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DESCRIPCION
Marcadores genéticos para predecir el grado de respuesta al tratamiento
El campo de la invencion se refiere al tratamiento o profilaxis de un sujeto con trastorno cardiovascular.

Aunque hace 20 afos, el enfoque adoptado que dio lugar a formidables farmacos “superventas” era el de un
tratamiento para todo, actualmente, con la secuenciacién del genoma humano y los avances en las tecnologias de
perfiles moleculares, los enfoques con respecto al desarrollo de farmacos estan adoptando un enfoque mas
estratificado o personalizado. Estos avances permiten cada vez mas la clasificacion de los individuos en
subpoblaciones que presentan un riesgo de padecer una enfermedad especifica, responden a un tratamiento
especifico, no responden a un tratamiento especifico o presentan un riesgo alto de padecer un acontecimiento
adverso cuando se tratan. Como tales, se pueden usar pruebas genéticas para informar sobre el diagndstico, el
pronostico y la seleccion del tratamiento. Numerosos estudios han demostrado una relacion entre el genotipo y la
respuesta a los tratamientos farmacéuticos. Este enfoque se ha aceptado ampliamente durante los ultimos afios,
particularmente en oncologia, donde se han desarrollado con éxito numerosos enfoques de medicina
personalizada y han proporcionado una gran mejora en los resultados clinicos.

En los trastornos cardiovasculares, la estratificacion de la poblacion por genotipo para una intervencioén terapéutica
especifica ha estado limitada. Uno de los objetivos de la presente invencion es demostrar que la poblacion que
padece trastornos cardiovasculares se puede comportar de manera diferente y, en consecuencia, puede responder
de manera diferente a un tratamiento especifico. La reduccion de las LDL es una estrategia terapéutica importante
en el tratamiento de la enfermedad cardiovascular. De hecho, los farmacos a base de estatinas, que reducen las
LDL, tales como Crestor, Lipitor, Pravachol y Zocar, se usan ampliamente y estan entre los farmacos mas
recetados. Durante algun tiempo, también se ha aceptado, en general, que incrementar las HDL también podria
ser terapéutico en la enfermedad cardiovascular. Se han desarrollado varios fdrmacos, farmacos que elevan las
HDL, incluyendo: niacina y los inhibidores de la CETP, tales como torcetrapib, anacetrapib, evacetrapib y
dalcetrapib.

La proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), también llamada proteina de transferencia de lipidos
en plasma, es una glucoproteina hidréfoba que se sintetiza en varios tejidos, pero principalmente en el higado. La
CETP promueve la transferencia bidireccional de los ésteres de colesterol y triglicéridos entre todas las particulas
de lipoproteinas plasmaticas. La primera evidencia del efecto de la actividad de CETP sobre las lipoproteinas
plasmaticas se proporcioné mediante observaciones en personas con déficits genéticos de CETP. La primera
mutacion de CETP se identificd en Japon en 1989 como una causa del C-HDL marcadamente aumentado. Desde
entonces, se han identificado diez mutaciones asociadas con el déficit de CETP en asiaticos y una en personas de
raza blanca. En Japdn se descubrié que un 57 % de los sujetos con concentraciones de C-HDL > 100 mg/dl tienen
mutaciones del gen CETP. Ademas, un 37 % de los japoneses con concentraciones de C-HDL entre 75-100 mg/dl
tienen mutaciones del gen CETP. Posteriormente, los estudios de animales tratados con un anticuerpo anti-CETP
mostraron que la inhibicién de CETP dio como resultado un incremento sustancial de la concentracion de C-HDL.
De manera consistente con estas observaciones en conejos y enfermos deficitarios en CETP tratados con un
anticuerpo anti-CETP, desde entonces se ha descubierto que el tratamiento de seres humanos con farmacos
inhibidores de CETP incrementa la concentracion del colesterol de las HDL y apoA-| (la apolipoproteina principal
en las HDL). Numerosos estudios epidemioldgicos han correlacionado los efectos de las variaciones en la actividad
de CETP con un riesgo de cardiopatia coronaria, incluyendo los estudios de mutaciones humanas (Hirano, K.I.
Yamishita, S. y Matsuzawa Y. (2000) Curr. Opin. Lipido. 11(4), 389-396).

La ateroesclerosis y sus consecuencias clinicas, incluyendo cardiopatia coronaria (CC), apoplejia y vasculopatia
periférica, representan una enorme carga para los sistemas sanitarios a nivel internacional. Los farmacos que
inhiben la CETP (inhibidores de CETP) han estado en desarrollo durante algun tiempo con la expectacion de que
sean Utiles para tratar o prevenir la ateroesclerosis. Una serie de clases de farmacos inhibidores de CETP ha
demostrado que incrementa las HDL, disminuye las LDL en seres humanos y tiene efectos terapéuticos para tratar
la ateroesclerosis y la enfermedad cardiovascular, incluyendo dalcetrapib, torcetrapib, anacetrapib, evacetrapib,
BAY 60-5521 y otros (tabla 1).
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Tabla 1: Vision general de los farmacos inhibidores de CETP principales y estado clinico

Estructura Compuesto Fase clinica
Torcetrapib Fase lll, interrumpida en 2006
CF, CF,
0
D‘J‘N
X
oo™
Anacetrapib Fase lll
CF

Dalcetrapib Ensayo de fase lll, suspendido
en mayo de 2012

BAY 60-5521 Fase |

Sin embargo, existe evidencia de que estos farmacos puedan no ser seguros y eficaces en todos los enfermos. El
ensayo clinico para torcetrapib se finalizé en la fase Ill debido a la incidencia de mortalidad en enfermos a los que
se les administré de manera concurrente torcetrapib y atorvastatina en comparacion con los enfermos tratados con
atorvastatina sola. El ensayo clinico para dalcetrapib también se suspendié en la fase lll, en este caso debido a la
falta de eficacia en relacion con las estatinas solas. Todavia se estan buscando inhibidores adicionales de CETP
en ensayos clinicos y en desarrollo en etapas mas tempranas. En las estrategias de tratamiento generales que
usan inhibidores de CETP que proporcionan una mejor eficacia, los efectos inespecificos reducidos serian
clinicamente beneficiosos. Existe una necesidad de obtener biomarcadores, procedimientos y enfoques para
predecir la respuesta a los inhibidores de CETP y evaluar el riesgo de padecer acontecimientos adversos asociados
con la administracion de los inhibidores de CETP.

Los inhibidores de CETP son utiles para el tratamiento y/o profilaxis de ateroesclerosis, vasculopatia periférica,
dislipidemia, hiperbetalipoproteinemia, hipoalfalipoproteinemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia hereditaria, trastornos cardiovasculares, angina de pecho, isquemia, isquemia cardiaca,
apoplejia, infarto de miocardio, lesién por reperfusion, reestenosis angioplastica, hipertensién y complicaciones
vasculares de diabetes, obesidad o endotoxemia.

Los ensayos clinicos han demostrado que la respuesta de los enfermos al tratamiento con productos farmacéuticos
es, a menudo, heterogénea. Existe una necesidad apremiante de mejorar el desarrollo de farmacos, el desarrollo
clinico y el impacto terapéutico de los farmacos para individuos o subpoblaciones de enfermos. Se pueden usar
SNP para identificar a los enfermos mas adecuados para el tratamiento con agentes farmacéuticos particulares
(esto se llama, a menudo, “farmacogendémica”). De manera similar, se pueden usar SNP para excluir a los enfermos
de determinado tratamiento debido a la probabilidad incrementada de los enfermos de desarrollar efectos
secundarios téxicos o a su probabilidad de no responder al tratamiento. También se puede usar la
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farmacogenoémica en la investigacion farmacéutica para contribuir al procedimiento de desarrollo y seleccion de
farmacos. Linder et al., Clinical Chemistry 43:254 (1997); Marshall, Nature Biotechnology 15: 1249 (1997); solicitud
de patente internacional WO 97/40462, Spectra Biomedical; y Schafer et al., Nature Biotechnology 16:3 (1998).

El ensayo de morbimortalidad con dalcetrapib (dal-OUTCOMES) fue un estudio con enmascaramiento doble,
aleatorizado, controlado con placebo, con grupos paralelos y multicéntrico en enfermos con CC estables
hospitalizados recientemente por sindrome coronario agudo (SCA). El estudio se realizé para someter a prueba la
hipotesis de que la inhibicion de CETP reducira el riesgo de padecer acontecimientos cardiovasculares recidivantes
en enfermos con SCA reciente elevando las concentraciones de C-HDL a través de la inhibicion de CETP. Los
enfermos idoéneos participaron en un periodo de preinclusién con placebo con enmascaramiento Unico de
aproximadamente 4 a 6 semanas para permitir que los enfermos se estabilizaran y para terminar los
procedimientos de revascularizacion planificados. Al final del periodo de preinclusion, se aleatorizaron los enfermos
idoneos en condicion estable en una proporcién 1:1 con respecto a 600 mg de dalcetrapib o placebo bajo atencion
médica basada en la evidencia para el SCA. Dalcetrapib es un inhibidor de la proteina de transferencia de ésteres
de colesterol (CETP). Se ha demostrado que induce disminuciones relacionadas con la dosis de la actividad de
CETP e incrementos de las concentraciones de C-HDL en varias especies animales y en seres humanos. La
disminucion de la actividad de CETP, a través de diferentes enfoques, ha demostrado efectos antiateroescleréticos
en varios modelos animales. Se suspendié el ensayo en mayo de 2012 por el CVDS por razones de inutilidad. El
estudio dal-OUTCOMES dio como resultado observaciones no esperadas relacionadas con la progresion de la
enfermedad cardiovascular. A pesar de un marcado incremento del C-HDL, los enfermos en tratamiento no
mostraron una reduccion significativa de los acontecimientos cardiovasculares y el estudio se finalizé.

