATGCAAC
ACTCTCCAAG
ATCTCAAACT
GTAACCTTGC
TTTGGGTTCG
TGATACAATA

AGCATAAAAA
CCTAARACTT
TAGGAGTATT
ACAGAAATAA
AGAAGAACAG
TACACCAAGA
AGTGGGCTTT
TAAAATCACA
TAGGAAAAGT
AAGCTAAGTG
ACARAACTAC
GAATATTACA

TAGTTTTCCC
TGATTARATA
GGCCATAACC
TAGCTAAGAC
GAGRAATAGC
CCCCTCAGGG
ACCCCGGGTC
TgAGTAGCAG
GAATAAAGTC
AAAATGGGCT
GRAAACAAACC
TCATATTTTT

CTGGGTCCTT
AATGTATTAT
CTTATGATGG
TAGTAAAGCA
TCATACACAC
ACCTTGTGCC
ACCACCAGCC
TAATAATATT
ATCTTTAGAA
CATGTATGAG
AATCCCCATC
TTTAARAAACA

GGGTCTTCAT
GCTTTTCTCT
GTCAGGAAGG
TAAAAGGCAA
CCAGAATGTT
TGGGGAGAGA
CCAGCTCCAA
TGAGGTGACA
ACTGCTTTTT
AATGTTCGTG
ACAGATTTAT
TTACTGGTAC

(SEQ ID NO:13)

N=C/G

Allen et al. (supra) advierten que el nimero de polimorfismos de promotor de TNFa observados hasta la fecha son
polimorfismos de G/A agrupados en la regidn de -375 a -162 pp; que algunos de estos polimorfismos se encuentran
dentro de un motivo comudn; y sugieren que el motivo puede ser un sitio de unién consenso para un regulador
transcripcional o que puede influir en la estructura del ADN. Se ha indicado que el polimorfismo de G/A en -237
afecta a la curvatura del ADN (D'Alfonso et al., Immunogenetics, 39:150 (1994)). Huizinga et al. (J.
Neuroimmunology, 72:149, 1997) indican una produccion de TNFa significativamente menor en células estimuladas
con LPS en individuos heterocigéticos (G/A) en -237 (comparado con individuos G/G); sin embargo, otro estudio no
observo estos efectos (Pociot et al., Scand. J. Immunol., 42:501, 1995). También se ha indicado que el polimorfismo
G(-237)A afecta a enfermedades autoinmunoldgicas (Brinkman et al., Br. J. Rheumatol., 36:516 ,1997 (artritis
reumatoide); Huizinga et al., J. Neuroimmunology, 72:149, 1997 (esclerosis mlltiple); Vinasco et al., Tissue
Antigens, 49:74, 1997 (artritis reumatoide)) y enfermedades infecciosas (Hohler et al., Clin. Exp. Immunol., 111:579,
1998 (hepatitis B); Hohler et al., J. Med. Virol., 54:173, 1998 (hepatitis C)).

Se sabe que las secuencias genéticas, de nucleétidos y de aminoacidos obtenidas de diferentes fuentes para el
mismo gen pueden variar tanto en el esquema de numeracion como en la secuencia precisa. Estas diferencias
pueden ser debidas a la variabilidad de secuencia inherente dentro del gen y/o a errores de secuenciacién. Por
consiguiente, los expertos en la técnica entenderan que la referencia en la presente a un sitio polimérfico concreto
con un numero (por ejemplo, TNFa G-238A) incluye los sitios polimérficos que se corresponden en secuencia y
localizacién dentro del gen, incluso si se emplean diferentes esquemas de numeracion/nomenclatura para
describirlos.

HLA

El complejo HLA de seres humanos (complejo de histocompatibilidad mayor o MHC) es una agrupacion de genes
relacionados localizada sobre el cromosoma 6 (los loci de TNFa y HLA B estdn muy cerca sobre el cromosoma 6). El
complejo de HLA se clasifica en tres regiones: regiones de clase |, Il, y lll (Klein J., en: Gotze D, ed., The Major
Histocompatibility System in Man and Animals, Nueva York, Springer-Verlag, 1976:339-378). Los HLA de clase |
comprenden la proteina transmembrana (cadena pesada) y una molécula de microglobulina beta-2. Las proteinas
transmembrana de clase | son codificadas por los loci HLA-A, HLA-B y HLA-C. La funcion de las moléculas de HLA
de clase | es presentar péptidos antigénicos (incluyendo antigenos de proteinas viricas) a células T. Se reconocen
tres isoformas de moléculas MHC de clase Il, denominadas HLA-DR, -DQ, y -DP. Las moléculas de MHC de clase Il
son heterodimeros compuestos por una cadena alfa y una cadena beta; diferentes cadenas alfa y beta son
codificadas por subconjuntos de genes A y genes B, respectivamente. Se han reconocido diversos haplotipos de
HLA-DR, y se diferencian en la organizacién y el nimero de genes DRB presentes sobre cada haplotipo DR; se han
descrito multiples genes DRB (Bodmer et al., Eur. J. Immunogenetics, 24:105 (1997); Andersson, Frontiers in
Bioscience, 3:739 (1998)).
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El MHC muestra un alto polimorfismo; se han indicado mas de 200 alelos genotipicos de HLA-B. Véase, por
ejemplo, Schreuder et al., Human Immunology, 60:1157-1181 (1999); Bodmer et al., European Journal of
Immunogenetics, 26:81-116 (1999). A pesar del nimero de alelos en los loci HLA-A, HLA-B y HLA-C, el nimero de
haplotipos observado en poblaciones es menor que lo que se esperaria de modo matematico. Ciertos alelos tienden
a aparecer juntos sobre el mismo haplotipo, en lugar de segregarse aleatoriamente. Esto se denomina desequilibrio
de ligamiento ("linkage disequilibrium”, LD) y puede ser cuantificado por métodos conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Devlin y Risch, Genomics, 29:311 (1995); BS Weir, Genetic Data Analysis Il, Sinauer Associates,
Sunderland, MD (1996)).

Los productos codificados por los loci de HLA polimérficos habitualmente se tipifican por métodos serol6gicos para el
ensayo de histocompatibilidad de transplantes y transfusiones, y la terapia con componentes sanguineos. La
tipificacion serolégica se basa en reacciones entre sueros caracterizados y productos génicos de HLA. Las técnicas
conocidas para el ensayo de la histocompatibilidad incluyen microlinfocitotoxicidad y citometria de flujo. La
microlinfocitotoxicidad habitual para la tipificacién de antigenos de HLA determina el perfil de antigenos HLA de los
linfocitos de un sujeto, utilizando un panel de antisueros HLA bien caracterizados. El alelo HLA-B57 estéa bien
caracterizado, y son conocidos los métodos serolégicos para detectar HLA-B57. Véase, por ejemplo, ASHI
Laboratory Manual, 42 edicién, American Society for Histocompatibility and Immunogenetics (2000); Hurley et al.,
Tissue Antigens, 50:401 (1997).

Mas recientemente, se han desarrollado métodos para el andlisis de polimorfismos de HLA a nivel genético. Los
métodos de tipificacion de HLA no serolégicos incluyen el uso del polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion de ADN (RFLP; véase, por ejemplo, Erlich, patente de EEUU n.° 4.582.788 (1986)), u oligonucledtidos
marcados, para identificar secuencias de ADN de HLA especificas. Estos métodos pueden detectar polimorfismos
localizados en la secuencia codificadora o no codificadora del genoma. Véase, por ejemplo, Bidwell et al.,
Immunology Today, 9:18 (1988); Angelini et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:4489 (1986); Scharf et al., Science,
233:1076 (1986); Cox et al., Am. J. Hum. Gen., 43:954 (1988); Tiercy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:198
(1988); y Tiercy et al., Hum. Immunol., 24:1 (1989). El proceso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
(véase patente de EEUU n.° 4.683.202, 1987) permite la amplificacion de ADN gendmico y ahora se utiliza para
procedimientos de tipificacion de HLA. Véase, Saiki et al., Nature, 324:163 (1986); Bugawan et al., J. Immunol.,
141:4024 (1988); Gyllensten et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:7652 (1988). Véase también, por ejemplo, Ennis et
al., PNAS USA, 87:2833 (1990); Petersdorf et al., Tissue Antigens, 46:77 (1995); Girdlestone et al., Nucleic Acids
Research, 18:6702 (1990); Marcos et al., Tissue Antigens, 50:665 (1997); Steiner et al., Tissue Antigens, 57:481
(2001); Madrigal et al., J. Immunology, 149:3411 (1992).

Tal como se emplea en la presente, "genatipificar" un locus HLA se refiere a métodos que identifican la presencia o
la ausencia de un alelo concreto, o de una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos; las variaciones de
secuencia pueden detectarse de modo directo (mediante secuenciacién) o indirecto (por ejemplo, mediante analisis
de polimorfismos de longitud de fragmentos, o deteccion de la hibridacion de una sonda de secuencia conocida, o
polimorfismo de conformacion de hebra de referencia). Los alelos de HLA puede detectarse de modo seroldgico, tal
como se conoce en la técnica.

Se han asociado alelos de HLA diferenciados con un mayor o menor riesgo de avance de la enfermedad del VIH. Se
han asociado los alelos HLA-B57 y HLA-B14 con la infeccién por VIH no progresiva, mientras que se han asociado
HLA-A29 y HLA-B22 con la progresion rapida (Goulder et al., J. Virology, 74:5291 (2000); Hendel et al., J.
Immunology, 162:6942 (1999)). Carrington et al. han indicado que la frecuencia del alelo HLA-B57 en cohortes de
pacientes infectados por VIH es 4,40% en caucéasicos y 5,7% en afroamericanos (Carrington et al., Science,
283:1748 (1999)).

MICA y MICB

El gen A relacionado con la cadena de MHC de clase | (HLA) (MICA) y el gen B relacionado con la cadena de MHC
de clase | (HLA) (MICB) pertenecen a una familia de genes de multiples copias localizados en la regién del complejo
de histocompatibilidad mayor (MHC) de clase | cerca del gen HLA-B. Estan localizados dentro de una regién de
enlace sobre el cromosoma 6p alrededor de HLA-B y TNFalfa. Las moléculas de MHC de clase | codificadas son
inducidas por factores de estrés, tales como infeccién y choque térmico, y son expresadas sobre el epitelio
gastrointestinal.

Se ha indicado que MICA es altamente polimérfico. La aparicion de polimorfismos de un Gnico nucleétido de MICA
en diversos grupos étnicos ha sido indicada por Powell et al., Mutation Research, 432:47 (2001). Se ha indicado que
los polimorfismos en MICA estan asociados con diversas enfermedades, aunque en algunos casos la asociacion ha
sido atribuida a un desequilibrio de ligamiento con los genes HLA. Véase, por ejemplo, Salvarani et al., J.
Rheumatol., 28:1867 (2001); Gonzalez et al., Hum. Immunol., 62:632 (2001); Seki et al., Tissue Antigens, 58:71
(2001).

Se han indicado diversas formas polimoérficas de MICB (véase, por ejemplo, Visser et al., Tissue Antigens, 51:649
(1998); Kimura et al., Hum. Immunol., 59:500 (1998); Ando et al., Immunogenetics, 46:499 (1997); Fischer et al., Eur.
J. Immunogenet., 26:399 (1999)).
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A continuacion, se proporciona una secuencia parcial para el gen MICA de Homo sapiens, que incluye los exones 2
y 3 (GenBank, referencia AJ295250).

exén 2 <1..255
exdén 3 530..817

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

agccccacag
ggtttctcge
gcagggcaaa
gagagaccag
aggaccagaa
aaaagttadgg
ggtgaggaat
gggaggcatg
gaaaggtgat
ctccaggaga
ttctactacg
cccecagtect
gccatgaaga
cgatatctaa

tcttcgttat
tgagggacat
gccccaggga
ggacttgaca
agaaggtgag
ggcagagagc
gggggtcagt
gaggagggcc
gggttcggga
ttagggtctg
atggggagcet
ccagagctca
ccaagacaca
aatccggegt

aacctcacgg
ctggatggtc
cagtgggcag
gggaacggaa
agtcggcaqgg
agggacctgt
ggaactcagc
agggaggegt
atggagaagt
tgagatccat
cttectetee
gaccttggcc
ctatcacgcet
agtcctgagg

tgctgtcegg
agcccttect
aagatgtect
aggacctcag
ggcaagagtg
atctacccac
agggaggtga
accccectggg
cactgctggg
gaagacaaca
caaaacctgg
atgaacgtca
atgcatgcag
agaacag

ggatggatct
gcgctgtgac
gggaaataag
gatgaccctg
actggagagg
tggatctggce
gcecggcactce
ctgagttect
tgggggcagg
gcaccaggag
agactgagga
ggaatttctt
actgcctgca

(SEQ ID NO:2)

gtgcagtcag
aggcagaaat
acatgggaca
gctcatatca
ccttttccag
tcaggctggg
agcccacaca
cacttgggtyg
cttgeattec
ctcccagceat
atggacaatg
gaaggaagat
gdaactacgg

En el presente estudio se han investigado diversos polimorfismos de MICA. Los polimorfismos de MICA en el exén 2
(T/G; rs1063630 en la base de datos de the National Center for Biotechnology Information SNP (dbSNP)) y el ex6n 3
(A/G; rs1051792) se muestran arriba en negrita y subrayado doble. Otro polimorfismo de MICA investigado en el
presente estudio (rs1052416) se localiza aproximadamente -9,263 bases 5' al sitio de inicio de la transcripcion:

MICA (-9,263)

CACTGGGTTTGTTGCAGTAAGCCACNTCGAATGTTGCTGTAGAATTAAAGT

N=A/G o

(SEQ ID NO:3)

Un cds completo para el gen MICB humano se proporciona en SEQ ID NO:4 (GenBank, registro U65416). Los
polimorfismos de MICB investigados en el presente estudio incluyen uno en el exon 2 (rs1065075) y otro en el exdn
3 (rs1051788):

MICB - (rs1065075) N = A/G
GTGGGCAGAAGATGTCCTGGGAGCTNAGACCTGGGACACAGAGACCGAGGA, SEQ ID NO:5

MICB (rs1051788) N = A/G
CAGGGGCTCCCGGCATTTCTACTACNATGGGGAGCTCTTCCTCTCCCAAAA, SEQ ID NO:6

ARN helicasa p47 dependiente de ATP

La proteina codificada por este gen es un miembro de la familia de ARN helicasas dependientes de ATP, y también
se denomina transcripcion 1 asociada a HLA-B 1 (BAT1) (véase, por ejemplo GenBank, n.° de registro AF029061).
Se ha localizado un agrupamiento de genes conocido como BAT1-BAT5 cerca de TNF y de los genes TNF. De han
identificado diversos polimorfismos en la ARN helicasa p47 dependiente de ATP, que incluyen:

N=AT
TTTGTTTCTCCTTAAGTGGCATTTTGACTGTCCATTGCAGCATTCTGATCNTA

AAAGACATCCACTTTGCTAATGCACACGAGATTCTCTTAGTTGAAGTA —
SEQ ID NO:7

RS929138; N = C/T CTTTGGCAATTCTATATGGTGAGCTNTAAAGGTGGGCTCCAGGTAGGGATG, SEQ ID NO:8
Definiciones

Se sabe que las secuencias genéticas, de nucledtidos y de aminoacidos obtenidas de diferentes fuentes para el
mismo gen pueden variar tanto en el esquema de numeracion como en la secuencia precisa. Estas diferencias
pueden ser debidas a los esquemas de numeracion, a la variabilidad de secuencia inherente dentro del gen y/o a
errores de secuenciacion. Por consiguiente, los expertos en la técnica entenderan que la referencia en la presente a
un sitio polimoérfico concreto con un nimero (por ejemplo, TNFa G-238A) incluye los sitios polimérficos que se
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corresponden en secuencia y localizacion dentro del gen, incluso si se emplean diferentes esquemas de
numeracion/nomenclatura para describirlos.

Tal como se emplea en la presente, una "reaccion de hipersensibilidad" (HSR) a un farmaco se refiere al desarrollo
de una respuesta de tipo inmunolégica a una molécula de un farmaco o a un metabolito del farmaco. Esta respuesta
generalmente se caracteriza por mdultiples sintomas y es coherente con las descripciones clinicas de estos
sindromes (Knowles et al., Lancet, 356:1587 (2000); Carr et al., Lancet, 356:1423, (2000)). La reaccion inmunolégica
comparte caracteristicas, pero no es necesariamente idéntica, con los tipos presentes en el sistema de Gell y
Coombs. Véase, Sullivan, T.J., Drug allergy, en Middleton et al. (eds.), Allergy: Principles and Practice, 42 ed., St.
Louis, Moshy, 1993, p. 1730. Las HSR al abacavir pueden caracterizarse por la aparicion de mdultiples sintomas o de
sintomas individuales, y puede establecerse el diagnoéstico clinico de HSR al abacavir o HSR probable al abacavir
basandose en la presencia de una o mas sefiales y sintomas clinicos, descubrimientos fisicos, con o sin anomalias
de laboratorio, como seréa evidente para los expertos en la técnica.

La administracion de abacavir a un sujeto (o "tratar" un sujeto con abacavir) comprende métodos y vias de
administracion conocidos en la técnica. Los regimenes terapéuticos recomendados (cantidades de dosificacion y
programacion, concentraciones plasmaticas) del abacavir son conocidos en la técnica. Tal como se emplea en la
presente, la administracion de abacavir no se limita al tratamiento de la enfermedad relacionada con VIH o SIDA,
sino que incluye su uso médico para otros trastornos que pueden tratarse con abacavir.

Tal como se emplea en la presente, la administracion de un inhibidor de la transcriptasa inversa farmacéutico a un
sujeto comprende la administracion de una cantidad eficaz del agente farmacéutico al sujeto que lo necesita. La
dosis de un agente farmacéutico puede determinarse segun métodos conocidos y aceptados en las técnicas
farmacéuticas, y puede ser determinada por los expertos en la técnica. Los inhibidores de la transcriptasa inversa
(NRTI'y NNRTI) son conocidos para el tratamiento de la enfermedad del VIH y/o SIDA.

Tal como se emplea en la presente, el "alelo HLA-B57" se refiere a un alelo HLA-B que se caracteriza
serolégicamente como el alelo HLA-B57, tal como se conoce en la técnica. Se reconocera que los alelos HLA-B57
serolégicamente caracterizados comprenden variantes de secuencia que pueden ser detectados a nivel de la
secuencia del acido nucleico (por ejemplo, HLA-B*5701, HLA-B*5702; véase, por ejemplo, Schreuder et al., Human
Immunology, 60:1157-1181 (1999)).

Tal como se emplea en la presente, "genotipificar" un sujeto (o una muestra de ADN) para un alelo polimoérfico de un
gen o genes significa detectar qué forma o formas alélicas o polimérficas del gen o genes estan presentes en un
sujeto (0 una muestra). Tal como se conoce en la técnica, un individuo puede ser heterocigético u homocigoético para
un alelo concreto. Pueden existir mas de dos formas alélicas, por lo que pueden ser posibles méas de tres genotipos.
Para los objetivos de la presente invencion, "genotipificacion" incluye la determinacion de los alelos de HLA
utilizando técnicas seroldgicas adecuadas, segun se conoce en la técnica. Tal como se emplea en la presente, un
alelo puede ser "detectado" cuando otros posibles variantes alélicos se hayan descartado; por ejemplo, cuando se
descubre que una posicion especificada en un &cido nucleico no es adenina (A), timina (T) ni citosina (C), puede
concluirse que esta presente guanina (G) en esa posicion (es decir, se "detecta" G).

Tal como se emplea en la presente, un "subconjunto genético" de una poblacién consiste en los miembros de la
poblacién que tienen un genotipo concreto. En el caso de un polimorfismo bialélico, una poblacién puede dividirse
potencialmente en tres subconjuntos: homocigéticos para el alelo 1 (1,1), heterocigoéticos (1,2), y homocigéticos para
el alelo 2 (2,2). Una "poblacion” de sujetos puede definirse utilizado diversos criterios, por ejemplo, los individuos que
se estan tratando con abacavir, los individuos infectados por VIH, los individuos con unos antecedentes étnicos
concretos. Se sabe que la frecuencia de un alelo concreto puede diferir entre poblaciones de diferentes
antecedentes étnicos. Por ejemplo, se ha indicado que la frecuencia alélica de HLA-B57 es aproximadamente 4%
entre negros y caucasicos (por consiguiente, aproximadamente 8% de esta poblacién porta al menos una copia del
alelo HLA-B57), pero entre los japoneses, se ha indicado que la frecuencia es 0,3% (Cao et al., Human Immunology,
62:1009 (2001)). La distribucién de subtipos de HLA-B57 también varia con la etnicidad, siendo >90% de los
caucasicos HLA-B57-positivos para el subtipo HLA-B5701, comparado con aproximadamente 60% de los
afroamericanos (Williams et al., Human Immunology, 62:645 (2001)).

Tal como se emplea en la presente, un sujeto que esta "predispuesto” o "tiene un mayor riesgo" a una respuesta
fenotipica concreta, basandose en la genotipificacion, serd mas probable que muestre este fenotipo que un individuo
con un genotipo diferente al del locus (o loci) polimoérfico diana . Cuando la respuesta fenotipica se basa en un
polimorfismo multialélico, o en la genatipificacion de méas de un gen, el riesgo relativo puede diferir entre los multiples
genotipos posibles.

Un "ensayo genético" (también denominado cribado genético), tal como se emplea en la presente, se refiere al
ensayo de una muestra bioldgica procedente de un sujeto para determinar el genotipo del sujeto, y puede utilizarse
para determinar si el genotipo del sujeto comprende alelos que provocan, o que aumentan la susceptibilidad a un
fenotipo concreto (o que estan en desequilibrio de ligamiento con un alelo o alelos que provocan o aumentan la
susceptibilidad a este fenotipo).
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El "desequilibrio de ligamiento" se refiere a la tendencia de alelos especificos en diferentes localizaciones genémicas
a aparecer juntos con mas frecuencia que la esperada por el azar. Los alelos en unos loci concretos estan en
equilibrio completo si la frecuencia de cualquier conjunto concreto de alelos (o haplotipo) es el producto de sus
frecuencias en la poblacion individuales. Una medicion del desequilibrio de ligamiento que se emplea habitualmente
esr:

~

—_— AAB
J@E, +D )7, +Dy)

7

en la que

~

Fy= P1B,)s 7iy= By(15,), D, =P, — B2, Dy = P,y - B

Ap= ;nAB -2p Dy

nr? tiene una distribucion chi-cuadrado aproximada con 1 grado de libertad para marcadores bialélicos. Se considera
que los loci que muestran un r tal que nr’ es mayor que 3,84, que se corresponde con una estadistica de chi-
cuadrado significativa al nivel 0,05, estan en desequilibrio de ligamiento (B.S. Weir, 1996, Genetic Data Analysis Il
Sinauer Associates, Sunderland, MD).

Como alternativa, una medicién normalizada del desequilibrio de ligamiento puede definirse como:

- Dyp ., D,<0
p = min(p,ps, p,p,)
? 48 D 0
A ’ >
min(p,p,, P,Pp) @

El valor de D' tiene un intervalo de -1,0 a 1,0. Cuando el valor D' absoluto estadisticamente significativo para dos
marcadores no es menor que 0,3, se considera que estan en desequilibrio de ligamiento.

Tal como se emplea en la presente, la expresién "un genotipo HLA-B57" se refiere a un genotipo que incluye el alelo
HLA-B57. Un genotipo HLA-B57 puede identificarse detectando la presencia de un alelo HLA-B57, o detectando un
marcador genético conocido por estar en desequilibrio de ligamiento con HLA-B57.

Tal como se emplea en la presente, la determinacion de un genotipo "multilocus” se refiere a la deteccion, dentro de
un individuo, de los alelos presentes en mas de un locus. Un sujeto puede ser genéticamente seleccionado para
determinar la presencia o la ausencia de un alelo HLA (por ejemplo, el alelo HLA-B57) y un alelo TNFa (por ejemplo,
en el locus TNFa G(-237)A).

Tal como se emplea en la presente, el proceso de detectar un alelo o un polimorfismo incluye, pero no se limita a
métodos seroldgicos y genéticos. El alelo o el polimorfismo detectado puede estar funcionalmente implicado en
afectar al fenotipo de un individuo, o puede ser un alelo o un polimorfismo que esté en desequilibrio de ligamiento
con un polimorfismo/alelo funcional. Los polimorfismos/alelos se manifiestan en el ADN genémico de un sujeto, pero
también pueden detectarse en ARN, ADNc o secuencias de proteinas transcritas o traducidas a partir de esta region,
tal como sera evidente para los expertos en la técnica.

Los alelos, polimorfismos o marcadores genéticos que estan "asociados" con HSR a un NRTI, tal como abacauvir,
estan sobrerrepresentados en frecuencia en sujetos tratados que sufren HSR, comparado con sujetos tratados que
no sufren HSR, o comparados con la poblacién general.

Segun los presentes métodos, los sujetos que se estan tratando con abacavir, o que estan considerando un
tratamiento con abacavir, pueden seleccionarse como ayuda para predecir su riesgo de sufrir una reaccion de
hipersensibilidad al abacavir. El cribado comprende obtener una muestra bioldgica del sujeto y analizarla para
determinar el genotipo de los genes TNFa y/o HLA, es decir, para determinar la presencia o la ausencia de
polimorfismos en uno o ambos genes, que estan asociados con un mayor riesgo de HSR al abacavir (comparado
con el riesgo asociado con otros polimorfismos).

Los presentes inventores han establecido que existe una correlacién entre el genotipo de HLA de un individuo (en
particular, de clase |, y mas en particular HLA-B) y/o el genotipo de TNFa, y el riesgo de sufrir una reaccion de
hipersensibilidad a la administracién de abacavir. Por consiguiente, un método para evaluar el riesgo relativo de un
individuo de HSR al abacavir implica genotipificar ese individuo en el gen TNFa o los genes HLA para determinar si
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el genotipo del individuo lo expone a un mayor riesgo de HSR al abacavir. Los individuos que poseen un genotipo
TNFa o HLA que previamente se han asociado a una mayor incidencia de HSR al abacavir (comparado con la
incidencia de HSR en sujetos con otros genotipos) tienen mayor riesgo de HSR.

Los presentes métodos de cribado comprenden genatipificar un sujeto en los genes HLA, en particular los genes
HLA de clase |, mas en particular el gen HLA-B, que incluye detectar la presencia o la ausencia del alelo HLA-B57
(segun se define en la presente).

Los presentes métodos de cribado comprenden también genotipificar un sujeto en el gen TNFa, y mas en particular
detectar el genotipo en el sitio polimérfico de TNFa G(-237)A (segun se define en la presente), en los que la
deteccién de un alelo A indica un mayor riesgo de una reaccién de hipersensibilidad, comparado con la deteccion de
un genotipo G/G.