Tras la finalizacion del estudio dal-OUTCOMES, se planted la hipétesis de que un subgrupo de los enfermos en
estudio respondiera de manera diferente a dalcetrapib y que dalcetrapib pudiera estar teniendo un efecto
terapéutico significativo en una subpoblacion de enfermos. Se realizd un estudio farmacogendmico de la poblacién
del estudio dal-OUTCOMES para estudiar la variacion interindividual de la respuesta a dalcetrapib y para identificar
marcadores genéticos para la prediccion de la respuesta terapéutica a dalcetrapib u otros inhibidores de CETP,
para la estratificacion de los enfermos y para la seleccion del tratamiento.

La presente invencion proporciona procedimientos de genotipado, reactivos y composiciones para seleccionar
individuos que se pueden beneficiar del tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en
particular, con un inhibidor/modulador de CETP, en particular, en los que los individuos tienen un trastorno
cardiovascular. La invencion también proporciona procedimientos de tratamiento de enfermos con un trastorno
cardiovascular que comprenden el genotipado y la seleccion de enfermos que se beneficiaran del tratamiento con
un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, con un inhibidor/modulador de CETP.
Sorprendentemente, el estudio farmacogendmico de la cohorte de enfermos para dal-OUTCOMES descubrio
polimorfismos mononucleotidicos (SNP), marcadores genéticos, asociados con la respuesta de un individuo a
dalcetrapib y utiles para predecir la respuesta terapéutica a un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL (en
particular, un inhibidor/modulador de CETP) y en el tratamiento de enfermos con un agente que eleve las HDL o
que imite a las HDL (en particular, un inhibidor/modulador de CETP).

Los marcadores genéticos detectados en los procedimientos de genotipado de la invencion incluyen: los 15 SNP
que aparecen en el gen adenilato-ciclasa de tipo 9 (ADCY9) en el cromosoma 16, rs1967309, rs12595857,
rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454,
rs2283497, rs2531967, rs3730119 y rs13337675, en particular, rs1967309, que se asocia fuertemente (p=4,11-10-
8) con la respuesta a un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de
CETP.

Otros marcadores génicos de la invencion incluyen un SNP en el gen ADCY9 que esta en desequilibrio de
ligamiento con rs1967309 o bien proporciona una sefial de asociacion con p<0,05 y puede proporcionar
biomarcadores indirectos utiles de rs1967309. En un modo de realizacion, se detecta un biomarcador indirecto,
que consiste en un SNP hereditario en desequilibrio de ligamiento con rs1967309, y se deduce el genotipo de
rs1967309.

La presente invencion se refiere a procedimientos de genotipado y tratamiento de enfermos con farmacos que
elevan las HDL, en particular, un inhibidor de CETP. Tres genotipos en rs1967309 son predictivos de la respuesta
de un individuo a un farmaco que eleve las HDL, en particular, un inhibidor de CETP: AA, AG y GG. De estos, el
genotipo AA se asocia con una respuesta terapéutica mejorada en enfermos tratados con un farmaco que eleve
las HDL, el genotipo AG se asocia con una respuesta parcial y el genotipo GG se asocia con una falta de respuesta
(ausencia de respuesta). Para el propésito de la presente invencion, los enfermos que tienen el genotipo AA se
pueden beneficiar del tratamiento con un farmaco que eleva las HDL; los enfermos que tienen el genotipo AG se
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pueden beneficiar del tratamiento con un farmaco que eleva las HDL y los enfermos que tienen el genotipo GG no
se pueden beneficiar del tratamiento con un farmaco que eleva las HDL. Dos genotipos en rs1967309, AA y AG,
indican una respuesta terapéutica a un inhibidor de CETP, en particular, dalcetrapib, en enfermos con trastorno
cardiovascular. En particular, el genotipo AA para rs1967309 es indicativo de una mayor respuesta terapéutica a
un inhibidor de CETP, en particular, dalcetrapib, en enfermos con trastorno cardiovascular.

La presente invencién se refiere a moléculas de acido nucleico que contienen polimorfismos o variantes génicas,
proteinas variantes codificadas por estas moléculas de acido nucleico, reactivos para detectar las moléculas de
acido nucleico polimorfico y procedimientos de uso de moléculas de acido nucleico y proteinas, asi como
procedimientos de uso de reactivos para su deteccion (por ejemplo, cebadores y sondas para su uso en los
procedimientos de genotipado de la invencion).

En un modo de realizacién, la invencion proporciona: procedimientos de deteccion de las variantes génicas de la
invencion y reactivos de deteccion, tales como sondas o cebadores, para su uso en estos procedimientos.

La invencion proporciona especificamente marcadores genéticos asociados con una respuesta terapéutica a un
agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP, y moléculas de
acido nucleico sintético (incluyendo moléculas de ADN y ARN) que contienen las variantes génicas de la invencion.
La invencién proporciona ademas proteinas variantes codificadas por moléculas de acido nucleico que contienen
dichas variantes génicas, anticuerpos para las proteinas variantes codificadas, sistemas de almacenamiento de
datos y basados en ordenador que contienen la variante génica novedosa o informacion sobre SNP,
procedimientos deteccion de estos SNP en una muestra de prueba, procedimientos de identificacion de individuos
que responden terapéuticamente cuando se les administra un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en
particular, un inhibidor/modulador de CETP, basandose en la presencia o ausencia de una o mas de las variantes
génicas de la invencioén o la detecciéon de uno o mas productos variantes codificados (por ejemplo, transcritos de
ARNm variante o proteinas variantes), y procedimientos de tratamiento de individuos con una enfermedad
cardiovascular que tienen una o mas de las variantes génicas de la invencion.

Los modos de realizacidon ejemplares de la presente invenciéon proporcionan ademas procedimientos para
seleccionar o formular un tratamiento (por ejemplo, procedimientos para determinar si se administra o no un agente
que eleve las HDL o que imite a las HDL, en particular, un tratamiento con un inhibidor/modulador de CETP a un
individuo).

Diversos modos de realizacion de la presente invencion también proporcionan procedimientos para seleccionar
individuos a los que se les pueda administrar terapéuticamente un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL
(en particular, un inhibidor/modulador de CETP) basandose en el genotipo del individuo, y procedimientos para
seleccionar individuos para su participacion en un ensayo clinico de un agente que eleve las HDL o que imite a las
HDL (en particular, un inhibidor/modulador de CETP) basandose en los genotipos de los individuos (por ejemplo,
seleccionando individuos para que participen en el ensayo que lo méas probable es que respondan positivamente
y/o excluyendo individuos del ensayo que es improbable que respondan positivamente al tratamiento basandose
en su(s) genotipo(s), en particular, siendo su genotipo AA en rs1967309, o seleccionando individuos que es
improbable que respondan positivamente para su participacion en un ensayo clinico de un farmaco alternativo que
les pueda beneficiar.

Las moléculas de &cido nucleico de la invencion se pueden insertar en un vector de expresion para producir una
proteina variante en una célula huésped. Por tanto, la presente invencién también proporciona un vector que
comprende una molécula de acido nucleico que contiene SNP de la invencién, células huésped genomanipuladas
que contienen el vector, y procedimientos para expresar una proteina variante recombinante usando dichas células
huésped. En otro modo de realizacion especifico, se pueden usar las células huésped, las moléculas de acido
nucleico que contiene SNP y/o las proteinas variantes como dianas en un procedimiento para cribar o identificar
agentes terapéuticos que sean agentes que eleven las HDL o que imiten a las HDL (en particular, un
inhibidor/modulador de CETP).

Los SNP ejemplares de ADCY9 que se pueden determinar/evaluar en el procedimiento proporcionado en el
presente documento para la identificacion de una respuesta mejorada a dalcetrapib son aquellos donde la mutacion
da como resultado un cambio en la secuencia de nucleétidos en la posicién 4.062.592 y 4.065.583 (ensamblaje
gendmico GRCh37.p5), también conocidos como polimorfismos mononucleotidicos con los identificadores
rs12595857 y rs1967309, respectivamente, como se muestra en la SEQ. ID. NO.1y 2.
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La presente invencion se basa en la identificaciéon de polimorfismos genéticos que son predictivos de una
probabilidad incrementada de que el tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en
particular, un inhibidor/modulador de CETP, beneficie a enfermos con trastornos cardiovasculares.

Figura 1: Los SNP rs1967309 y rs12595857 de la invencion se asocian fuertemente con una reduccion de los
acontecimientos cardiovasculares (acontecimiento mixto primario o revascularizacidon coronaria imprevista) en
enfermos tratados con el inhibidor de CETP dalcetrapib. Las figuras muestran los resultados de un estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS) con muestras de la rama de tratamiento del estudio dal-OUTCOMES. ElI
panel A muestra un diagrama de Manhattan para la regresion logistica con una fuerte sefial en la region del gen
ADCY9 en el cromosoma 16. Cada punto representa un valor de p para la comparacion de participantes que
experimentaron acontecimientos cardiovasculares durante el tratamiento frente a aquellos que no y se ajustaron
por sexo y 5 componentes principales para la ascendencia genética. El panel B muestra los valores de p para
polimorfismos mononucleotidicos (SNP) en la region de ADCY9. Existe una fuerte asociacion entre los
acontecimientos cardiovasculares durante el tratamiento y el SNP rs1967309, y el SNP rs12595857 vecino, que
esta en desequilibrio de ligamiento con rs1967309. El eje x muestra la posicion del SNP en el cromosoma 16
(ensamblaje GRCh37.p5 del National Center for Biotechnology Information). El eje y de la izquierda muestra el
log1o negativo de los valores de p para la comparacion entre los acontecimientos cardiovasculares frente a ningun
acontecimiento, como se describe en el panel A. El eje y de la derecha muestra la tasa de recombinacion en el
cromosoma 16. Los rombos muestran el grado de desequilibrio de ligamiento (DL) en las muestras como se estima
a partir de las muestras de CEU de referencia de HapMap.

Figura 2: Frecuencia de acontecimientos cardiovasculares (acontecimiento mixto primario o revascularizacion
coronaria imprevista segun dal-OUTCOMES) en la finalizacién del estudio en las ramas de tratamiento con
dalcetrapib y placebo por separado y en los genotipos rs1967309 en el gen ADCY9. Los porcentajes de
acontecimientos se informan con un IC de un 95 %.

Figura 3: Incidencia acumulada de acontecimientos cardiovasculares (acontecimiento mixto primario o
revascularizacion coronaria imprevista segun dal-OUTCOMES) para la rama de tratamiento con dalcetrapib y la
rama con placebo por separado y estratificada por los tres genotipos en el SNP rs1967309 en el gen ADCY9 (GG,
AG, AA).

Figura 4: Muestra cambios en las concentraciones de lipidos de acuerdo con el genotipo durante los 24 meses de
tratamiento. Panel A. Media + DE (mg/dl) del cambio de los valores de lipidos desde el punto de referencia hasta
1 mes por grupos de genotipos del SNP rs1967309 en ADCY9 para la rama de tratamiento con dalcetrapib. Se
muestran los valores de p para estadisticas univariantes entre el cambio de lipidos y genotipos. Panel B. Media +
IC de un 95 % para valores absolutos de colesterol de las LDL durante el periodo de seguimiento del ensayo dal-
OUTCOMES para enfermos en la rama de tratamiento. Valor de p para el modelo de regresion mixta multivariante.

Figura 5: Diagrama de EMD que muestra las dos primeras dimensiones (C1, C2) de 76.854 SNP para 6297
individuos del estudio genético de dal-Outcomes y 83 fundadores de CEU, 186 de JPT-CHB y 88 fundadores de
YRI del conjunto de datos 1000 Genomes.

Figura 6: Diagrama de la varianza acumulada explicada mediante los primeros diez componentes del andlisis de
los componentes principales de 76.854 SNP para 6297 individuos del estudio genético de dal-Outcomes y 83
fundadores de CEU, 186 de JPT-CHB y 88 fundadores de YRI del conjunto de datos 1000 Genomes.

Figura 7: Diagrama cuantil-cuantil (CC) de -log10 de los valores de p observados frente a la expectacion bajo
nulidad para la asociaciéon del genoma completo de SNP con MAF =0,05. La regiéon sombreada es la franja de
concentracién de un 95 % formada calculando los percentiles 2,5 y 97,5 de la distribucién bajo la hipétesis de
nulidad. Los puntos representan los valores de p ordenados de la regresion logistica en PLINK para la comparacion
de participantes en dal-Outcomes en la rama de tratamiento que experimentaron acontecimientos cardiovasculares
durante el tratamiento frente a aquellos que no y se ajustaron por sexo y 5 componentes principales para la
ascendencia genética.

Figura 8: Diagrama de calor que muestra el patron de desequilibrio de ligamiento (r2) en el gen ADCY9 alrededor
del SNP rs1967309 asociado fuertemente. Los bloques 6, 7, 8 y 9 muestran una region que esta en desequilibrio
de ligamiento alto con rs1967309 que se extiende desde la posicion cr16: 4049365 a la cr16: 4077178 (ensamblaje
GRCh37/hg19) desde el SNP rs12935810 al SNP rs13337675.

Se divulgan diversas caracteristicas y modos de realizacion de la presente invencién en el presente documento,
sin embargo, otras caracteristicas de la invencién, modificaciones y equivalentes seran evidentes para un experto
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en la técnica pertinente, basandose en las ensefianzas proporcionadas. La invencion descrita no se limita a los
ejemplos y modos de realizacién proporcionados, diversos equivalentes alternativos se apreciaran por los expertos

en la técnica. Como se usa en el presente documento, las formas en singular “un”, “una” y “el/la” incluyen el plural
a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por ejemplo, “una” célula también incluira “células”.

Un “alelo” se define como una cualquiera o mas formas alternativas de un gen dado. En una célula u organismo
diploide, los miembros de un par alélico (es decir, los dos alelos de un gen dado) ocupan posiciones (locus)
correspondientes en un par de cromosomas homaologos y, si estos alelos son genéticamente idénticos, se dice que
la célula u organismo es “homocigético”, pero si son genéticamente diferentes, se dice que la célula u organismo
es “heterocigoético” con respecto al gen particular.

Un “gen” es una secuencia ordenada de nucledtidos localizados en una posicién particular en un cromosoma
particular que codifica un producto funcional especifico y puede incluir secuencias no traducidas y no transcritas
en la proximidad de las regiones codificantes. Dichas secuencias no codificantes pueden contener secuencias
reguladoras necesarias para la transcripcion y la traduccidon de la secuencia o intrones, etc., o todavia pueden
tener cualquier funcion que se les atribuya mas alla de la aparicion del SNP de interés.

“Genotipado” se refiere a la determinacion de la informaciéon genética que tiene un individuo en una o mas
posiciones en el genoma. Por ejemplo, el genotipado puede comprender la determinacién de qué alelo o alelos
tiene un individuo para un Unico SNP o la determinacién de qué alelo o alelos tiene un individuo para una pluralidad
de SNP. Por ejemplo, en rs1967309, los nucleétidos pueden ser una A en algunos individuos y una G en otros
individuos. Los individuos que tienen una A en la posicion tienen el alelo A y los que tienen una G tienen el alelo
G. En un organismo diploide, el individuo tendra dos copias de la secuencia que contiene la posicidn polimoérfica,
de modo que el individuo puede tener un alelo A y un alelo G o, de forma alternativa, dos copias de los alelos A o
dos copias del alelo G. Los individuos que tienen dos copias del alelo G son homocigéticos para el alelo G, los
individuos que tienen dos copias del alelo A son homocigéticos para el alelo Ay los individuos que tienen una copia
de cada alelo son heterocigéticos. Los alelos se denominan, a menudo, el alelo A, a menudo, el alelo mayoritario,
y el alelo B, a menudo, el alelo minoritario. Los genotipos pueden ser AA (homocigético para A), BB (homocigoético
para B) o AB (heterocigético). Los procedimientos de genotipado proporcionan, en general, la identificacion de la
muestra como AA, BB o AB.

El término “que comprende” pretende significar que las composiciones y procedimientos incluyen los elementos
enumerados, pero no excluyen otros.

“Agente que eleva las HDL o que imita a las HDL” se refiere a compuestos que incrementan las concentraciones
de las HDL mediante uno cualquiera de los siguientes mecanismos: inhibicion/modulacién de CETP, agonismo de
PPAR, agonismo de LXR, agonismo de HM74 (receptor de niacina), agonismo del receptor de la hormona
tirotropina, inhibidores de la lipasa y catabolismo de las HDL, inductores de ApoA1, compuestos que proporcionan
al menos una de las actividades ateroprotectoras de las HDL, tales como compuestos que incrementarian la salida
de los lipidos celulares (colesterol y/o fosfolipidos) y que tienen actividades antioxidantes y antinflamatorias. En
particular, el agente que imita a las HDL es ApoA1 y derivados de ApoA1 (tales como apoA1 Milano, ApoA1 Paris)
y otros analogos, HDL reconstituidas que contienen ApoA1 y/o ApoAll y los lipidos apropiados, tales como
fosfolipidos, ApoE, derivados, analogos y peptidomiméticos de lipoproteinas anfipaticas. Los ejemplos de “agente
que eleva las HDL o que imita a las HDL” son niacina, fibratos, glitazona, dalcetrapib, anacetrapib, evacetrapib,
DEZ-001 (anteriormente conocido como TA-8995) (Mitsubishi Tanabe Pharma), ATH-03 (Affris), DRL-17822 (Dr.
Reddy’s), DLBS-1449 (Dexa Medica), RVX-208 (Resverlogix), CSL-112 (Cls Behring), CER-001 (Cerenis), ApoA1-
Milano (Medicine Company). Los ejemplos particulares de “agente que eleva las HDL o que imita a las HDL” son
niacina, fibratos, glitazona, dalcetrapib, anacetrapib, evacetrapib, torcetrapib, preferentemente niacina, fibratos,
glitazona, dalcetrapib, anacetrapib o evacetrapib. Mas particularmente, el agente que eleva o que imita a las HDL
se selecciona de un inhibidor/modulador de CETP. Los ejemplos de inhibidores/moduladores de CETP son
dalcetrapib, anacetrapib, evacetrapib, DEZ-001 (anteriormente conocido como TA-8995) (Mitsubishi Tanabe
Pharma), ATH-03 (Affris), DRL-17822 (Dr. Reddy’s), DLBS-1449 (Dexa Medica). Mas particularmente, los ejemplos
de inhibidores/moduladores de CETP son dalcetrapib, anacetrapib, evacetrapib y torcetrapib, preferentemente
dalcetrapib, anacetrapib y evacetrapib. Lo mas particularmente, el agente que eleva o que imita a las HDL de
acuerdo con la invencidon se referira a un inhibidor/modulador de CETP, especialmente cuando el
inhibidor/modulador de CETP es dalcetrapib.