A la vista de la presente descripcion, sera evidente para los expertos en la técnica como determinar otros genotipos
de TNFa y/o HLA que estan asociados con un mayor riesgo de HSR al abacavir. Se conocen diversas formas
alélicas de los genes TNFa y HLA, y en la técnica se conocen métodos para tipificar los genes TNFa y HLA. A
medida que se detecten otros polimorfismos en genes TNFa y HLA humanos, la tipificacion de dichos polimorfismos
puede basarse en métodos conocidos. Por consiguiente, se puede tipificar una poblacién de sujetos que han
recibido abacavir, y correlacionar el genotipo de TNFa y/o HLA con la aparicién de HSR. En un método alternativo,
se pueden genotipificar solo los sujetos que han sufrido HSR y, cuando se conozca la prevalencia de un alelo de
TNFa o HLA en una poblacion control concordante (no HSR), determinar si el alelo esta sobrerrepresentado en la
poblaciéon HSR, lo cual indica que esté asociado con HSR. Tal como sera evidente para los expertos en la técnica, la
deteccién de un alelo TNFa o HLA puede realizarse mediante la tipificacion de marcadores genéticos que se sepa
que estan en desequilibrio de ligamiento con el alelo/polimorfismo de TNFa o HLA diana. Preferiblemente, estos
marcadores estan en desequilibrio de ligamiento sustancial, méas preferiblemente los marcadores estan en
desequilibrio de ligamiento completo.

La presente invencion también proporciona un método para evaluar el riesgo relativo de un individuo a sufrir HSR al
abacavir, determinando el genotipo de ambos genes TNFa y HLA, para determinar si el genotipo del individuo lo
expone a un mayor riesgo de HSR al abacavir. Los individuos que poseen un genotipo TNFa/HLA combinado que
esté asociado a una mayor incidencia de HSR al abacavir (comparado con la incidencia de HSR en sujetos con otros
genotipos) tienen mayor riesgo de HSR. En particular, los presentes métodos pueden comprender detectar la forma
alélica del polimorfismo de TNFa G(-237)A y la presencia o la ausencia del alelo HLA-B57 (y/o marcadores en
desequilibrio de ligamiento con estos).

Puesto que existen multiples genotipos de TNFa y HLA, sera evidente para los expertos en la técnica que el riesgo
relativo de HSR al abacavir puede variar entre los mdltiples genotipos. Por ejemplo, en un método de cribado de
multilocus en el que se encuentran mas de dos genotipos, puede determinarse que el riesgo relativo sea mayor para
un genotipo, menor para otro, e intermedio en otros. Puede considerarse un "mayor riesgo” cuando se compara con
el riesgo en una poblacién que no haya sido estratificada segun el genotipo (una poblacién general), o puede ser
mayor cuando se compara con el riesgo esperado en otro genotipo definido.

Por tanto, la presencia de un genotipo predeterminado particular que esté asociado con un mayor riesgo de HSR
indica una mayor probabilidad de que el individuo muestre el fenotipo asociado (reaccion HSR) con relacién a
sujetos con otros genotipos. El genotipo raramente sera absolutamente predictivo, es decir, cuando una poblacion
con un cierto genotipo muestra una alta incidencia de un fenotipo asociado, no todos los individuos con ese genotipo
mostraran el fenotipo. De forma similar, algunos individuos con un genotipo diferente pueden mostrar el mismo
fenotipo. Sin embargo, sera evidente para los expertos en la técnica que la genotipificacion de un sujeto segin se
describe en la presente serd una ayuda para predecir el riesgo de un sujeto a HSR frente a un tratamiento con
abacavir, y asi ayudara a tomar decisiones de tratamiento. Los presentes métodos pueden comprender también
administrar abacavir a sujetos depués de un cribado, en sujetos en los que se considera que el riesgo de HSR es
aceptable; la decision final del tratamiento se basara en otros factores ademés del ensayo genético (tal como sera
evidente para los expertos en la técnica), que incluyen el estado de salud global del sujeto y el resultado esperado
del tratamiento.

Sera evidente para los expertos en la técnica que los presentes métodos también pueden aplicarse cuando se
producen reacciones de hipersensibilidad en respuesta a analogos de nucledsidos sintéticos que no sean abacavir, y
en particular NRTI. En particular, estos compuestos incluyen andlogos de nucledsidos de purina, analogos de
nucleésidos de purina que contienen un anillo de carbono insaturado en lugar del 2'-desoxirribdsido de los
desoxinucledsidos naturales, y andlogos de nucledsidos de purina que contienen un anillo de ciclopenteno
insaturado en lugar del 2'-desoxirribésido de los desoxinucledsidos naturales . Ademas, los presentes métodos son
aplicables cuando aparece HSR en respuesta a NNRTI, tales como efavirenz (SUSTIVA™, Dupont Pharmaceuticals)
y nevirapina (VIRAMUNE®, Boerhinger Ingelheim/Roxane).

Segun los presentes métodos, un compuesto (tal como un NRTI o NNRTI) puede seleccionarse para la variacion en
la incidencia de HSR entre subpoblaciones genéticas de sujetos. Estos métodos incluyen administrar el compuesto a
una poblacién de sujetos, obtener muestras biolégicas de los sujetos (que puede realizarse antes o después de la
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administracion del compuesto), genotipificar los sitios alélicos polimérficos en el gen TNFa y/o los genes HLA de
clase | (en particular, el gen HLA-B), y correlacionar el genotipo de los sujetos con su respuesta fenotipica (por
ejemplo, la ausencia de una reaccién de hipersensibilidad frente a la presencia de una reaccion de hipersensibilidad
presunta o confirmada). Tal como sera evidente para los expertos en la técnica, debido a la naturaleza grave de
HSR, puede ser necesario detener la administracion de un compuesto farmacéutico cuando se sospeche una
reaccion de hipersensibilidad debido a la presencia de sarpullidos y/u otros sintomas compatibles con el sindrome
clinico. La correlacién de ciertos genotipos con una mayor proporciéon de HSR (tanto si se ha confirmado como si se
existe sospecha clinica de HSR), comparado con la incidencia de HSR en sujetos con otros genotipos, indica que la
incidencia de HSR varia entre subpoblaciones genéticas.

Dicho de otro modo, los métodos de la presente invencion pueden utilizarse para determinar la correlacion de un
alelo polimérfico (tales como los que se encuentran en los alelos TNFa y/o HLA), con la incidencia de una reaccion
de hipersensibilidad a un compuesto farmacéutico, en particular un NRTI. Los sujetos se estratifican segun el
genotipo y se evalla su respuesta al agente terapéutico (de forma prospectiva o retrospectiva) y se comparan los
genotipos. De esta forma, pueden identificarse los genotipos que estan asociados con una tasa mayor (0 menor) de
HSR. La mayor o menor tasa de HSR se compara con las tasas entre otros genotipos, o con una poblacién como un
todo (es decir, la incidencia en una poblacion que no esté estratificada segun el genotipo).

Pueden detectarse alelos polimérficos determinando la secuencia polinucleotidica del ADN, o detectando la
correspondiente secuencia en transcripciones de ARN a partir del gen polimérfico, o cuando el polimorfismo de acido
nucleico produzca un cambio en una proteina codificada, mediante la deteccion de dichos cambios en la secuencia
de aminoacidos en las proteinas codificadas, utilizando cualquier técnica adecuada segun se conoce en la técnica.
Los polinucledtidos utilizados para la tipificacion son generalmente de ADN gendmico, o un fragmento de
polinucleétido procedente de una secuencia polinucleotidica gendmica, tal como en un banco preparado utilizando
material gendémico del individuo (por ejemplo, un banco de ADNc). El polimorfismo puede detectarse con un método
gue comprende poner en contacto una muestra de polinucle6tido o de proteina procedente de un individuo, con un
agente de union especifica para el polimorfismo, y determinar si el agente se une al polinucleétido o la proteina,
indicando la unién que el polimorfismo esté presente. El agente de unidon también puede unirse a los nucleétidos y
aminoacidos flanqueantes en uno o ambos lados del polimorfismo, por ejemplo, al menos 2, 5, 10, 15 o mas
nucle6tidos o amino&cidos flanqueantes en total o en cada lado. En el caso en que la presencia del polimorfismo se
esté determinando en un polinucleétido, este puede detectarse en la forma bicatenaria, pero generalmente se
detecta en la forma monocatenaria.

El agente de unién puede ser un polinucleétido (mono- o bicatenario) generalmente con una longitud de al menos 10
nucleétidos, por ejemplo al menos 15, 20, 30, o mas nucledtidos. Un agente polinucleotidico que se emplee en el
método generalmente se unira al polimorfismo de interés, y a la secuencia flanqueante, de una manera especifica de
secuencia (por ejemplo, se hibrida segun el apareamiento de bases de Watson-Crick) y, asi, generalmente tiene una
secuencia que es total o parcialmente complementaria con la secuencia del polimorfismo y la region flanqueante. El
agente de unién puede ser una molécula que sea estructuralmente similar a los polinucleétidos que comprenden
unidades (tales como analogos de purina o pirimidina, acidos nucleicos peptidicos, o derivados de ARN, tales como
acido nucleicos bloqueados (LNA)) capaces de participar en un apareamiento de bases de Watson-Crick. El agente
puede ser una proteina, generalmente con una longitud de al menos 10 aminoécidos, tal como al menos 20, 30, 50,
0 100 o mas aminoacidos. El agente puede ser un anticuerpo (incluyendo un fragmento de dicho anticuerpo que es
capaz de unirse al polimorfismo).

En una realizacion de los presentes métodos, se emplea un agente de unién como una sonda. La sonda puede estar
marcada o ser capaz de ser marcada de modo indirecto. Puede utilizarse la deteccién del marcador para detectar la
presencia de la sonda (unida) sobre el polinucleétido o la proteina del individuo. La unién de la sonda al
polinucledtido o la proteina puede utilizarse para inmovilizar la sonda o el polinucleétido o la proteina (y asi separarlo
de una composicion o disolucion).

En otra realizacion de los presentes métodos, el polinucleétido o la proteina del individuo se inmoviliza sobre un
soporte soélido y después se pone en contacto con la sonda. La presencia de la sonda inmovilizada sobre el soporte
sélido (a través de su union al polimorfismo) entonces se detecta, directamente detectando un marcador sobre la
sonda, o indirectamente poniendo en contacto la sonda con un resto que se una a la sonda. En el caso de detectar
un polimorfismo de polinucleétido, el soporte sdélido en general esta fabricado de nitrocelulosa o nailon. En el caso de
un polimorfismo de proteina, el método puede basarse en un sistema ELISA.

Los presentes métodos pueden basarse en un ensayo de acoplamiento de oligonucleétidos, en el que se emplean
dos sondas oligonucleotidicas. Estas sondas se unen a areas adyacentes sobre el polinucleétido que contiene el
polimorfismo, permitiendo (después de la unidn) que las dos sonda se acoplen entre si mediante una enzima ligasa
apropiada. Sin embargo, las dos sondas sélo se unirdn (de una manera que permita el acoplamiento) a un
polinucleétido que contenga el polimorfismo, y por tanto, la detecciéon del producto acoplado puede utilizarse para
determinar la presencia del polimorfismo.

En una realizacién, la sonda se emplea en un sistema basado en el analisis de heterodiplex para detectar
polimorfismos. En este sistema, cuando una sonda se une a una secuencia polinucledtidica que contiene el

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2425 115T3

polimorfismo, forma un heteroduplex en el sitio en el que aparece el polimorfismo (es decir, no forma una estructura
bicatenaria). Esta estructura de heterodiplex puede detectarse utilizando una enzima que sea especifica de una
cadena sencilla o doble. Generalmente, la sonda es una sonda de ARN, y la enzima utilizada es una ARNasa H que
rompe la region de heteroduplex, permitiendo asi detectar el polimorfismo mediante la deteccién de los productos de
la ruptura.

El método puede basarse en un andlisis de desapareamiento de ruptura quimica fluorescente, que se describe, por
ejemplo, en PCR Methods and Applications, 3:268-271 (1994), y en Proc. Natl. Acad. Sci., 85:4397-4441 (1998).

En una realizacion, el agente polinucleotidico es capaz de actuar como cebador para una reaccién de PCR solo si se
une a un polinucleétido que contenga el polimorfismo (es decir, un sistema de PCR especifico de secuencia o de
alelo). Asi, solo se producira un producto de la PCR si el polimorfismo esta presente en el polinucleétido del
individuo, y la presencia del polimorfismo se determina mediante la deteccion del producto de la PCR.
Preferiblemente, la region del cebador que es complementaria con el polimorfismo esta en la regiéon 3' final del
cebador o cerca de esta. En una realizacion de este sistema, el polinucleétido y el agente se uniran a la secuencia
de tipo salvaje pero no actiian como cebador para una reeccion de PCR.

El método puede ser un sistema basado en el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP). Esto
puede utilizarse si la presencia del polimorfismo en el polinucleétido crea o destruye un sitio de restriccion que es
reconocido por una enzima de restriccion. Asi, el tratamiento de un polinucleétido que tiene este polimorfismo
conducira a diferentes productos producidos, comparado con la correspondiente secuencia de tipo salvaje. Asi, la
deteccion de la presencia de productos de digestion de restriccion concretos puede utilizarse para determinar la
presencia del polimorfismo.

La presencia del polimorfismo puede determinarse basdndose en el cambio que la presencia del polimorfismo
produce sobre la movilidad del polinucleétido o la proteina durante una electroforesis en gel. En el caso de un
polinucleétido, puede utilizarse el analisis del polimorfismo de conformacion monocatenario (SSCP). Este mide la
movilidad del polinucleétido monocatenario sobre un gel desnaturalizante, comparado con el correspondiente
polinucleétido de tipo salvaje, indicando la deteccion de una diferencia en la movilidad la presencia del polimorfismo.
Una electroforesis en gradiente de gel desnaturalizante (DGGE) es un sistema similar, en el que el polinucleétido se
somete a electroforesis a través de un gel con un gradiente desnaturalizante, indicando una diferencia en la
movilidad, comparado con el correspondiente polinucledtido de tipo salvaje, la presencia del polimorfismo.

La presencia del polimorfismo puede determinarse utilizando un tinte fluorescente y un ensayo de PCR basado en
un agente de extincion, tal como el sistema de deteccion de PCR TAQMAN™. En otro método para detectar el
polimorfismo, un polinucleétido que comprende la region polimérfica se secuencia a través de la regién que contiene
el polimorfismo para determinar la presencia del polimorfismo.

Seran evidentes diversas otras técnicas de deteccion, adecuadas para su uso en los presentes métodos, para los
familiarizados con los métodos de deteccion, identificacion y/o distincion de polimorfismo. Estas técnicas de
deteccion incluyen, pero no se limitan a la secuenciacion directa, el uso de "balizas moleculares" (sondas
oligonucleotidicas que fluorescen tras la hibridacion, dtiles en la PCR de fluorescencia a tiempo real; véase, por
ejemplo, Marras et al., Genet. Anal., 14:151 (1999)); deteccion electroquimica (reduccién u oxidacién de azlcares o
bases del ADN; véase la patente de EEUU n.° 5.871.918 de Thorp et al.); amplificacién de circulo rodante (véase,
por ejemplo, Gusev et al., Am. J. Pathol., 159:63 (2001)); el método de deteccion no basado en PCR de Third Wave
Technologies (Madison WI) INVADER® (véase, por ejemplo, Lieder, Advance for Laboratory Managers, 70 (2000)).

Por consiguiente, cualquier técnica de deteccién adecuada segun se conoce en la técnica puede utilizarse en los
presentes métodos.

Tal como se emplea en la presente, "determinar” el genotipo de un sujeto no requiere realizar una técnica de
genotipificacion cuando el sujeto ya ha sido genotipificado, y los resultados del ensayo genético previo estan
disponibles; por consiguiente, determinar el genotipo de un sujeto incluyen remitirse a analisis genéticos
previamente completados.

También se describe un ensayo o kit de ensayo predictivo (cuidado del paciente). Este ensayo ayudara al uso
terapéutico de compuestos farmacéuticos, que incluyen NRTI, tales como abacavir, basandose en asociaciones
predeterminadas entre genotipo y respuesta fenotipica al compuesto terapéutico. Este ensayo puede tomar
diferentes formatos, que incluyen:

(@ un ensayo que analiza el ADN o ARN para determinar la presencia de alelos y/o polimorfismos
predeterminados. Un kit de ensayo apropiado puede incluir uno o mas de los siguientes reactivos o
instrumentos: una enzima capaz de actuar sobre un polinucleétido (generalmente una polimerasa o una enzima
de restriccion), tampones adecuados para los reactivos enzimaticos, cebadores de PCR que se unen a regiones
que flanquean el polimorfismo, un control positivo o0 negativo (0 ambos), y un aparato de electroforesis en gel. El
producto puede utilizar una de las tecnologias de chip descritas en la técnica. El kit de ensayo incluird
instrucciones impresas o legibles mediante una maquina que ofrezcan la correlacién entre la presencia de un
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genotipo especifico y la probabilidad de que un sujeto tratado con un compuesto farmacéutico especifico sufra
una reaccion de hipersensibilidad;

(b) un ensayo que analice materiales procedentes del cuerpo de un sujeto, tales como proteinas o metabolitos,
que indican la presencia de un polimorfismo o un alelo predeterminado. Un kit de ensayo apropiado puede
comprender una molécula, un aptamero, un péptido o un anticuerpo (incluyendo un fragmento de anticuerpo)
gue se une especificamente con una region polimdrfica predeterminada (o una regién especifica que flanquea el
polimorfismo). El kit puede comprender también uno o mas reactivos o instrumentos adicionales (segun se
conoce en la técnica). El kit de ensayo incluira también instrucciones impresas o legibles mediante una maquina
que ofrezcan la correlacion entre la presencia de un polimorfismo o un genotipo especifico y la probabilidad de
que un sujeto tratado con un analogo de nucledsido sintético especifico sufra una reaccion de hipersensibilidad;

Los especimenes bioldgicos adecuados para el ensayo son aquellos que comprenden células y ADN e incluyen,
pero no se limitan a sangre o componentes sanguineos, manchas de sangre seca, orina, hisopos bucales y saliva.
Las muestras adecuadas para el ensayo seroldgico de HLA son muy conocidas en la técnica.

Ejemplos
Ejemplo 1

Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio retrospectivo de casos-controles con sujetos infectados por VIH adultos (>18 afios de edad)
gue participaron en un programa de desarrollo clinico de abacavir de Glaxo Wellcome. Los sujetos se clasificaron
como sujetos "caso" o "control" basandose en lo siguiente. Los sujetos caso habian sufrido un episodio de
hipersensibilidad presunto o confirmado al abacavir; los sujetos control habian recibido abacavir durante al menos
seis semanas, pero no habian sufrido un episodio de HSR presunto o confirmado. Se eligi6 el periodo de tratamiento
de seis semanas basandose en el conocimiento de que la mayoria de los acontecimientos de HSR se producen
dentro de las primeras seis semanas de tratamiento. Se recogieron las narraciones de los casos en el momento, o
cerca de este, de la reaccion de hipersensibilidad presunta o confirmada. Los sujetos control se hicieron concordar
para el estudio (si era posible) de la etnicidad, el género, el recuento de células CD4+ (si estd disponible; cuatro
intervalos de CD4+: <50, 50-200, 201-500, >500 células/mm3); y la edad (ma&s o menos 5 afios). Cuando fue
posible, también se hizo concordar el régimen de tratamiento ("no expuesto a tratamiento” frente a sometido a
tratamiento).

La recogida de los datos incluy6 la demografia (edad, género, raza, clasificacion CDC para la infeccién por VIH);
historia de alergias a medicinas y alimentos, sarpullidos por fArmacos, asma, eccema, fiebre del heno, etc.; terapia
antirretrovirica (ART) y medicaciones concomitantes tomadas en el momento de HSR (o, para los controles, durante
las primeras seis semanas de tratamiento con abacavir).

El estado de casos-controles, la demografia y la historia de alergias se proporcionan en las tablas 1, 2 y 3.

Tabla 1- Estados de casos-controles (N = 123)

Estado de casos-controles n.° de concordantes | n.° de sujetos
1 caso - 2 controles 16 48 (39%)

1 caso - 1 control 14 28 (23%)

1 caso - 3 controles 1 4 (3%)

1 caso - 0 controles 14 14 (11%)

0 casos - 1 control 15 15 (12%)

0 casos - 2 controles 7 14 (11%)

Tabla 2 — Demografia

Casos (N = 45) Controles (N = 78)
Edad, media (intervalo) 42 (29-63) 40 (30-62)
Edad (afios)
18-35 15 (34%) 27 (35%)
35-54 25 (57%) 49 (63%)
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>54 4 (9%) 2 (3%)
Género
Hombre 40 (89%) 70 (90%)
Muijer 5 (11%) 8 (10%)
Tabla 3 - Historia de alergias
Casos (N = 45) Controles (N = 78)
Cualquer alergia 33 (73%) 46 (59%)
Alergia a sulfa-farmacos 14 (31%) 14 (18%)
Cualquier alergia a NNRTI* 9 (20)% 4 (5%)
Historia de sarpullido por otros |13 (29%) 14 (18%)
farmacos

Se estudiaron los polimorfismos en una serie de genes candidatos. Los polimorfismos estudiados en el gen TNFa
incluyen G(-237)A. También se estudié la presencia o la ausencia del alelo HLA-B57.

Ejemplo 2
Cribado de TNFa

Puede determinarse la presencia del polimorfismo de TNFa G(-237A) utilizando un tinte fluorescente y un ensayo de
PCR basado en un agente de exticion, tal como la forma de discriminacion de alelos del ensayo de la 5' nucleasa
(Lee y Bloch, Nucleic Acids Research, 21:3761 (1993)). Brevemente, este ensayo emplea dos sondas especificas de
alelo marcadas de forma diferente con tintes "indicadores" fluorescentes en los extremos 5' y con el mismo agente
de exticion en los extremos 3'. Normalmente, la fluorescencia de cada tinte indicador es extinguida por el agente de
extincion cuando esta presente en la misma molécula olignucleotidica. Las sondas especificas de alelo se utilizan
junto con dos cebadores, uno de los cuales se hibrida con el molde 5' de las sondas especificas de alelo, mientras
que el otro se hibrida con el molde 3' de dichas sondas.

Se determind la presencia de polimorfismos de TNFa G(-237)A mediante el método de discriminacién alélica,
utilizando el ensayo de la 5'-nucleasa. Se emplearon dos sondas especificas de alelo con un tinte fluorescente
diferente en los extremos 5', pero con el mismo agente de extincion en los extremos 3"

TNFa G(-237)A - G : FAM-CCTGCTCCGATTC (MGB) (SEQ ID NO:9)
TNFa G(-237)A - A: VIC-CCCTGCTCTGATTC (MGB) (SEQ ID NO:10)

Ambas sondas tenian un grupo fosfato 3', de modo que la polimerasa termoestable AmpliTaq Gold™ polimerasa no
les podia afadir nucleétidos. Las dos sondas especificas de alelo se disefiaron utilizando un programa informatico
especializado, tal como se conoce en la técnica, de modo que se hicieron concordar ciertas propiedades
(temperatura de fusion, contenido en GC, posicion de la base polimorfica, localizacion dentro del amplicon) en la
medida de lo posible, permitiendo solo una hibridacién completa al ADN molde cuando la base polimorfica especifica
de alelo estéa presente.

Las sondas especificas de alelo se utilizaron junto con dos cebadores, uno de los cuales se hibrida con el molde 5'
de las dos sondas especificas de alelo, mientras que el otro se hibrida con el molde 3' de las dos sondas.

TNFa G(-237)A directo: ATCAGTCAGTGGCCCAGAAGAC (SEQ ID NO:11)
TNFa G(-237)A inverso: GGGACACACAAGCATCAAGGATA (SEQ ID NO:12)

Si esta4 presente el alelo que corresponde a una de las sondas especificas, la sonda especifica se hibrida
prefectamente con la secuencia diana derivada del molde. La polimerasa termoestable, que extiende el cebador en
la direccién 5' a 3' hacia la sonda especifica de alelo, elimina los nucleétidos de la sonda especifica, liberando el
tinte fluorescente y el agente de extincion. Esto produce un aumento en la fluorescencia desde el tinte indicador, que
ya no esta cerca del agente de extincion.

Si la sonda especifica de alelo se hibrida con el otro alelo, el apareamiento incorrecto en el sitio polimérfico inhibe la
actividad exonucleasa 5' a 3' de la polimerasa termoestable y, asi, evita la liberacion del tinte indicador fluorescente.
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Al final de los ciclos térmicos de la PCR, se emplea el sistema de deteccién de secuencias ABI PRISM™7700 para
medir el aumento en la fluorescencia desde cada tinte especifico directamente en recipientes de reaccion de PCR.
Entonces se analiza la informacion de las reacciones. Si un individuo es homocigético para un alelo concreto, se
libera la fluorescencia correspondiente solo al tinte de esta sonda especifica, pero si el individuo es heterocigético,
entonce aumenta la fluorescencia de ambos tintes.

Los resultados del cribado del polimorfismo de TNFa G(-237) se muestran en la tabla 4.

La distribucién de TNFa G(-237)A segun diversos grupos étnicos se muestra en la tabla 5 (basandose en el Cribado

Tabla 4
Genotipo Casos (N = 44) Controles (N = 76) | valor de p
1,1 (G/G) 22 (50%) 71 (93%) <0,0001
1,2 (G/IA) 20 (45%) 4 (5%) <0,0001
2,2 (AJA) 2 (5%) 1(1%) 0,1573

genético de una poblacion genética disponible en el mercado).

Tabla 5
G/G(1,1)N | AIG(1,2)N A/A (2,2) N Frecuencia alélica Frecuencia alélica

para G para A
Caucasicos 83 4 1 96,6% 3,4%
(N =88)
Afroamericanos 73 13 0 92,44% 7,56%
(N =86)
Hispanos 45 5 0 95,0% 5,0%
(N =50)
Asiaticos 28 2 0 96,7% 3,3%
(N =30)
Nativos 5 3 0 81,24% 18,75%
americados  del
SO
(N=8)

En el anterior estudio, en la mayoria de los casos se observa la presencia de un alelo "A" (genotipo A/A o A/G),
comparado con los controles. El genotipo G/G aparece con menos frecuencia en los casos, comparado con los
controles.