“Inhibidor/modulador de CETP” se refiere a un compuesto que disminuye la actividad de CETP (evaluada mediante
ensayos de transferencia estandar) inhibiendo a CETP y/o induciendo cambios conformacionales del polipéptido
CETP una vez unido al polipéptido CETP. Los cambios conformacionales en CETP del polipéptido CETP permiten
que prosiga la actividad de CETP entre las particulas de HDL y se incremente su reciclado/renovacion
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incrementando la produccion de la formacion de pre-beta HDL activas. Preferentemente, el inhibidor/modulador de
CETP se refiere a todos los compuestos que se unirian a la cisteina 13 del polipéptido CETP. Més preferentemente,
el  “inhibidor/modulador de CETP” se selecciona de 2-metiltiopropionato de  S-[2-[1-(2-
etilbutil)ciclohexilcarbonilamino]-fenilo], (2-mercapto-fenil)-amida del acido 1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarboxilico
y/o disulfuro de bis[2-[1-(2-etilbutil)ciclohexilcarbonilamino]fenilo]. Lo mas preferentemente, el “inhibidor/modulador
de CETP” es 2-metiltiopropionato de S-[2-[1-(2-etilbutil)ciclohexilcarbonilamino]-fenilo] como un profarmaco o (2-
mercapto-fenil)-amida del acido 1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarboxilico como su metabolito activo.

“‘Anacetrapib” se refiere a ((4S,5R)-5-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-3-{[4’-fluoro-2’-metoxi-5’-(propan-2-il)-4-
(trifluorometil)[1,1’-bifenil]-2-il]metil}-4-metil-1,3-oxazolidin-2-ona), también conocida como MK 0859, CAS875446-
37-0 o un compuesto de formula (Xa).

(Xa)-

Anacetrapib, asi como los procedimientos de preparacion y uso del compuesto, se describen en los documentos
W02006/014413, WO2006/014357, WO2007005572.

“Evacetrapib” se refiere a acido trans-4-({(5S)-5-[{[3,5-bis(trifluorometil)feniljmetil}(2-metil-2H-tetrazol-5-il)Jamino]-
7,9-dimetil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzacepin-1-il}metil)ciclohexanocarboxilico, también conocido como
LY2484595, CAS 1186486-62-3 o un compuesto de formula (Xs)

O
=0
AN
lI\I—_N\ N
N§N>\N
F
F
F
F
F F

(Xp).

Evacetrapib, asi como los procedimientos de preparacion y uso del compuesto, se describen en el documento
W02011002696.

“Torcetrapib” se refiere al éster etilico del acido (2R,4S)-4-[(3,5-bistrifluorometilbencil)metoxicarbonilamino]-2-etil-
6-trifluorometil-3,4-dihidro-2H-quinolin-1-carboxilico, también conocido como CP-529.414, CAS 262352-17-0 o un
compuesto de formula (Xc)
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n

(Xc).

Torcetrapib, asi como los procedimientos de preparaciéon y uso del compuesto, se describen en los documentos
WO0017164 o WO0140190.

“BAY 60-5521” se refiere a (5S)-4-ciclohexil-2-ciclopentil-3-[(S)-fluoro[4-(trifluorometil)fenilmetil]-5,6,7,8-tetrahidro-
7,7-dimetil-5-quinolinol, también conocido como CAS 893409-49-9 o un compuesto de férmula (Xb)

(Xp).

BAY 60-5521, asi como los procedimientos de preparacion y uso del compuesto, se describen en el documento
W02006063828.

“Tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como profilactico o a medidas preventivas. Aquellos que
necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen el trastorno, asi como aquellos en los que se va a prevenir
o retrasar el trastorno.

El término “polimorfismo”, “sitio de polimorfismo”, “sitio polimérfico” o “sitio de polimorfismo mononucleotidico” (sitio
de SNP) o “polimorfismo mononucleotidico” se refiere a una localizacién en la secuencia de un gen que varia
dentro de una poblacién. Un polimorfismo es la aparicién de dos o mas formas de un gen o posicién dentro de un
gen “alélico”, en una poblacion, en frecuencias tales que la presencia de las formas mas escasas no se pueda
explicar mediante una mutacién sola. Los sitios polimoérficos preferentes tienen al menos dos alelos. La implicacion
es que los alelos polimorficos confieren cierta variabilidad en los fenotipos en el huésped. El polimorfismo puede
aparecer tanto en las regiones codificantes como en la region no codificante de los genes. El polimorfismo puede
aparecer en un sitio de un unico nucleétido o puede implicar una insercién o una delecién. La localizacion de dicho
polimorfismo se puede identificar mediante su posicién del nucleétido en el gen, en el cromosoma o en el
transcriptor mediante los aminoacidos que se altera mediante el polimorfismo nucleotidico. A los polimorfismos
individuales también se les asignan identificadores unicos (“SNP de referencia”, “refSNP” o “rs n.°”) conocidos por
un experto en la técnica y usados, por ejemplo, en la base de datos de polimorfismos mononucleotidicos (dbSNP)
de variacion de secuencia de nucledétidos disponible en la pagina web del NCBI.

Los términos “desequilibrio de ligamiento” o “en desequilibrio de ligamiento” o “DL” se refieren a la asociacion no
aleatoria de alelos en un grupo de individuos, en otras palabras, es la segregacion preferente de una forma
polimérfica particular con otra forma polimérfica en una localizaciéon cromosémica diferente con mas frecuencia de
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lo esperado por casualidad. Por oposicién, se dice que los alelos que aparecen conjuntamente en las frecuencias
esperadas estan en “equilibrio de ligamiento”.

El prefijo “rs” se refiere a un SNP en la base de datos encontrada en la base de datos de SNP del NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term. Los numeros “rs” son la forma de ID de rsSNP segun el NCBI.

El término “muestra” incluye cualquier muestra bioldgica tomada de un enfermo o individuo, incluyendo una célula,
muestra de tejido o liquido corporal. Por ejemplo, una muestra puede incluir una muestra de piel, una muestra de
células de la mejilla interior, saliva o glébulos sanguineos. Una muestra puede incluir, sin limitacién, una unica
célula, multiples células, fragmentos de células, una alicuota de un liquido corporal, sangre completa, trombocitos,
suero, plasma, glébulos rojos, glébulos blancos, células endoteliales, piezas de biopsias tisulares, liquido sinovial
y liquido linfatico. En particular, “muestra” se refiere a los glébulos sanguineos.

El término “agentes terapéuticos” se refiere a agentes que pueden tratar o prevenir un trastorno cardiovascular.
Como se usa en el presente documento, un agente “que puede tratar o prevenir un trastorno cardiovascular” se
refiere a una molécula que puede tratar y/o prevenir un trastorno cardiovascular en seres humanos y/o en un
modelo celular o animal de dicho trastorno cardiovascular.

Un “polimorfismo de respuesta mejorada”, “genotipo de respuesta mejorada” o “genotipo que responde” como se
usa en el presente documento se refiere a una variante alélica o genotipo en uno o mas sitios polimérficos dentro
del gen ADCY9 como se describe en el presente documento (por ejemplo, rs1967309/AA) que predice que un
sujeto respondera terapéuticamente y se beneficiara del tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita
a las HDL (lo que se puede medir mediante un ndmero disminuido de acontecimientos cardiovasculares) en
comparacién con una variante alélica o genotipo o polimorfismo (por ejemplo, rs1967309/AG o rs1967309/GG) que
predice que un sujeto respondera menos a la administracion de un agente que eleva las HDL o que imita a las
HDL. La “respuesta reducida”, la “respuesta parcial”, la “ausencia de respuesta”, o la “falta de eficacia terapéutica”
se pueden medir mediante un incremento relativo del niumero de acontecimientos cardiovasculares en relacion con
los sujetos que tengan un “genotipo de respuesta mejorada”. De forma alterna, la “respuesta mejorada”, el “enfermo
que responde” o la “eficacia terapéutica” se pueden medir mediante una disminucion relativa del nimero de
acontecimientos cardiovasculares en relacion con los sujetos que tengan polimorfismos asociados con la “ausencia
de respuesta” o la “respuesta parcial” a un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL. En particular,
rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG, rs11647828/GG, rs12935810/GG,
rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA, rs74702385/GA,
rs74702385/AA, rs8049452/GG, rs8061182/AA son genotipos de respuesta mejorada. Mas particularmente,
rs1967309/AA es un genotipo de respuesta mejorada.

“Acontecimientos cardiovasculares” como se usa en el presente documento se refiere a muerte por causas
cardiovasculares, infarto de miocardio (IM) no mortal, apoplejia no mortal de origen isquémico, hospitalizaciéon por
angina de pecho inestable y revascularizacion coronaria.

“Oligonucledtidos” como se usa en el presente documento son acidos nucleicos o polinucleétidos de longitud
variable. Dichos oligonucleétidos pueden ser Utiles como sondas, cebadores y en la fabricacién de micromatrices
(matrices) para la deteccion y/o amplificacién de &cidos nucleicos especificos. Se pueden sintetizar dichas cadenas
de ADN o ARN mediante la adicion secuencial (5’-3’ 0 3’-5’) de mondmeros activados a una cadena creciente, que
se puede unir a un soporte insoluble. En la técnica se conocen numerosos procedimientos para sintetizar
oligonucledtidos para su uso individual posterior o como parte del soporte insoluble, por ejemplo, en matrices
(BERNFIELD MR. y ROTTMAN FM. J. Biol. Chem. (1967) 242(18):4134-43; SULSTON J. et al. PNAS (1968)
60(2):409-415; GILLAM S. et al. Nucleic Acid Res. (1975) 2(5):613-624; BONORA GM. et al. Nucleic Acid Res.
(1990) 18(11):3155-9; LASHKARI DA. et al. PNAS (1995) 92(17):7912-5; MCGALLG. et al. PNAS (1996) 93(24):
13555-60; ALBERT TJ. et al. Nucleic Acid Res. (2003) 31(7):e35; GAO X. et al. Biopolymers (2004) 73(5):579-96;
y MOORCROFT MJ. et al. Nucleic Acid Res. (2005) 33(8):e75). En general, los oligonucledtidos se sintetizan a
través de la adicién por etapas de monémeros activados y protegidos en una variedad de condiciones dependiendo
del procedimiento que se use. Posteriormente, se pueden eliminar los grupos protectores especificos para permitir
un alargamiento adicional y, posteriormente, y una vez que se ha completado la sintesis, se pueden eliminar todos
los grupos protectores y se pueden eliminar los oligonucledtidos de sus soportes sélidos para la purificacién de las
cadenas completas si asi se desea.

El término “genotipo” se refiere a la constitucion genética de un organismo, normalmente con respecto a un gen o
a unos pocos genes 0 a una regiéon de un gen pertinente para un contexto particular (es decir, los locus genéticos
responsables de un fenotipo particular). En particular, la combinacién especifica de alelos en una posicion dada
en un gen, tal como, por ejemplo, los genotipos AA, AG o GG, que son genotipos posibles del SNP rs1967309.
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Un “fenotipo” se define como los caracteres observables de un organismo. La tabla 1 muestra una correlacion de
genotipos para SNP en ADCY9 con valores que representan una indicacion del grado de respuesta al tratamiento
de trastornos cardiovasculares con un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL.

El término “biomarcador” como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia caracteristica de un
alelo variante (sitio polimérfico, tal como un SNP) o alelo natural particular. El biomarcador también se refiere a un
péptido o epitopo codificado por un alelo variante o natural particular.

El término “marcador indirecto” como se usa en el presente documento se refiere a una variante genética,
incluyendo un SNP, que esta presente en desequilibrio de ligamiento con un genotipo de respuesta mejorada de
la invencidn, en particular, AA en rs1967309.

El término “marcador genético” como se usa en el presente documento se refiere a variantes de sitios polimoérficos
de un gen particular que se asocian con la respuesta a un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en
particular, un inhibidor/modulador de CETP. En particular, “marcador genético” como se usa en el presente
documento se refiere a variantes de sitios polimérficos en el gen ADCY9 que se asocian con la respuesta a un
agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP.

En determinados procedimientos descritos en el presente documento, se usan uno o mas biomarcadores para
identificar o seleccionar individuos que se beneficiaran del tratamiento con un agente que eleva las HDL o que
imita a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP. Un biomarcador con SNP para su uso en la
invencion puede ser predictivo de una respuesta terapéutica (R) al tratamiento o bien de una ausencia de respuesta
(SR) al tratamiento. La tabla 2 muestra los genotipos observados en la cohorte para dal-Outcomes, presentes en
el sitio polimoérfico rs1967309, que se pueden usar como un biomarcador para predecir la respuesta a dalcetrapib
0 agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, a otro inhibidor/modulador de CETP. Se puede
usar cada genotipo mostrado en la tabla 2 o 3 solo 0 en combinacién con genotipos en otros sitios polimérficos
como un biomarcador para predecir la respuesta a un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular,
a un inhibidor/modulador de CETP).

Tabla 2: marcadores genéticos y respuesta predicha al tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita
alas HDL

SNP Genotipo Grado de respuesta al tratamiento
rs1967309 AA R

rs1967309 AG RP

rs1967309 GG SR

R: con respuesta
RP: con respuesta parcial
SR: sin respuesta

Tabla 3: marcadores genéticos y respuesta predicha al tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita
alas HDL

SNP Genotipo Grado de respuesta al tratamiento
rs12595857 AA SR

rs12595857 AG RP

rs12595857 GG R

R: con respuesta
RP: con respuesta parcial
SR: sin respuesta

Tabla 4: marcadores genéticos y respuesta predicha al tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita
alas HDL
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SNP Genotipo Grado de respuesta al
tratamiento
AA SR
rs111590482 AG R
GG R
AA SR
rs11647828 AG RP
GG R
GG R
rs12935810 GA SR
AA SR
AA SR
rs13337675 AG RP
GG RP
AA SR
rs17136707 AG RP
GG R
AA SR
rs2239310 AG RP
GG R
CcC SR
rs2283497 CA RP
AA R
GG SR
rs2531967 GA RP
AA R
GG SR
rs3730119 GA RP
AA R
GG SR
rs4786454 GA RP
AA R
GG SR
rs74702385 GA R
AA R
GG R
rs8049452 GA RP
AA SR
AA R
rs8061182 AG RP
GG SR

R: con respuesta
RP: con respuesta parcial
SR: sin respuesta

Tanto rs1967309 como rs12595857 se localizan en una regién intrénica (no codificante) del gen ADCY9 en una
region que es concordante con tener actividad reguladora sobre la expresion del gen ADCY?9.

En determinados procedimientos descritos en el presente documento, los individuos que responderan
terapéuticamente al tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, con un
inhibidor/modulador de CETP, se identifican y seleccionan para su tratamiento usando los procedimientos de
genotipado de la invencion. En particular, los enfermos que tienen uno o mas de los siguientes genotipos de
respuesta mejorada se seleccionan para el tratamiento en los procedimientos de la invencion: rs12595857/GG,
rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG, rs11647828/GG, rs12935810/GG, rs17136707/GG,
rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA, rs74702385/GA, rs74702385/AA,
rs8049452/GG, rs8061182/AA. Mas particularmente, los enfermos que tienen los genotipos rs12595857/GG o
rs1967309/AA se seleccionan para su tratamiento en los procedimientos de la invencion. Lo mas particularmente,
los enfermos que tienen los genotipos rs1967309/AA se seleccionan para su tratamiento en los procedimientos de
la invencion.

12
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En otro modo de realizacién, la invencién proporciona un procedimiento para identificar un sujeto que se beneficie
de un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL, comprendiendo el procedimiento determinar un genotipo
de dicho sujeto (por ejemplo, genotipando) en uno o mas sitios polimérficos en el gen ADCY?9.

En otro modo de realizacion, la invencién proporciona un procedimiento para determinar un grado de respuesta de
un individuo a un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, un inhibidor de CETP,
comprendiendo el procedimiento determinar un genotipo de dicho sujeto (por ejemplo, genotipando) en uno o mas
de rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911,
rs2531971 o rs2238448, usando uno o mas de los cebadores o sondas divulgados en el presente documento.

En otro modo de realizacion, la invencién proporciona un procedimiento para determinar un grado de respuesta de
un individuo a un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, un inhibidor de CETP,
comprendiendo el procedimiento determinar un genotipo de dicho sujeto (por ejemplo, genotipando) en uno o mas
de rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967 o rs3730119, rs13337675, usando uno o mas de los
cebadores o sondas divulgados en el presente documento.

En un modo de realizacion particular, la invencion proporciona el procedimiento descrito en el presente documento,
en el que los sitios polimorficos comprenden uno o mas de los siguientes sitios elegidos del grupo que consiste en:
rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182,
rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911, rs2531971 o
rs2238448, particularmente en el que el sitio polimérfico se elige del grupo que consiste en rs2239310, rs11647828,
rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967,
rs3730119 y rs13337675, mas particularmente en el que el sitio polimérfico es rs1967309 o rs12595857, mas
particularmente en el que el sitio polimérfico es rs1967309, en particular, en el que el genotipo correspondiente
comprende AA.

En un modo de realizacion particular, la invencién proporciona procedimientos de genotipado de uno o mas sitios
polimoérficos seleccionados del grupo que consiste en: rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828,
rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967,
rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911, rs2531971 o rs2238448, particularmente en los que el sitio
polimoérfico se elige del grupo que consiste en rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385,
rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119 y rs13337675, mas
particularmente en los que el sitio polimoérfico es rs1967309 o rs12595857, mas particularmente en los que el sitio
polimérfico es rs1967309.

En un modo de realizacién particular, la invencién proporciona un procedimiento en el que un sujeto que tiene uno
0 mas de rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG, rs11647828/GG, rs12935810/GG,
rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA, rs74702385/GA,
rs74702385/AA, rs8049452/GG, rs8061182/AA se beneficia del tratamiento con un agente que eleva las HDL o
que imita a las HDL, particularmente en el que el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL es un
inhibidor/modulador de CETP, y mas particularmente en el que el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL
es éster de S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilo). En un modo de realizacion particular, la
invencion proporciona el procedimiento en el que se administra a dicho sujeto un agente que eleva las HDL o que
imita a las HDL.

En un modo de realizacién particular, la invencién proporciona un procedimiento en el que un sujeto que tiene uno
o0 mas de rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG, rs11647828/GG, rs12935810/GG,
rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA, rs74702385/GA,
rs74702385/AA, rs8049452/GG, rs8061182/AA se trata con un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL,
particularmente en el que el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL es un inhibidor/modulador de CETP,
y mas particularmente en el que el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL es éster de S-(2-{[1-(2-etil-
butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilo).