Ejemplo 3

Cribado de HLA-B57

Se realiz6 la genotipificacion del gen HLA-B en muestras de 120 sujetos (44 casos y 76 controles) en los laboratorios
de investigacion de the Anthony Nolan Bone Marrow Trust (Royal Free Hospital, Londres, Reino Unido). La
tipificacion se realiz6 principalmente utilizando el analisis de la conformaciéon mediado por la cadena de referencia
("Reference Strand-mediated Conformation Analysis" (RSCA); véase, por ejemplo, Pel-Freez® Clinical Systems,
LLC), tal como se conoce en la técnica (Arguello et al., Reviews in Immunogenetics, 1:209 (1999); Arguello et al.,
Tissue Antigens, 52:57 (1998)). Se emplearon técnicas de secuenciacién de ADN y de sondas oligonucleotidicas
especificas de secuencia (SSOP) (véase, por ejemplo, Yoshida et al., Hum. Immunol., 34:257 (1992); Smith et al.,
Hum. Immunol., 55:74 (1997)) cuando fue necesario, como técnicas de respaldo para determinar el genotipo de
HLA.

De todos los casos, se descubrié qu 25/44 (57%) tenian el alelo HLA-B57 (es decir, eran heterocigéticos u

homocigéticos para el alelo HLA-B57), mientras que sélo 3/76 (4%) de los controles tenian el alelo HLA-B57 (cada
uno era heterocigético para el alelo HLA-B57).
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Tabla 6 - Frecuencia alélica - HLA-B57

Casos (N = 44) Controles (N = 76) valor de p
HLA-B57 presente 25 (57%) 3 (4%) <0,0001

En los sujetos que tienen al menos un alelo HLA-B57 (casos (n = 25) y controles (n = 3)), se muestra el subtipo de
HLA-B57 en la tabla 7. El alelo mas comun es B*5701 (24/25 o 96% de los casos portaban al menos una copia, asi
como 1/3 0 33,3% de los controles).

En el presente estudio, el genotipo HLA-B57 se encontré con mas frecuencia en los casos que en los controles.

Tabla 7 - Genotipo HLA-B de los casos y controles que tenian al menos un alelo HLA-B57

Genotipo HLA-B n.° de sujetos Porcentaje
CONTROLES

N=3

B*0801,B*5701 1 33,3%
B*4501,B*57031 1 33,3%
B*4801,B*57031 1 33,3%
CASOS

N =25

B*0702, B*5701 4 16,0%
B*07021, B*5701 1 4,0%
B*1402 , B*5701 1 4,0%
B*1801, B*5701 1 4,0%
B*35011, B*5701 1 4,0%
B*3503, B*5701 1 4,0%
B*3701, B*5701 1 4,0%
B*3801, B*5701 3 12,0%
B*4001, B*5701 1 4,0%
B*4102, B*5701 1 4,0%
B*4402, B*5701 1 4,0%
B*44021, B*5701 1 4,0%
B*4403, B*5701 1 4,0%
B*44031, B*5701 1 4,0%
B*44031, B*5704 1 4,0%
B*4901, B*5701 1 4,0%
B*5501, B*5701 1 4,0%
B*5701, B*5701 2 8,0%
B*5701, B*57031 1 4,0%

Ejemplo 4

Los datos se obtuvieron de sujetos ademas de los indicados en los anteriores ejemplos. Los otros sujetos del estudio
de casos-control retrospectivo descrito en el ejemplo 1 se seleccionaron para la presencia del polimorfismo de TNFa
G(-237)A y HLA-B57. Los datos acumulados (combinando los resultados proporcionados en los ejemplos previos y
los datos adicionales) se indican en las tablas 8 y 9. El niUmero total de sujetos fue 161; en cinco sujetos no habia
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datos disponibles para el estado de TNFa G(-237)A, y no habia datos disponibles en tres sujetos para el estado de
HLA B57.

Tabla 8 - TNFa G(-237)A

Genotipo Casos (N =57) Controles (N = 99) valor de p
1,1 (G/G) 32 (56%) 92 (93%)

1,2 (GIA) 23 (40%) 6 (6%) <0,0001*
2,2 (A/A) 2 (4%) 1 (1%)

* El valor de P procedente del ensayo de chi-cuadrado de Mantel Haenszel indica una
diferencia estadisticamente significativa entre la tasa del alelo A presente en los casos frente a
los controles.

Tabla 9 - Frecuencia alélica - HLA-B57

Casos (N =59) Controles (N = 99) valor de p
HLA-B57 presente 30 (51%) 3 (3%) <0,0001*
HLA-B5701 presente 28 (47%) 1 (1%) <0,0001

* El valor de P procedente del ensayo de chi-cuadrado de Mantel Haenszel indica una diferencia
estadisticamente significativa entre la tasa de HLA B57 presente en los casos frente a los
controles.

Los sujetos que tienen al menos un alelo HLA-B57 (casos = 30, y controles = 3) se ensayaron para determinar la
aparicion del subtipo HLA B*5701. En los casos, 28/30 (93%) tenian al menos un alelo B*5701; en los controles, 1/3
(33%) tenian al menos un alelo B*5701.

En el presente estudio, el genotipo HLA-B57 se encontr6 con més frecuencia en los casos que en los controles.
Ejemplo 5

Disefio del estudio

Se analizaron datos adicionales procedentes del estudio de casos-control retrospectivo descrito en el ejemplo 1, que
incluye informacion de otros sujetos e informacion relacionada con otros genes candidatos. Los ejemplos 5y 6 son
acumulados e incluyen los resultados proporcionados en los ejemplos anteriores, asi como datos adicionales. Los
sujetos de los ejemplos anteriores son parte de la poblacién mayor indicada en los ejemplos 5y 6.

Se realiz6 un estudio de investigacion de casos-control concordantes, retrospectivo y multicéntrico para identificar
variantes de genes candidatos asociados con la hipersensibilidad al abacavir. Los sujetos eran individuos adultos (>
18 afios de edad) infectados por VIH que participaron en un programa de desarrollo clinico de abacavir de
GlaxoWellcome (ahora GlaxoSmithKline (GSK)). Se obtuvo el consentimiento informado. Los sujetos se clasificaron
como "caso” o "control". Se emplearon los siguientes criterios para identificar los casos:

1. Sujetos que sufrieron sintomas coherentes con la hipersensibilidad al abacavir (véase n.° 2 siguiente); estos
sintomas volvieron a las 12 horas de la reexposicion al abacavir; se detuvo permanentemente el tratamiento con
abacavir.

2. Sujetos que sufrieron dos 0 mas de los siguientes sintomas en un intervalo de 2 dias: fiebre, sarpullido,
sintomas gastrointestinales (que incluyen nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal) y que detuvieron
permanentemente el tratamiento con abacavir.

3. Sujetos que fueron diagnosticados por un médico que no pertenece a GSK que habian desarrollado "HSR",
"reaccion alérgica”, o "anafilaxis" que se atribuyé al abacavir y que detuvieron permanentemente el tratamiento
con abacavir.

Antes del cribado de un sujeto como "caso", el diagnéstico de la hipersensibilidad al abacavir fue evaluado por un
médico de GSK para determinar la coherencia con la presentacion clinica de la hipersensibilidad.

Controles concordantes: Sujetos adultos infectados por VIH (18 afios de edad) que participaron en el programa de
desarrollo clinico de abacavir de GSK y que toleraron el abacavir durante al menos 6 semanas sin sefiales de una
reaccion de hipersensibilidad. Los sujetos control se hicieron concordar con un sujeto caso concreto en base a cinco
criterios cuando fue posible: edad (mas o meno 5 afios), género, etnicidad, recuento de células CD4+, y régimen de
tratamiento. Cuando fue posible, se reclutaron dos controles concordantes para cada caso inscrito en el estudio.
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Gestién y procesamiento de la muestra

Se recogieron muestras sanguineas en tubos de recogida de sangre apropiados. La extraccién del ADN fue
realizada por DNA Sciences (Morrisville, NC), y el ADN extraido se envid a GSK para la genotipificacion. Con la
excepcion de la genotipificacion de HLA, los ensayos genéticos fueron realizados por GSK. La tipificacion de HLA
fue realizada por the Anthony Nolan Bone Marrow Trust, Londres, Reino Unido. Los loci de HLA (A, B, y DR) fueron
genotipificados mediante el método del analisis conformacional de cadena inversa (RSCA), utilizando secuenciacion
de ADN e hibridacién de oligonucledtidos especificos de secuencia (SSO) como respaldo (véase el ejemplo 3). Se
genotipificaron marcadores polimérficos distintos de los loci de HLA utilizado la forma de discriminacién alélica del
ensayo de la 5' nucleasa (Applied Biosystems, Foster City, CA; véase el ejemplo 2).

Las muestras se analizaron para la presencia o la ausencia de 114 alelos polimorficos.

Sujetos de estudio

Se inscribieron un total de 229 sujetos y proporcionaron el consentimiento informado. Se excluyeron 29 sujetos (las
muestra produjeron un ADN inadecuado y/o el sujeto retrospectivamente no cumplia los criterios de inclusion).
Doscientos sujetos (85 de 100 casos, y 115 de 129 controles) tenian datos evaluables de al menos uno de los 114
marcadores genéticos. Un total de 157 muestras de los sujetos fueron evaluables para TNFa -237, y un total de 197
muestras de los sujetos fueron evaluables para HLA-B.

La poblacion de estudio tenia una mediana de edad de 39,8 (24-65) afios, y eran predominantemente hombres
(92%) y caucésicos (74%). Las caracteristicas demograficas y de linea de base fueron similares entre los casos y los
controles concordantes. Veintisiete sujetos (14%) eran negros, y 21 (11%) eran hispanos (tabla 10).

Tabla 10
Resumen de las caracteristicas demogréficas y de linea de base segun el estado de casos-controles
Caracteristica Casos N =85 Controles N = 115 Total N = 200
Edad? (afios)
N 85 115 200
Mediana (intervalo) 40,3 (29-63) 39,8 (24-65) 39,8 (24-65)
18-35 afios, n(%) 24 (28) 32 (28) 56 (28)
36-54 afios, n(%) 55 (65) 78 (68) 133 (67)
>55 afios, n(%) 6 (7) 5 (4) 11 (6)
Sexo
N 85 115 200
Hombres, n(%) 79 (93) 105 (91) 184 (92)
Mujeres, n(%) 6 (7) 10 (9) 16 (8)
Etnicidad
N 85 115 200
Blancos, n(%) 66 (78) 82 (71) 148 (74)
Negros, n(%) 9 (11) 18 (16) 27 (14)
Asiaticos, n(%) 0 0 0
7 (8) 14 (12) 21 (11)
Hispanoamericanos, n(%) 34) 1(<1) 4(2)
Otros, n(%)
Clase CDC?
N 85 114 199
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31 (36)

16 (19)

36 (42)
2(2)

43 (38)

22 (19)

45 (39)
4(4)

74 (37)

38 (19)

81 (41)
6 (3)

a En el momento de comenzar con el abacavir

Cincuenta de los 85 casos (59%) concordaban con al menos un control, y 41% de los casos no tenian control
concordante (tabla 11). Las razones por las que carecen de controles incluyen: incapacidad para identificar un
control concordante, y datos insuficientes. Para los 50 casos y sus 80 controles concordantes, 81% de los controles
concordaban con un caso por la edad mas o menos 5 afios, 99% por género, 90% por la etnicidad, 4% por los
recuentos de células CD4 (principalmente debido a datos insuficientes), y 94% por el régimen de tratamiento (o
participacion en el programa de acceso expandido de abacavir).

Tabla 11

Resumen del estado de casos-controles

Estado de casos HSR-controles

n.° de grupos concordantes

n.° de sujetos N = 200 n(%)

1 caso HSR - 2 controles
1 caso HSR - 1 control

1 caso HSR - 3 controles
1 caso HSR - 0 controles

0 casos HSR - 1 control

0 casos HSR - 2 controles

28
21
1
35
17
9

4 (2,0)

17 (8,5)
18 (9,0)

84 (42,0)
42 (21,0)

35 (17.5)

Ejemplo 6

Resultados

Andlisis univariante de la asociacién genética con la hipersensibilidad

Para cada polimorfismo, se calcularon las frecuencias alélicas entre los casos y los controles utilizando analisis
univariantes. Los polimorfismos (distintos de los polimorfismos de HLA) con frecuencias significativamente diferentes
entre los casos y los controles (valor de p de 0,05 o menor) se identifican en la tabla 12 (ensayo exacto de Fisher o
analisis de regresién logistica condicional de la diferencia entre las tasas). El polimorfismo de TNF G(-237)A estaba
presente en 25 de 58 casos (43%), comparado con 7 de 99 (7%) de los controles.