En modos de realizacion particulares, la invencion proporciona un procedimiento en el que el sujeto tiene un
trastorno cardiovascular, en particular, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que consiste
en ateroesclerosis, vasculopatia periférica, dislipidemia, hiperbetalipoproteinemia, hipoalfalipoproteinemia,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia hereditaria, angina de pecho, isquemia, isquemia
cardiaca, apoplejia, infarto de miocardio, lesién por reperfusion, reestenosis angioplastica, hipertension y
complicaciones vasculares de diabetes, obesidad o endotoxemia en un mamifero, mas particularmente en el que
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el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en enfermedad cardiovascular, cardiopatia
coronaria, arteriopatia coronaria, hipoalfalipoproteinemia, hiperbetalipoproteinemia, hipercolesterolemia,
hiperlipidemia, ateroesclerosis, hipertension, hipertrigliceridemia, hiperlipidoproteinemia, vasculopatia periférica,
angina de pecho, isquemia e infarto de miocardio.

En otro modo de realizacién, la invencion proporciona un procedimiento de tratamiento de un trastorno
cardiovascular en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el procedimiento:

(a) seleccionar un sujeto que tenga un genotipo de respuesta mejorada en uno o mas de los siguientes sitios:
rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508,
rs12599911, rs2531971 o rs2238448;

(b) administrar a dicho sujeto un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL, en particular, un
inhibidor/modulador de CETP.

En otro modo de realizacién, la invencion proporciona un procedimiento de tratamiento de un trastorno
cardiovascular en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el procedimiento:

(a) seleccionar un sujeto que tenga un genotipo de respuesta mejorada en uno o mas de los siguientes sitios:
rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675;

(b) administrar a dicho sujeto un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL, en particular, un
inhibidor/modulador de CETP.

En un modo de realizacién particular, la invencién proporciona un procedimiento de tratamiento de un trastorno
cardiovascular en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el procedimiento:

(a) seleccionar un sujeto que tenga un polimorfismo de respuesta mejorada en rs1967309, en particular, en
el que el sujeto tenga un genotipo AA en rs1967309;

(b) administrar a dicho sujeto un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL, en particular, un
inhibidor/modulador de CETP.

En otro modo de realizacién, la invencion proporciona un procedimiento de tratamiento de un trastorno
cardiovascular en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el procedimiento:

(a) genotipar un sujeto en uno o mas de los siguientes sitios: rs1967309, rs12595857, rs2239310,
rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454,
rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911, rs2531971 o0 rs2238448;

(b) administrar a dicho sujeto un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL, en particular, un
inhibidor/modulador de CETP.

En otro modo de realizacién, la invencion proporciona un procedimiento de tratamiento de un trastorno
cardiovascular en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el procedimiento:

(c) genotipar un sujeto en uno o mas de los siguientes sitios: rs1967309, rs12595857, rs2239310,
rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454,
rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675;

(d) administrar a dicho sujeto un agente que eleve las HDL o que imite a las HDL, en particular, un
inhibidor/modulador de CETP.

La invencion también proporciona un procedimiento de tratamiento de un enfermo que comprende:
a. analizar una muestra de un enfermo para determinar la presencia de uno o mas marcadores genéticos

seleccionados del grupo que consiste en rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG,
rs111590482/GG, rs11647828/GG, rs12935810/GG, rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA,

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 685269 T3

rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA, rs74702385/GA, rs74702385/AA, rs8049452/GG y
rs8061182/AAy

b. tratar a enfermos que tengan uno o mas de dichos marcadores genéticos con un agente que eleve las
HDL o que imite a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP.

En un modo de realizacién particular, la invencion proporciona el procedimiento en el que se determina un genotipo
en uno o mas sitios seleccionados de: rs1967309, rs12595857.

En particular, un procedimiento de determinacién del grado de respuesta de un individuo a un farmaco que eleva
las HDL, que comprende:

a. obtener una muestra del individuo, en el que la muestra comprende material genético;

b. poner en contacto la muestra con un reactivo, generando un complejo entre el reactivo y un marcador
genético seleccionado de la tabla 7;

c. detectar el complejo para obtener un conjunto de datos asociado con la muestra 'y
d. analizar el conjunto de datos para determinar la presencia o ausencia de un marcador genético.

El complejo entre el reactivo y un marcador genético generado en los procedimientos de genotipado
proporcionados se puede generar mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o bien secuenciacion de
ADN.

La invencién proporciona reactivos para genotipar un marcador genético seleccionado del grupo que consiste en
rs12595857/GG; rs1967309/AA; rs111590482/AG; rs111590482/GG; rs11647828/GG; rs12935810/GG;
rs17136707/GG; rs2239310/GG; rs2283497/AA; rs2531967/AA; rs3730119/AA; rs4786454/AA; rs74702385/GA,;
rs74702385/AA;  rs8049452/GG;  rs8061182/AA;  rs1967309/GA,  rs12595857/AG,  rs13337675/AG,
rs13337675/GG, rs17136707/AG, rs2239310/AG, rs2283497/CA, rs2531967/GA, rs3730119/GA, rs4786454/GA,
rs8049452/GA, rs8061182/AG, rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG,
rs11647828/GG, rs12935810/GG, rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA,
rs4786454/AA, rs74702385/GA, rs74702385/AA, rs8049452/GG, rs8061182/AA, rs12935810/GA, rs12935810/AA,
rs11647828/AA, rs2531967/GG, rs3730119/GG, rs2239310/AA,  rs12595857/AA,  rs111590482/AA,
rs74702385/GG, rs1967309/GG, rs2283497/CC, rs8061182/GG, rs17136707/AA, rs8049452/AA, rs4786454/GG,
rs13337675/AA y rs11647828/AG, en particular, un cebador o una sonda.

En un modo de realizacion particular, el cebador que comprende la cadena de ADN que tiene de 15 a 30
nucleotidos de longitud y se hibrida en condiciones de restriccion alta con una region del cromosoma 16 adyacente
a un rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911,
rs2531971 o rs2238448.

En un modo de realizacion particular, el cebador que comprende la cadena de ADN que tiene de 15 a 30
nucleotidos de longitud y se hibrida en condiciones de restriccion alta con una region del cromosoma 16 adyacente
a un rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119 o0 rs13337675.

En otro modo de realizacion, el reactivo es un cebador que comprende la cadena de ADN que tiene de 15 a 30
nucleétidos de longitud y se hibrida en condiciones de restriccién alta con una region del cromosoma 16 que se
solapa con rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911,
rs2531971 o rs2238448.

En otro modo de realizacion, el reactivo es un cebador que comprende la cadena de ADN que tiene de 15 a 30
nucleétidos de longitud y se hibrida en condiciones de restriccién alta con una region del cromosoma 16 que se
solapa con rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119 o0 rs13337675.

En otro modo de realizacién, la sonda que comprende que tiene de 15 a 30 nucledtidos de longitud y se hibrida en
condiciones de restriccion alta con una regién del cromosoma 16 que se solapa con rs1967309, rs12595857,
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rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454,
rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911, rs2531971 o rs2238448.

En otro modo de realizacién, la sonda que comprende que tiene de 15 a 30 nucledtidos de longitud y se hibrida en
condiciones de restriccion alta con una regién del cromosoma 16 que se solapa con rs1967309, rs12595857,
rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454,
rs2283497, rs2531967, rs3730119 o rs13337675.

En otro modo de realizacién, la sonda que comprende que tiene de 15 a 30 nucledtidos de longitud y se hibrida en
condiciones de restriccion alta con un oligonucledtido seleccionado de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO 15.

En un modo de realizacion particular, la invencién proporciona el procedimiento en el que los agentes que elevan
las HDL o que imitan a las HDL son un inhibidor/modulador de CETP, en particular, en el que el agente que eleva
las HDL o que imita a las HDL es éster de S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilo).

En todavia otro modo de realizacion, la invencion proporciona un uso de un agente que eleva las HDL o que imita
alas HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP, en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de un trastorno cardiovascular, en el que los sujetos tratados tienen un genotipo de respuesta mejorada en uno o
mas de los siguientes sitios: rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810,
rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119 o rs13337675.

En un modo de realizacion particular, la invencién proporciona el uso como se define en el presente documento,
en el que el sujeto tratado tiene un polimorfismo de respuesta mejorada en rs1967309.

En otro modo de realizacién, la invencién proporciona un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en
particular, un inhibidor/modulador de CETP para su uso en el tratamiento de un trastorno cardiovascular, en el que
los sujetos tratados tienen uno o0 mas marcadores genéticos seleccionados de: rs12595857/GG; rs1967309/AA;
rs111590482/AG; rs111590482/GG; rs11647828/GG; rs12935810/GG; rs17136707/GG; rs2239310/GG;
rs2283497/AA; rs2531967/AA; rs3730119/AA; rs4786454/AA; rs74702385/GA; rs74702385/AA; rs8049452/GG;
rs8061182/AA; rs1967309/GA, rs12595857/AG, rs13337675/AG, rs13337675/GG, rs17136707/AG,
rs2239310/AG, rs2283497/CA, rs2531967/GA, rs3730119/GA, rs4786454/GA, rs8049452/GA, rs8061182/AG,
rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG, rs11647828/GG, rs12935810/GG,
rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA, rs74702385/GA,
rs74702385/AA, rs8049452/GG, rs8061182/AA, rs12935810/GA, rs12935810/AA, rs11647828/AA, rs2531967/GG,
rs3730119/GG, rs2239310/AA, rs12595857/AA, rs111590482/AA, rs74702385/GG, rs1967309/GG,
rs2283497/CC, rs8061182/GG, rs17136707/AA, rs8049452/AA, rs4786454/GG, rs13337675/AA y rs11647828/AG.