Tabla 12
Gen (posicion SNP) (Fjet?fsel\rlgnglgenB(;\ln(I:(?l Variante” Casos Controles |valor dep
TNFa (-237) RS361525 A2=A 25 (43%) 7 (7%) <0,0001
TNFa (-308) RS1800629 A2=A 5 (8%) 28 (28%) 0,0024
TNFa (-5.100) A2=G 8 (13%) 30 (31%) 0,0127
MICA (-9,263) RS1052416 Al=A 48 (92%) 64 (70%) 0,0015
A2=G 19 (37%) 66 (72%) <,0001
MICA (exo6n 2) RS1063630 Al=T 40 (83%) 68 (96%) 0,0391°
A2=G 38 (67%) 47 (48%) 0,0297
MICA (ex6n 3) RS1051792 Al=G 46 (77%) 88 (90%) 0,0384
A2=A 49 (82%) 57 (58%) 0,0029
MICB (ex6n 2) RS1065075 Al=G 23 (38%) 56 (57%) 0,0334
A2=A 48 (100%) |67 (92%) 0,0423°
MICB (exo6n 3) RS1051788 Al=A 23 (38%) 56 (58%) 0,0209
A2=G 48 (100%) |65 (93%) 0,0858°
ARN helicasa p47 dependiente de A2=T 27 (45%) 63 (66%) 0,0130
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Referencia

Gen (posicion SNP) dbSNP o GenB(;\ln(I:(I)Bl Variante® Casos Controles |valor dep

ATP

ARN helicasa p47 dependiente de | RS929138 Al=C 39 (68%) 37 (39%) 0,0007

ATP A2=T 46 (81%) |91 (96%) | 0,0040

Alcohol deshidrogenasa ADH7 | Nucleétido 403 en|Al=C 3 (5%) 16 (17%) 0,0431

(ADH7-C94T) GenBank entrada A2=T 45 (96%) 59 (84%) 0,0606C
M16286 (5'UTR)

UDP-glucuronosiltransferasa Nucleétido 765 en|Al=A 46 (77%) 59 (60%) 0,0377

(UGT1A6-A551C) GenBank M84130

a A menos que se indique lo contrario, el valor de p se basa en el ensayo exacto de Fisher.

b Al =alelo 1, A2 = alelo 2.

c El valor de p se basa en una regresion logistica condicional entre los casos y sus controles concordantes.

El analisis univariante de la tipificacion de HLA muestra seis loci con frecuencias significativamente diferentes en los
casos y los controles (p < 0,1, ensayo exacto de Fisher, tabla 13). De estos, la diferencia en la frecuencia de HLA-
B57 era la més significativa (p < 0,0001). HLA-B57 estaba presente en 39 de 84 (46%) casos, frente a 4 de 113 (4%)
controles.

Tabla 13
Resumen de los alelos HLA mediante el estado de casos-controles para los valores de p <0,1%
Alelo HLA Casos N (%) Controles N (%) valor de p
HLA-A31 0 6 (6%) 0,0839
HLA-BO8 4 (5%) 15 (13%) 0,0526
HLA-B57 39 (46%) 4 (4%) <,0001
HLA-DRBO1 6 (10%) 21 (21%) 0,0826
HLA-DRBO3 2 (3%) 18 (18%) 0,0060
HLA-DRBO7 23 (38%) 21 (21%) 0,0277
a Ensayo exacto de Fisher.

Entre los polimorfismos que no son HLA, los dos polimorfismos con la mayor significancia estadistica fueron TNFa(-
237) y MICA (-9263). Los genes HLA-B, MICA y TNFa estadn colocalizados muy cercanos entre si sobre el
cromosoma 6, y los resultados de la genotipificacion fueron coherentes con la alta asociacion alélica entre HLA-B57
y el alelo de TNFa G(-237)A.

HLA-B57 y TNFa estan colocalizados muy cercanos entre si sobre el cromosoma 6, y muestran una alta asociacion
alélica (tabla 14). En todos los casos, menos dos, las reacciones de hipersensibilidad con el alelo TNFa -238A
también eran positivos a HLA-B57; cinco casos de hipersensibilidad que eran positivos a HLA-B57 carecian del alelo
TNFa -238A.
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Tabla 14
Resumen de la asociacién de HLA-B57 y TNFa -237
HLA-B57 TNFa -237 Casos HSR N (%) Controles N (%)
Sujestos sin HLA-B57
N 30 96
Alelo A 2(7) 5 (5)
Sin alelo A 28 (93) 91 (95)
Sujetos con HLA-B57
presente
N 28 3
Alelo A 23 (82) 1(33)
Sin alelo A 5(18) 2 (67)

Andlisis multivariante de la asociacién genética con la hipersensibilidad

Se realizaron andlisis multivariantes exploratorios para investigar las contribuciones de diferentes marcadores
genéticos. Se realizé una regresion logistica condicional utilizando un subconjunto de casos que tienen al menos un
control concordante (50 casos y 80 controles, véase la tabla 11). Se realizé un andlisis secundario utilizando la
regresion logistica con el total de 85 casos y 115 controles, independiente de la concordancia. Estos andlisis indican
que HLA-B57 es el marcador més robusto de los marcadores estudiados para la hipersensibilidad.

Se empled el reparto recursivo para investigar si las combinaciones de variables, incluyendo alelos marcadores,
podrian estar actuando para modificar significativamente el riesgo de una reaccion de hipersensibilidad al abacavir.
HLA-B57 fue el predictor mas significativo sobre si un sujeto era un caso o un control (valor de p ajustado a
Bonferroni < 0,0001) (tabla 15). De los 159 sujetos con datos suficientes para la inclusion en el andlisis de reparto
recursivo, 33 (21%) tenian HLA-B57; de estos, 30 (91%) eran casos. Entre los 33 sujetos positivos a HLA-B57, 31
eran negativos a DRBO03; dentro de este grupo de 31 sujetos, 30 (97%) eran casos (valor de p ajustado a Bonferroni
=0,001).

Tabla 15

Resumen de los datos de reparto recursivo por HLA

Cases HSRN =84 Controles N =113
Sujetos con >1 alelo HLA-B57 presente, N(%) 39 (46) 4 (4)

Sujetos sin alelo HLA-B57, N(%) 45 (54) 109 (96)

Se descubri6 una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de HLA-B57 y una historia de
hipersensibilidad al abacavir. También se descubrié una asociacion entre la presencia del polimorfismo de TNF -
237A y la hipersensibilidad al abacavir, pero esta asociacion pueden justificarse casi por completo por la presencia
de HLA-B57. Un tercer polimorfismo en la misma region, MICA -9263G, también resulto significativo mediante el
andlisis univariante, pero no en el analisis multivariante.

Andlisis de los subgrupos

A continuacion se presentan unos analisis descriptivos de los subgrupos demograficos. La mayoria de los sujetos en
este estudio eran hombres blancos. Tal como se muestra en la tabla 16, 53% de los casos de hombres blancos
tenian al menos un alelo HLA-B57, comparado con 3% de los controles de hombres blancos. Dos de nueve casos
(22%) de hipersensibilidad entre hombres negros eran positivos a HLA-B57, comparado con 1 de 16 controles de
hombres negros (6%). Entre los hispanos y otros grupos étnicos identificados, ninguno de los 9 casos eran positivos
a HLA-B57, comparado con 1 de 13 controles.
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Tabla 16
Resumen de los datos de HLA-B57 por etnicidad: Hombres

Hombres Etnicidad

Blancos Negros Otros Total
Casos HSR
N 60 9 9 78
HLA-B57, n(%) 32 (53) 2(22) 0 34 (44)
Controles
N 74 16 13 103
n (%) 2(3) 1(6) 1(8) 4 (4)

La mayoria de los sujetos del estudio eran hombres. De los seis casos de mujeres inscritos, cinco eran blancas
(tabla 17). Cuatro de los cinco casos de mujeres blancas eran positivos a HLA-B57, comparado con ninguno de los
seis controles. Aunque la asociacion no se ensay6 estadisticamente, la tendencia se corresponde con la de los
hombres blancos.

Tabla 17
Resumen de los datos de HLA-B57 por etnicidad: Mujeres

Mujer Etnicidad

Blancas Negras Otros Total
Casos HSR
N 5 0 1 6
HLA-B57, n(%) 4 (80) 0 1 (100) 5 (83)
Controles
N 6 2 2 10
n (%) 0 0 0 0
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LISTADO DE SECUENCIAS

<120> METODO DE SELECCION PARA LA REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD A UN FARMACO

<130> PU4539WO

<150> 60/314.026
<151> 21-08-2001

<150> 60/336.850
<151> 30-10-2001

<160> 13

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1
<211>1183
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

ggggaagcaa
tcagggagct
acctctgggg
agtatgggga
agcctccagg
tggggcectg
gccaagactg
cagtggggtc
cctgctacce
ttcteceecege
ccgttttcte
ttttcctgea
aaatggaggc
cacaaatcag
tgtgaggggt
ggagaagaaa
gggtttctcc
gccccaggga
aggacagcag
ccctcagacg

<210> 2
<211> 817
<212> ADN

aggagaagct
cctgggagat
agatgtgacc
ccccecectta
acctccaggt
agaagtgaga
aaaccagcat
tgtgaattcc
ccacccagcce
agggacccaa
tccctcaagg
tcctgtetgg
aataggtttt
tcagtggeccce
atccttgatg
ccgagacaga
accaaggaag
catataaagg
aggaccagct
ccacatcccce

<213> Homo sapiens

<400> 2

agccccacag
ggtttctcge

tcttegttat
tgagggacat

gagaagatga
atggccacat
acagcaatgg
acgaagacag
atggaataca
gcttcatgaa
tatgagtctc
cgggggtgat
tttectgagg
acacaggcct
actcagcttt
aagttagaag
gaggggcatg
agaagacccce
cttgtgtgtc
aggtgcaggg
ttttccgetg
cagttgttgg
aagagggaga
tgacaagctg

aggaaaagtc
gtagcggctce
gtaggagaat
ggccatgtag
ggggacgttt
aaaaatcagg
cgggtcagaa
ttcactcecce
cctcaagcect
caggactcaa
ctgaagcccc
gaaacagacc
gggacggggt
cctcggaatc
cccaactttce
cccactaccg
gttgaatgat
cacacccagc
gaagcaactg
ccaggcaggt

agggtctgga
tgaggaatgg
gtccagggcet
agggccccag
aagaagatat
gaccccagag
tgaaagaaga
ggggctgtec
gccaccaagc
cacagctttt
tcccagttct
acagacctgg
tcagcctcca
ggagcaggga
caaatccccg
cttccteccag
tcttteceeg
cagcagacgc
cagacccccee
tct

gg9g9g9cggggyg
gttacaggag

atggaagtcg
ggagtgaaag
ggccacacac
ttccttggaa
gggcctgecce
caggcttgtc
cccecagcetcec
ccctccaacc
agttctatct
tccccaaaag
gggtcctaca
ggatggggag
ccceccgegat
atgagctcat
ccctcectcete
tccctcagea
ctgaaaacaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1183

aacctcacgg tgctgtccgg ggatggatct gtgcagtcag 60
ctggatggtc agcccttcct gegctgtgac aggcagaaat 120
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gcagggcaaa
gagagaccag
aggaccagaa
aaaagttagg
ggtgaggaat
gggaggcatg
gaaaggtgat
ctccaggaga
ttctactacg
ccccagtect
gccatgaaga
cgatatctaa

<210> 3
<211>51
<212> ADN

gccccaggga
ggacttgaca
agaaggtgag
ggcagagagc
gggggtcagt
gaggagggcc
gggttcggga
ttagggtctg
atggggagct
ccagagctca
ccaagacaca
aatcecggegt

<213> Homo sapiens

<400> 3

ES 2425 115T3

cagtgggcag
gggaacggaa
agtcggcagg
agggacctgt
ggaactcagc
agggaggcgt
atggagaagt
tgagatcecat
cttectetec
gaccttggecc
ctatcacget
agtcctgagg

aagatgtcct
aggacctcag
ggcaagagtg
atctacccac
agggaggtga
acccectggg
cactgctggg
gaagacaaca
caaaacctgg
atgaacgtca
atgcatgcag
agaacag

gggaaataag
gatgaccctg
actggagagg
tggatctgge
gccggcacte
ctgagttcct
tgggggcagyg
gcaccaggag
agactgagga
ggaatttctt
actgectgeca

acatgggaca
gctcatatca
ccttttcecag
tcaggctggg
agcccacaca
cacttgggtg
cttgcattce
ctececageat
atggacaatg
gaaggaagat
ggaactacgg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
817

cactgggttt gttgcagtaa gccacytcga atgttgctgt agaattaaag t

<210>4
<211> 12930
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

gggccatggg
cggcagccgce
gegtttecgg
tgtgctgtct
tttccecatct
gtcgectagg
ttcacgccat
cgcccggceta
gtctcgatct
ggcgtgagcec
acccgcattt
acttttcgga
gcattggaag
ggatctcagg
ccgcagctcce
ctgtgaggac
ggcagaggat
tcegggggtce
ccagattccc
ccagctccct
gccttcatce
gcaagcagcc
taactttctg
acccctaagg
gcagatgccce
cttccccact
gtgctggacc
cctatctctt
gggagtgctg
gcaccctecce
gctcatgccg
caggctgttg
gtgggctctc

gctgggccegg
cgctggtgag
gggtccgggt
ggagtgcagg
ccecgtcetcett
ctgtagtgca
tctectgect
attttttgtg
cctgacctcg
accgcgcceccg
tctggtctcee
caaaccagtc
gccgttccag
tcectgaagt
tggagttggg
tgtggggggt
tecttcetgeg
ctctectcete
tctcacctce
gctaccccett
ccecgecccecg
ttcactccegt
gtgctgccett
agagccctga
cctcecctee
ccttcatcct
atccctceect
gcccagctgce
gagcatatga
ctcctgtect
ccctcecagtt
ggccagctgt
actccccaca

gtcctgetgt
tggggttcct
gggttgccge
gagctggacg
tttttttttt
gtggcgcgat
cagcctccct
tttttagtag
tgatccgccec
acctccegtce
tcctgeactt
cttctgaggc
cgcggccgcet
cctgtectcet
gccctecettt
cctgactctc
acttctgtca
tcgcatccca
tccctgecceca
cctgtgtgcet
ccactgaagg
gctgecccta
ttgtecgggg
tgctaatggc
agtgcaggtg
cagcctcacc
ggtcectcecg
ctggggccct
cagtgctgag
caccctaccc
cttgctctgce
tcecttgacct
ccgcatatct