En un modo de realizacion particular, la invencion proporciona el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL,
en particular, un inhibidor/modulador de CETP para su uso en el tratamiento de un trastorno cardiovascular, en el
que el sujeto tratado tiene un genotipo de respuesta mejorada en rs1967309. En un modo de realizacion particular,
la invencién proporciona el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL como se define en el presente
documento, en el que el genotipo es AA.

En un modo de realizacion particular, la invencién proporciona un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL
como se describe en el presente documento, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que
consiste en ateroesclerosis, vasculopatia periférica, dislipidemia, hiperbetalipoproteinemia,
hipoalfalipoproteinemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia hereditaria, angina de
pecho, isquemia, isquemia cardiaca, apoplejia, infarto de miocardio, lesion por reperfusion, reestenosis
angioplastica, hipertension y complicaciones vasculares de diabetes, obesidad o endotoxemia en un mamifero.

En un modo de realizacién particular, la invencion proporciona el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL
como se describe en el presente documento, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que
consiste en enfermedad cardiovascular, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria, hipoalfalipoproteinemia,
hiperbetalipoproteinemia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, ateroesclerosis, hipertension, hipertrigliceridemia,
hiperlipidoproteinemia, vasculopatia periférica, angina de pecho, isquemia e infarto de miocardio.

En un modo de realizacién particular, la invencion proporciona el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL
como se describe en el presente documento, en el que el agente que eleva o que imita a las HDL es un agente
que eleva las HDL, particularmente un inhibidor/modulador de CETP, mas particularmente es éster de -(2-{[1-(2-
etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilo).
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En otro modo de realizacién, la invencién proporciona un éster de S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-
amino}-fenilo) para tratar a un enfermo con trastorno cardiovascular, que tiene un genotipo de respuesta mejorada,
en particular, en el que el genotipo es rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG,
rs11647828/GG, rs12935810/GG, rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA,
rs4786454/AA, rs74702385/GA, rs74702385/AA, rs8049452/GG o rs8061182/AA, mas particularmente en el que
el genotipo es rs1967309/AA.

En un modo de realizacién particular, la invencidon proporciona un éster de S-(2-{[1-(2-etil-butil)-
ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilo) para tratar a un enfermo con un trastorno cardiovascular, que tiene un genotipo
de respuesta mejorada, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en
ateroesclerosis, vasculopatia periférica, dislipidemia, hiperbetalipoproteinemia, hipoalfalipoproteinemia,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia hereditaria, angina de pecho, isquemia, isquemia
cardiaca, apoplejia, infarto de miocardio, lesién por reperfusion, reestenosis angioplastica, hipertension y
complicaciones vasculares de diabetes, obesidad o endotoxemia en un mamifero.

En un modo de realizacién particular, la invencidon proporciona un éster de S-(2-{[1-(2-etil-butil)-
ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilo) para tratar a un enfermo con un trastorno cardiovascular, que tiene un genotipo
de respuesta mejorada, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en enfermedad
cardiovascular, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria, hipoalfalipoproteinemia, hiperbetalipoproteinemia,
hipercolesterolemia, hiperlipidemia, ateroesclerosis, hipertension, hipertrigliceridemia, hiperlipidoproteinemia,
vasculopatia periférica, angina de pecho, isquemia e infarto de miocardio.

En otro modo de realizacion, la invencidn proporciona un procedimiento de prediccion de si un enfermo con
trastorno cardiovascular tiene una probabilidad incrementada de beneficiarse del tratamiento con un agente que
eleva las HDL o que imita a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP, que comprende cribar una
muestra aislada de dicho enfermo para determinar un marcador genético en el gen adenilato-ciclasa de tipo 9
(ADCY?9) seleccionado de rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG, rs11647828/GG,
rs12935810/GG, rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA,
rs74702385/GA, rs74702385/AA, rs8049452/GG, rs8061182/AA, en el que el enfermo tiene una probabilidad
incrementada de beneficiarse de dicho tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL. En un
modo de realizacién particular, el marcador genético cribado se selecciona de rs12595857/GG; rs1967309/AA.
Mas particularmente, el marcador genético cribado es rs1967309/AA.

En un modo de realizacion adicional, la invencién proporciona un procedimiento de selecciéon de un enfermo con
trastorno cardiovascular que es probable que responda a un tratamiento que comprende un agente que eleva las
HDL o que imita a las HDL, comprendiendo el procedimiento:

(a) detectar un genotipo AA en rs1967309 en una muestra del enfermo,

(b) seleccionar al enfermo que es mas probable que responda a un tratamiento que comprende un agente
que eleva las HDL o que imita a las HDL cuando se detecta rs1967309 con genotipo AA en la muestra
del enfermo.

En un modo de realizacion particular, la invencion proporciona el procedimiento descrito en el presente documento,
en el que la presencia de un genotipo AA en rs1967309 en una muestra de referencia indica que es mas probable
que el enfermo responda al tratamiento con un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL.

En un modo de realizacion particular, la invencién proporciona el procedimiento descrito en el presente documento
que comprende ademas c) seleccionar el tratamiento que comprende un agente que eleva las HDL o que imita a
las HDL.

En un modo de realizacién particular, la invencion proporciona el procedimiento descrito en el presente documento,
en el que la deteccion de rs1967309 se realiza detectando rs1967309 en una muestra del enfermo, poniendo en
contacto la muestra con un reactivo que se une a rs1967309, formando asi un complejo entre el reactivo y
rs1967309, detectando el complejo formado y detectando asi rs1967309.

En otro modo de realizacion, la invencion proporciona un procedimiento para determinar el prondstico de una
respuesta clinica en un enfermo humano a un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL, en el que se
determina la presencia de al menos un polimorfismo en el gen ADCY9 de ese enfermo que se asocia con una
respuesta clinica retrasada, parcial, subéptima o ausente a dicho agente que eleva o que imita a las HDL, en el
que se determina al menos un primer polimorfismo rs1967309.
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En un modo de realizacidn particular, la invencion proporciona el procedimiento descrito en el presente documento,
en el que el polimorfismo se determina mediante un analisis de genotipado.

En un modo de realizacion particular, la invencion proporciona el procedimiento descrito en el presente documento,
en el que el analisis de genotipado comprende un analisis de micromatrices o un andlisis de espectrometria de
masas o el uso de cebadores y/o sondas especificos de polimorfismo, en particular, una reaccion de extension del
cebador.

En un modo de realizacion particular, la invencion proporciona el procedimiento descrito en el presente documento,
en el que el agente que eleva las HDL o que imita a las HDL es un agente que eleva las HDL, en particular, un
inhibidor/modulador de CETP, mas particularmente éster de S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-
fenilo).

En un modo de realizacion particular, el “inhibidor/modulador de CETP” es éster S-(2-{[1-(2-etil-butil)-
ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilico) del acido tioisobutirico, también conocido como 2-metilpropanotioato de S-
[2-([[1-(2-etilbutil)-ciclohexil]-carbonillamino)fenilo], dalcetrapib o un compuesto de férmula |

O

NH

O
ey

El 2-metilpropanoctioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)ciclohexillcarbonillamino)fenilo] ha demostrado que es un inhibidor
de la actividad de CETP en seres humanos (de Grooth et al., Circulation, 105, 2159-2165 (2002)) y en conejos
(Shinkai et al., J. Med. Chem., 43, 3566-3572 (2000); Kobayashi et al., Atherosclerosis, 162, 131-135 (2002); y
Okamoto et al., Nature, 406 (13), 203-207 (2000)). El 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-
etilbutil)ciclohexil]lcarbonillamino)fenilo] ha demostrado que incrementa el colesterol de las HDL en plasma en los
seres humanos (de Grooth et al., supra) y en conejos (Shinkai et al., supra; Kobayashi et al., supra; Okamoto et
al., supra). Ademas, el 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)ciclohexillcarbonillamino)fenilo] ha demostrado
que disminuye el colesterol de las LDL en los seres humanos (de Grooth et al., supra) y en conejos (Okamoto et
al., supra). El 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)ciclohexillcarbonillamino)fenilo], asi como los
procedimientos de preparacién y uso del compuesto, se describen en el documento EP1020439, Shinkai et al., J.
Med. Chem. 43:3566-3572 (2000) o en los documentos WO 2007/051714, WO 2008/074677 o W0O2011/000793.

En un modo de realizacion preferente, el inhibidor/modulador de CETP (por ejemplo, el compuesto de férmula 1)
es un solido en forma cristalina o amorfa, o mas preferentemente en forma cristalina. En un modo de realizacién
particular, el 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)-ciclohexil]-carbonillJamino)fenilo] estd en la forma
cristalina A como se divulga en el documento W02012/069087. La forma A esta caracterizada por un patrén de
difraccién de rayos X en polvo que tiene picos a aproximadamente 7,9°, 8,5°, 11,7°, 12,7°, 17,1°, 18,0°, 18,5°,
20,2°,22,1°,24,7° £ 0,2°, particularmente por picos de XRPD observados a un angulo de difraccion 2zeta de 7,9°,
11,7°,17,1°, 18,5° (£0,2°).

Otros inhibidores de CETP conocidos en la técnica y utiles en la presente invencién incluyen: evacetrapib,
anacetrapib y torcetrapib, particularmente evacetrapib y anacetrapib.