ttctggceegt
ggcggtccecce
gagcgctgtg
ccgectgttce
tttttttttt
attggctcac
agtagctggg
agatggggtt
gcctcggect
tcctttcagt
gctctccteg
ccctgggttce
gaggcagcca
cccggagecg
cttgggaccc
aagctgaggg
tcececagete
cccctactaa
tcttacggeg
gttctctgat
tcecectectge
tgcctececceca
gggtcttcce
agttgggcct
cctgectctgg
ctcttgagga
ccccteteca
cagcaagttc
aatctttcce
caagttctcc
ccatctccec
tccttetttt
aaaatctgtt
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cgccttcecet
ggcggagcegg
cggtcagggce
ccgccacacce
ctttctgaga
tgcaagctcc
actacaggcg
tcaccgtgtt
cccaaagtgce
cctcctcggg
cctctectec
ccgggcetget
cttcccecgg
atgtgttctc
ggaggtggtg
gttggagtct
attctcccet
tgaccaatga
ccctgggtec
ccatttctag
ctcctttatg
ttcccaaatg
tcecatcccac
taggcagggc
gccctgectce
ccccacccte
ccttgggacc
tcatctttceca
aagccccacc
cacagtcact
tccecaacce
cttttggttc
ttgcctgcectce

tttgcacccc
gagcggcggyg
ggggctcagg
tcagccctge
cggagtctct
gccteececggg
cccgecacca
agtcaggatg
tgggattaca
atcgcgcatc
gtctcctcectce
cctgtgaatg
tgctgggggce
agctcctggg
cttcttgcta
gcaggctccg
cgccteegge
tctaaggaca
ttttgctcecte
agtgtcctct
ggcctttect
tecectgacte
tcccctcecag
gcagggcagce
attgtggccc
cagcccacag
ttgtgctgcet
gtgggaaagt
ctccecccaga
cctgcccecat
agacctaaaa
cttgacccca
ttggggtgcce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



actgctcccce
cctctacctt
ttaacttttg
attttgacac
aacaagcatt
ttaaatgtac
tattcattct
cccttcteag
aatttttggce
ttatttcact
ctccacatac
gtcgecttgca
ctctttaata
catatgacag
tggttatact
cgccaggatt
tatctcgtag
atatacctgt
catttttaag
tttggttact
ggtctcttca
tcccatttat
ttgccagtcc
gaggtcatag
agggtccagt
gagactctcc
gatatatgga
atgccactac
tgtgattcct
gtgattccat
ttgatagcaa
ttgattctte
agtcaggtgg
ccgcctctac
tactcaggaa
ctgagattgce
taaaaataaa
tcctettcecaa
tcagttaagt
ttcttgattt
atgttgattt
gtggagtctt
cttcttcttt
ggacttgcag
atcttaaaga
atatatggct
tatcatgaag
tggcttttgt
acctggaata
gtttgctagt
gttttctttt
aaatgagttt
tatttcttgt
tttaaccgcet
caaaactctg
accatcattc
aatcgtgtaa
atccaggttyg
atgtatgtac
ccttttggat

ctccagcatt
ggttttctet
tttgggtacg
aggcctacaa
tatcctttet
aataaattat
aactatattt
cctctggtaa
tgccacaaat
tcacatgatg
acgtgtgcac
gatcttggcet
taccgattte
ctctattata
agtttacgtt
ccttattgcce
gagttttgat
ttgccatttg
ttggattatt
aatcctttgt
ctttgtttat
gcatttttac
aatatcttag
atttacatct
ttcattctte
tttgccetgt
tttgtttctg
cgtgctgttt
ctagttttgt
atacatttta
ttgcattgaa
cggctgggea
atcacttgag
taaaaataca
agctgaggca
accattgcac
cattgattct
tgttttgcat
ctattcctag
ctttttcaga
tgtatcctgce
taggttttce
tccaattttg
tattgtgttg
aaaggctttc
tttattatat
ggatgttaaa
cctttattct
cattccactt
atttcattga
tttgatgtgt
ggaagtattc
tctttaaacg
tttaagtgta
tacccattaa
tactttttgt
tgtttgtett
tagtatgggt
cacaccttgg
attggcaaat
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actccttttg
ctectggeccag
tagtagatat
tatgtcataa
ttgtgctaca
tgttggetgt
ttgtacccat
tecgtecattcet
aagtgagaac
acctccagtt
cacattttct
attttgaata
ctttcttttg
tttttagttt
cccaccaaca
tgtcttctgg
ttgcecttcat
tatgtcttct
agatattttt
cagatgaata
tgtttcettt
tttggttgcce
agagtttccc
ttaatccttt
tgcataagga
atgtgttett
ggttctctat
tgattactct
tetttttgtt
ggattgtttt
tttgtagatt
cggtggctca
atcaggagtt
aaattagcca
ggagaatcgc
tccagectgg
tccagtccat
cagtgcttta
gtattttatt
ttatttgctg
aactttactg
aaatatcaga
atgcccttta
cataactgta
agttttcccce
tgaggtctgt
cttatcaaat
gttgatacga
ggtcatgaag
tgatatttgce
ctttgcctga
ccteecteete
tttaattgtg
tactcggtgg
tcggtaacte
ttctatgaat
tttgattctg
cagattttca
ttatccattce
atttcatttc

gcaggtcctt
cacccccact
gtatgtatat
tcacatcagg
aacaatccca
actcaccctg
taaccatccg
attgtctcte
atgcgaagtt
ctttgcaaat
ttctccattc
gtgctgcaat
ggtatatgcc
ttggaagaac
gtgtacaagg
ataaaagcca
ctgatgacga
tttgagaaat
cctatagagt
gtttgaaaat
gctgtgcaga
tgtgcttgtg
caatgttttc
ttgattggat
tatctagttt
ggtaactttg
tctgtttcat
agctctgtag
cagggtagct
tctatttctg
gctttgggta
ctectgtaat
caagaccagc
ggcgtggtgg
ttgaacccag
gcaacaggag
gaacatggaa
tagtttttat
ttatttgtag
ttagcacata
aatttgttct
ccacatgatg
tttecttete
gtgaaagtag
cattcagtat
tccttgtata
gcttttteag
tgtattacat
aatgatcttt
ctcaatgttc
ttttgatate
tgtttttcag
gtaaattata
cattagatac
cccattccte
ttgaccactc
gcttatttca
ttccttttaa
ctcagacaat
tcttgggtat
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cctecaggcetg
ccttgctttg
atttatgggg
gtaaatgggt
ttatgctett
ctgtgctate
cactcccccea
cccatgaggt
tgtctctcetg
gacatggtgg
gtctgttgat
aaacatggaa
taacagtgagg
ctccacatta
gttctetttt
gtttatctgg
atgatgttga
gactattcag
tgtttgagat
attttctcce
agctttttaa
gggtattact
ttttatagtt
ttttatatgt
ccccagcacc
ttagaaataa
tggtccgtgt
tataatttga
ttatctattc
tgaagaatgt
ggatggatat
cccagcactt
ctgatcaaca
catatgcctg
gaggcagagg
caaaactcca
tgccttttcec
tggagagatc
ctaatgaaaa
gaaatgctat
tcagttctaa
tgcaaacaag
ctgtcagatt
tcateccttgt
gttactagct
ctcagttttt
tatcaattga
tgattgattt
ttaatatact
atcagggata
aggatattcc
aacaatttga
cattacataa
attcacattt
cctacctctg
taggtacctc
cttataatat
tgatgaataa
ggacacttgg
atatttattt

agaatctccce
tttttaattt
tacatgggat
tatctatcac
tcagttattt
tactagatct
ctccccacta
ccattgtttt
ggcctgggge
ctgaatagta
ggacacttag
aagtagatag
agtgctggag
tttcccacag
gctacatcect
ggtgggatga
gcaccttttg
atcttttgcet
ccttatatgt
attcttggat
cttgatatga
taaaaaatct
ttcatagttt
ggtgagagat
atttattgaa
cttcactgta
gtctgttttt
agtcagataa
tgggtttttt
cattggtgtt
tttaacaaaa
tgggaggcceg
tggagaaacc
taatcccagc
ttgtggtgag
tctcagaaaa
attttttgtg
tttcacttct
tgggattcagt
tgatttttge
tagttttttg
gataatttga
gctctagcta
cttgttecag
gtgagttgtc
ttagagtttt
aatggtgata
gtgtatgcat
gttgaatgtg
taggcctgta
tggctttgta
ataggactga
attttactgt
ttgtgcaacc
gcccectggta
atttaagtag
ttcgaggttc
tactcattat
gttacttcta
cttttgagta

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
25940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580



tttettttagg
atttttagag
agcagtatac
gtgtgtgtgt
gaagtggtat
tcttttceatg
ttgcccattt
tgactgtttt
tttetttttt
agtgcagtgg
ccacctcagce
tttgtatttt
acctggtgat
cgectggecet
ttcaggggtt
ttttcatgag
tgaaagcact
ttttatgttt
tgtatatagt
actatttgct
acactagctg
aacccaagcc
ggctacaacc
ccatgatgag
ccacagccac
cctctggeaa
agcctctcce
gacctacaag
ctcccaccect
gcatttccectg
aagttatttc
tcgttacaac
gggacatctg
ccagggacag
cttgacagag
aggtgagagt
agagcaggga
cagggaggct
ggcecagggag
gggaatggag
tctgtgagat
agctcttecct
ctcagacctt
cacactatcg
gggtggccat
ctgctagagt
caggcgtttc
aaagacagtg
tctgacagaa
ggctgccecce
ccaggagtcc
ggccacagtc
acagacttac
ggagcagcce
tttecttetce
tcaccgtgac
aggatggggt
atggaaccta
cctgctacat
gggtgaccct

gtatatatcc
gaatcaccat
aggggcttca
gtgtgtgtgt
ctcattgtgg
tgtttattga
ttctccccea
gttgtttttg
tttttttttt
cacgatctca
ctcecctagta
tagtagagat
acacccgcct
tctggaaget
gattgctttc
tccagtttgt
gtcaaaccct
tagttcttga
acaaattaag
gaaaagatgg
gtccatccaa
cacatcattg
ttcctaccce
tcttttcteca
actggacatg
gaccttcecctt
cttggcecect
tttgccatct
cacagttttc
cctcctcecagg
caggaagaag
ctcatggtgc
gatggtcage
tgggcagaag
aatgggcaag
cggcaggggce
cctgtctctt
cagcagggtg
gggtcgeege
aagtcactgc
ccatgaagac
ctcccaaaac
ggctatgaac
cgctatgcag
caggagaaca
tgecctegect
ctgttggcat
ggtctgggac
gcctgagect
tetgectece
acccttgaca
ccaaggccca
agaaggtctg
tgttececectge
agtgcccccee
atgcagggct
atctttgage
ccagacctgg
ggaacacagc
ggagagggtc
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agaaatagaa
agtgttttcc
gtttctctac
gtgtgtgtgt
tttggatttg
tcatttgtat
catagcttct
tcaaactttt
ttttttttga
gctcactgeca
gctgggacta
agggtttcac
cggcctecca
aatctcttat
tcactctgat
cagttctttc
atgtcatgaa
gtttagagtt
ggtccaattt
acttactctt
ttgctgtect
ctccectetg
ttgtgcctca
aggcagctcg
ggtccecctctg
ccaacactge
attcccttag
tcattcccec
cttgtatatg
gaggtcggga
tttcacctgt
tgtcccagga
ccttecctgeg
atgtcctggg
acctcaggag
aagagtaatg
cccgcectggat
gtgagccgga
tgggctgagt
tgggtggggg
agcagcacca
ctggagactc
gtcacaaatt
gcagactgcc
ggtaccgacc
cccagctetg
attgtgtcect
tgaactgtcc
ggggtgggag
ggcctgcecca
tcceectect
tecctectget
ggatctgtga
atctcecctta
atggtgaatg
tccagcecttet
cacaacaccc
gtggccacca
gggaatcacg
aggccagggt

ttgttggatc
attgcaggceg
ctccttgecceca
gtgtgtgata
cattttecta
attttctttg
catggctatt
ttgcatattc
gatggagtect
agctccacce
caggcgcccg
catgttagce
aagtgctgga
cagatatatg
tgtgcecettt
tattctatct
cattatacce
taggtctttg
tatattattt
tgataccctg
ggggccttgt
ggatactgac
tgaccacccc
ccttgectec
agcctgagtc
cttcatgctc
ggggcttgtg
ttecttetgtt
aaatcttcgt
cagcagacct
gatttcctet
tggatctgtg
ctatgacagg
agctgagacc
gaccctgact
ggaggccttce
ctggctgggg
actcagccca
tcctcacttg
caggcttgca
ggggctcecg
aagaatcgac
tctggaagga
tgcagaaact
ctggccaggg
tccagggaaa
gatttgcete
agtgttgtaa
ttaggcagga
tcceggagag
cagcatcaat
agcctggagg
gggattcagc
gaggggagca
tcacctgcag
atccccggaa
agcagtgggg
ggattcgecea
gcactcacce
aggaacagca
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atacggtatt
tgccattttg
aacttgctgt
atagccaccc
atgagtactg
aagaattggc
ttgcccattt
tggaaactaa
tgctctgttg
gctagcttca
ccaccacacc
aggatggtct
attacaggct
acttgcaata
gatgcacaga
gtgctttgge
aatgtttttt
attcattttg
gaacatccag
tcacctgcce
catgccactc
cccactataa
ctcccttgte
atctcaccct
ccttccceatt
ctceccttgee
gccacccagt
catcagcccc
tcttgteccectt
gtgtgttaaa
tccccagagce
cagtcagggt
cagaaacgca
tgggacacag
catatcaagg
tccaggaaag
gtggggatga
cacagggagg
ggtggaaagg
ttccctecag
gcatttctac
agtgccccag
agatgccatg
acagcgatat
gctctactgt
ccctcectgt
tcctgttaga
tctgggaaag
gaggaagccc
ttecectecetg
gtggggatcc
aattaggccc
cagagtgaga
gggcttcact
cgaggtctca
tatcacactg
ggatgtccetg
aggagaggag
tgtgeccctct
gggacggctg

tcatttttta
tatttctaga
ttgtgtgtgt
tgattggttt
atattgagca
cattgaagtc
ttgagtgggt
tctctctett
cccaggctgg
tgccattctce
cggctaattt
caatctcecctg
tgagccacca
tttatttcat
tattttgaat
gtcatatcca
tctaagatat
agttaatttt
ttccececage
accccagtgg
ttccactttg
acttctctag
cccaccatgc
cacctgtgca
cccactgtcc
cctgcagggce
cctggcacct
ctectctatce
ttgcccatgt
catcaatgtg
cccacagtct
ttctcgectga
gggcaaagcc
agaccgagga
accagaaagg
ttggagacag
ggaatagggt
catggaggag
tgatgggttc
gagattaggg
tacaatgaggg
tecctecagag
aagaccaaga
ctgaaatccg
tcecgcaatt
gctatggatg
gccattggat

cagtgggece

tcagggccag
gcceccatgac
cagagcctga
cagggtgagg
acagtggaga
ggctctgccce
gagggcaaca
acctggcgtc
cctgatggga
cagaggttca
ggtgagcctg
tggctctctg

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180



cccagtgtat
cagactttcce
tceettgttg
ttctggagat
caagacgtag
aatgggagct
gccttcgaat
ggctgtggca
cgteccaggtg
tgtcagaggg
gaatccaagg
ccaccacctg
tceectgggece
ttcatcctac
catctctttg
tccetttcete
tcceccacag
tgcaaaaaca
ctggcggtag
catgcctgag
aggcacccac
tceegtggag
actggggttt
ctttcaatgt
tttcctctaa
cccectcteca
agagggtggg
tecttgtagg
ggcctcgeag
gaccaggcag
tcatgggagg
atcctgtgge
gggtcccecag
tagagggcag
aggagggcct
taacaggact
tgtcttgggg
ttgatggagt
aaagtggggg
agagaaaagt
cctcttctee
accacaggga
gttccactga
atctcaccag
ttattgttgt
tagagagcca
acagcaaatt
agaaggtttg
tagagcctat
ccttcttceca
atcagagccce
ttttgtcttt
gcccttaaca
gtttttgttt
ctcagctcac
aatagctggg
gacggggttt
tgccttggea
attatattgt
taatatattt
tgagtatctt
ggtccecteg
atttataccg

aacaagtccc
atatgtttct
caagaagaaa
gggaaagctc
gtgacaaggc
gcatctccat
atccagctgt
cctgectcectgt
gggtgagttg
aggaaatagt
agaggcggtg
gcctecectga
atttgaggag
ctccagegtg
aggctttgtt
aaggtggtca
tcaggttgtt
gaggcagtgc
gggcgetggt
cagatgggaa
agcaggggca
ggattgtcac
tggccaggaa
tgatgtccaa
tactgctgtt
gaagggtctg
cagaggcagc
ttgcaagggc
cctcaccaag
gagcagtagt
ccaggcctcc
agccatgtct
ttaggagctg
ggcccacagt
ggggactgag
ggtcaggcct
ccctttcact
gatgggagag
cctcatcttce
ccttagggaa
agagcttgtg
tgcagcacag
gggcgcctag
cactttcccect
tggatgetge
gcaaagggat
gtttatcatg
ctgagggcat
tgtttgagga
cccectettet
ttgttcacga
ctctttatte
gtgccatatt
ttgagacaga
tgcaacctct
attacagaca
cgccaagttg
tcccaaagtg
aatatatttt
taatatatta
ggtgatgact
ccccgtcecaca
taaatgttta
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ttttttteag
gctgctatge
acatcagcgg
ctttctagge
tgctggaaca
ctacacccat
ggcctectcce
ccccatccca
ggaatcacgt
aaaggtggcet
cccacccegtg
gtttccttge
cggggccceag
ttttcttetg
ctgtgctctg
ctgectggta
tgatggggga
aggggacagt
ttctcatcct
ggttcgtecc
gtgcaggtcet
ttctggttcece
aagggtatga
taaagatgtt
gtaaagcata
tgtggagatg
ctcaggctaa
agtggcctgg
cagcagccct
gactcaacag
tcgagcaagg
ttccatgcectg
cctgctcagg
gggcagggcec
agcaagggtc
gagaggaggg
ccctgcacgg
aactgacagg
tctcagagaa
taaacacaac
agcctgcagg
ctgggatttc
actctacagce
ctgtttcetg
aaagtgttag
catgaccaac
aatgcaggat
tcactccatg
atgcagtctt
tgctatctec
gaagcaagaa
ccacgttecgce
aattggtatc
gtctcactct
gcctcecagg
ggcaccacca
accagcccag
ctgggattac
attatattag
catgtgcagt
cctcctgacc
ccgttatgea
ctctttaaat

ggaaggcgct
catgttttgt
cagagggtcce
agtagggtct
ggggatggaa
aagtgcttct
tgctgcaagt
gcctetcetgt
gctgattgcet
gtgatctggg
tgcctccectcece
agatgacaca
cccctecateca
cagtccctga
tggcecttace
agtttggagt
tgaaaagaga
gagaggctgg
tgaacctaat
ctgceccetgcea
gtggtcactc
ctgtgggcag
aattcatgtg
cgtaatttca
ttaaataaaa
gtggctgtgg
ggggtctccc
gtggaatccc
ggggtgaagt
caggtcacag
tggggggtce
ggcctgetgg
gctgggaggg
tgccctggtg
agggcctctc
cactgggttc
tgagtggtgg
ggctgggaaa
agggtgaatc
actgcaccca
tcctggatca
agcctctgat
caggcggcca
acctatgaaa
taggtatgag
tcaacattcc
gtgggcaaac
gtgctcattg
acaagcctac
tataccaata
gcccectgac
cctttgttca
attatttctg
gtcacccagg
ttcaagcact
cacccagcta
tttcaaactc
aagaatgagc
ccaccatgce
aattagatta

ggtgcttcag
tattattatt
aggtgagaaa
cctcattgcet
gctggggtat
caagccaggg
gaggagtggg
ctctcgggcet
gagggcctgg
gagggccaga
aggaggcact
gatgaataga
gggcagttgt
gggacacagt
ttgcectcee
aagggacggt
cagcagaagt
ggtgtccagg
tgcactgtca
gcaagagggc
ctgctctcac
gaatggtttc
ccagtttate
gctctataat
caggaactca
cagcggcagt
ctactccacg
tgctagggac
aagtggacca
gcctaggtgg
cagggtcatg
gccccccagg
gaggagtgcet
tgcaggtgcce
tttggggagg
cctcttgggt
gcacaggaca
agcaaggagg
tgattttggg
gtggagcatt
acacccagtt
gtcagctact
ggattcaact
cagaaaataa
gtgtttgctg
attggaggct
tcacgactgce
gagttatcta
tctggaccca
aatacgaagg
ccettgttee
gtccaataca
ttgtttttgt
ctgcagttca
tctcegtacct
atttttgtat
ctgacctcag
caccgtgcect
tgtcctattt
tcatgggtga

agtcaacgga
attctctgtg
aggggacagt
cctgeeccaga
ttgggagggg
ctggggcaag
cagcagggag
cactagggtg
atgatcatgg
aactggagag
ttccaggttc
taagcagatg
ggtccectgtt
ccccaggcege
tgagccaatt
cagaagcatt
tttgtgtttc
agacctgagt
gtcggccect
cctgtccagg
ctgcggegte
ctcgtaggtc
aaaattcctg
cttaatagga
aatttggagc
tcccaggtge
tggagaaaag
agagcaggaa
ggagtaagtg
gtgctgaagg
tcaggtgcag
cttectgatg
gagctgcaga
tctgcaggag
cctctcactg
cttgtecttt
ggggctgatg
gaggaagaaa
gcaactgaag
tacccgtttc
gggacaggag
gggtccactg
ccctgeetgg
catcacttat
ctctgecacg
atatgatcaa
tcctgecaac
ctgggtcatc
gcagctgact
gctgtggaag
aaatatactc
gggttgtggg
ttttgttttt
ctggtgtgat
cagactcccg
tttttgtaga
gtgatctgcc
ggcctatttt
tcttatgttt
actttatgag

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780

agcccaggac cagctttctt gtcaccttga 12840
ttactctgtg tctactatta tgtgtgcata 12900

27

12930



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2425 115T3

<210>5

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> configuracién variada
<222> 26

<223>n=A/G

<400> 5
gtgggcagaa gatgtcctgg gagetnagac ctgggacaca gagaccgagg a

<210> 6

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> configuracion variada
<222> 26

<223>n=A/G/C

<400> 6
caggggctcc cggcatttct actacnatgg ggagctcttc 51 ctctcccaaa a

<210>7

<211> 101

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> configuracion variada
<222>51

<223>n=Ao0T

<400> 7

tttgtttcte cttaagtgge attttgactg tccattgcag cattctgatc ntaaaagaca 60

tccactttge taatgcacac gagattctct tagttgaagt a

<210>8

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> configuracién variada
<222> 26

<223>n=A/G

<400> 8

ctttggcaat tctatatggt gagctntaaa ggtgggctcc aggtagggat g
<210>9

<211>13

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo sapiens

<400> 9

cctgetcega ttc

28
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<210>10
<211>14
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Homo sapiens

<400> 10
ccetgctcetg atte

<210>11
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Homo sapiens

<400> 11

atcagtcagt ggcccagaag ac

<210>12
<211>23
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Homo sapiens

<400> 12

gggacacaca agcatcaagg ata

<210> 13
<211>720
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> configuracién variada

<222> 452

<223>n=CoG

<400> 13

ttcattctte
ttetgaagge
tgttaatctg
gatcacccct
aggggcaggt
acttacatgt
agtggtctgce
cccctetaac
agttggtatt
ttaaaccctt
ttagacattt
tagaatatat

atcaaatcta
tcccatgtea
tcttttatta
ttctgecect
cctcaagtag
ccctcecatgt
cccatgcaac
actctccaag

atctcaaact
gtaaccttge
tttgggtteg
tgatacaata

ES 2425 115T3

agcataaaaa
cctaaaactt
taggagtatt
acagaaataa
agaagaacag
tacaccaaga
agtgggcttt
taaaatcaca
taggaaaagt
aagctaagtg
acaaaactac
gaatattaca

tagttttcec
tgattaaata
ggccataacc
tagctaagac
gagaaatagc
cccctecaggg
accccgggte
tnagtagcag
gaataaagtc
aaaatgggct
gaaacaaacc
tcatattttt

29

14

22

23

ctgggtecctt
aatgtattat
cttatgatgg
tagtaaagca
tcatacacac
accttgtgcece
accaccagcc
taataatatt

atctttagaa
catgtatgag
aatccccatce
tttaaaaaca

60

120
180
240
300
360

gggtcttcat
gcttttetcet
gtcaggaagg
taaaaggcaa
ccagaatgtt
tggggagaga
ccagctccaa 420
tgaggtgaca 480
actgcttttt 540
aatgttcgtg 600
acagatttat 660
ttactggtac 720
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REIVINDICACIONES

1.- Un método de cribado de un sujeto humano como una ayuda para predecir la respuesta a la administracién de
abacavir, que comprende determinar si el sujeto tiene un alelo "A" en el sitio polimoérfico G(-237)A de TNFa (SEQ ID
NO:1), en el que la presencia de dicho genotipo de TNFa indica que el sujeto tiene mayor riesgo de una reaccion de
hipersensibilidad al abacavir, comparado con el riesgo de individuos sin ese alelo.

2.- Un método segun la reivindicacién 1, que comprende ademas determinar si el sujeto tiene una o dos copias de
un alelo HLA-B57.

3.- Un método de cribado de un sujeto humano como una ayuda para predecir la respuesta a la administracién de
abacavir, que comprende determinar si el sujeto tiene un alelo HLA-B57, en el que la presencia de dicho genotipo de
HLA indica que el sujeto tiene mayor riesgo de una reaccion de hipersensibilidad al abacavir, comparado con el
riesgo de individuos sin dicho alelo.

4.- Un método segun la reivindicaciéon 2 o la reivindicacion 3, en el que dicho genotipo es un genotipo que incluye
una o dos copias del alelo HLA-B*5701.

5.- Un método segun una cualquiera de las reivindicacioens 2 a 4, en el que dicho genotipo de HLA se determina
mediante un método que detecta la presencia o la ausencia de la secuencia de ADN alélica de HLA.

6.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho sujeto no ha sido tratado
previamente con abacavir.

7.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho sujeto ha sido tratado
previamente con abacavir.

8.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho sujeto ha sido diagnosticado con
un trastorno seleccionado de una infeccion por VIH, enfermedad del VIH, SIDA, y complejo relacionado con SIDA.
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