En consecuencia, la invencién proporciona un procedimiento para el tratamiento o profilaxis de un trastorno
cardiovascular en un mamifero, comprendiendo dicho procedimiento administrar a un mamifero (preferentemente
un mamifero que lo necesite) una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién farmacéutica. EI mamifero
es preferentemente un ser humano (es decir, un ser humano varén o hembra). El ser humano puede ser de
cualquier raza (por ejemplo, de raza blanca o asiatico).
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El trastorno cardiovascular se selecciona preferentemente del grupo que consiste en ateroesclerosis, vasculopatia
periférica, dislipidemia, hiperbetalipoproteinemia, hipoalfalipoproteinemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia hereditaria, angina de pecho, isquemia, isquemia cardiaca, apoplejia, infarto de miocardio,
lesion por reperfusion, reestenosis angioplastica, hipertension y complicaciones vasculares de diabetes, obesidad
o endotoxemia en un mamifero. Mas preferentemente, el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que
consiste en enfermedad cardiovascular, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria, hipoalfalipoproteinemia,
hiperbetalipoproteinemia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, ateroesclerosis, hipertension, hipertrigliceridemia,
hiperlipidoproteinemia, vasculopatia periférica, angina de pecho, isquemia e infarto de miocardio.

En determinados modos de realizacidn de la presente invencion, al sujeto se le administran entre 100 mg a 600 mg
de 2-metilpropanctioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)-ciclohexil]-carbonillamino)fenilo]. En particular, al sujeto se le
administran entre 150mg a 450mg de 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)-ciclohexil]-
carbonillJamino)fenilo]. Mas particularmente, al sujeto se le administran entre 250 mg a 350mg de 2-
metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)-ciclohexil]-carbonillamino)fenilo]. Lo mas particularmente, al sujeto se le
administran entre 250mg a 350mg de 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)-ciclohexil]-
carbonillamino)fenilo].

En otro modo de realizacién de la presente invencion, al sujeto para uso pediatrico se le administran entre 25 mg
a 300 mg de 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)-ciclohexil]-carbonillamino)fenilo]. En particular, al sujeto
para uso pediatrico se le administran de 75 mg a 150 mg de 2-metilpropanotioato de S-[2-([[1-(2-etilbutil)-
ciclohexil]-carbonillJamino)fenilo].

El inhibidor de CETP se puede administrar al mamifero en cualquier dosificacién adecuada (por ejemplo, para
lograr una cantidad terapéuticamente eficaz). Por ejemplo, una dosis adecuada de una cantidad terapéuticamente
eficaz del compuesto | para su administracion a un enfermo estara entre aproximadamente 100 mg a
aproximadamente 1800 mg por dia. Una dosis deseable es preferentemente de aproximadamente 300 mg a
aproximadamente 900 mg por dia. Una dosis preferente es de aproximadamente 600 mg por dia.

Procedimientos de genotipado

La identificacidon del genotipo particular en una muestra se puede realizar mediante cualquiera de una serie de
procedimientos bien conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, se puede conseguir la identificacion del
polimorfismo clonando el alelo y secuenciandolo usando técnicas bien conocidas en la técnica. De forma
alternativa, se pueden amplificar las secuencias génicas a partir de ADN gendmico, por ejemplo, usando PCR, y
secuenciar el producto. Se conocen numerosos procedimientos en la técnica para aislar y analizar el ADN de un
sujeto para un marcador genético dado, incluyendo reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en
cadena de la ligasa (LCR) o amplificacion de ligacién y procedimientos de amplificacion, tales como replicacion de
secuencia autosostenida. A continuacién se describen varios procedimientos no limitantes para analizar el ADN de
un enfermo para determinar mutaciones en un locus genético dado.

Se puede usar la tecnologia de micromatrices de ADN, por ejemplo, dispositivos de chips de ADN y micromatrices
de densidad alta para aplicaciones de cribado de alto rendimiento y micromatrices de densidad mas baja. Los
procedimientos para la fabricacion de micromatrices se conocen en la técnica e incluyen diversas tecnologias y
procedimientos de depdsito o impresion con chorro y microchorro, procedimientos de sintesis de oligonucledétidos
por fotolitografia in situ o en chip y procedimientos de direccionamiento electrénico de sondas de ADN. Las
aplicaciones de hibridacion de micromatrices de ADN se han aplicado con éxito en las areas de andlisis de
expresion de genes y genotipado para mutaciones puntuales, polimorfismos mononucleotidicos (SNP) y
repeticiones cortas en tandem (STR). Los procedimientos adicionales incluyen micromatrices de ARN de
interferencia y combinaciones de micromatrices y otros procedimientos, tales como microdiseccion por captura con
laser (LCM), hibridacién gendmica comparativa (CGH) e inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP). Véase, por
ejemplo, He et al. (2007) Adv. Exp. Med. Biol. 593: 117-133 y Heller (2002) Annu. Rev. Biomed. Eng. 4: 129-153.
Otros procedimientos incluyen PCR, xXMAP, ensayo invasor, espectrometria de masas y pirosecuenciacion (Wang
et al. (2007) Microarray Technology and Cancer Gene Profiling, vol. 593, de la serie de libros Advances in
Experimental Medicine and Biology, pub. Springer, Nueva York).

Otro procedimiento de deteccién es la hibridacién especifica de alelo usando sondas que se solapen con el sitio
polimérfico y que tengan aproximadamente 5, o de forma alternativa 10, o de forma alternativa 20, o de forma
alternativa 25, o de forma alternativa 30 nucledtidos alrededor de la region polimoérfica. Por ejemplo, varias sondas
que se pueden hibridar especificamente con la variante alélica 0 marcador genético de interés se fijan a un soporte
en fase sdlida, por ejemplo, un “chip”. Se pueden unir las sondas de oligonucleétidos a un soporte sélido mediante
una variedad de procedimientos, incluyendo litografia. El analisis de deteccidon de mutaciones que usa estos chips
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que comprenden oligonucledtidos, también llamados “matrices de sondas de ADN”, se describe, por ejemplo, en
Cronin et al. (1996) Human Mutation 7°:244.

En otros procedimientos de deteccion, es necesario amplificar en primer lugar al menos una porcion del gen antes
de identificar la variante alélica. La amplificacion se puede realizar, por ejemplo, mediante PCR y/o LCR u otros
procedimientos bien conocidos en la técnica.

En algunos casos, la presencia del alelo especifico en el ADN de un sujeto se puede mostrar mediante analisis
con enzimas de restriccion. Por ejemplo, el polimorfismo nucleotidico especifico puede dar como resultado una
secuencia de nucledtidos que comprenda un sitio de restriccion que esté ausente de la secuencia de nucleotidos
de otra variante alélica.

En un modo de realizacion adicional, se puede usar la proteccion de los agentes de escision (tales como una
nucleasa, hidroxilamina o tetréoxido de osmio y con piperidina) para detectar bases con emparejamiento erréneo
en heteroduplex de ARN/ARN, ADN/ADN o de ARN/ADN (véase, por ejemplo, Myers et al. (1985) Science
230:1242). En general, la técnica de “escisidon por emparejamiento erroneo” comienza proporcionando duplex
formados hibridando una sonda, por ejemplo, ARN o ADN, que esta marcada opcionalmente, que comprende una
secuencia de nucledtidos de la variante alélica del gen con un acido nucleico de muestra, obtenido de una muestra
de tejido. Los duplex bicatenarios se tratan con un agente que escinda las regiones monocatenarias del duplex,
tales como los duplex formados basandose en emparejamientos erroneos de pares de bases entre las cadenas de
control y de muestra. Por ejemplo, los duplex de ARN/ADN se pueden tratar con RNasa y los hibridos de ADN/ADN
tratar con nucleasa S1 para digerir enzimaticamente las regiones con emparejamiento erréneo. De forma
alternativa, los duplex de ADN/ADN o bien ARN/ADN se pueden tratar con hidroxilamina o tetroxido de osmio y
con piperidina a fin de digerir regiones con emparejamiento erréneo. Después de la digestion de las regiones con
emparejamiento erréneo, el material resultante, a continuacion, se separa por tamario sobre geles de poliacrilamida
de desnaturalizacion para determinar si los acidos nucleicos de control y de muestra tienen una secuencia de
nucleotidos idénticos o en la que los nucledtidos son diferentes. Véanse, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.°
6.455.249; Cotton et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4397; Saleeba et al. (1992) Meth. Enzymol. 217:286-
295.

También se pueden usar alteraciones en la movilidad electroforética para identificar la variante alélica particular.
Por ejemplo, se puede usar el polimorfismo de conformacién de cadena simple (SSCP) para detectar diferencias
en la movilidad electroforética entre acidos nucleicos mutantes y naturales (Orita et al. (1989) Proc Natl. Acad. Sci
USA 86:2766; Cotton (1993) Mutat. Res. 285: 125-144 y Hayashi (1992) Genet. Anal. Tech. Appl. 9:73-79). Los
fragmentos de ADN monocatenario de los acidos nucleicos de muestra y de control se desnaturalizan y se deja
que se renaturalicen. La estructura secundaria de los acidos nucleicos monocatenarios varia de acuerdo con la
secuencia; la alteracién resultante de la movilidad electroforética posibilita la deteccidon de incluso un cambio de
una unica base. Los fragmentos de ADN se pueden marcar o detectar con sondas marcadas. La sensibilidad del
ensayo se puede potenciar usando ARN (en lugar de ADN), en el que la estructura secundaria es mas sensible a
un cambio en la secuencia. En otro modo de realizacion preferente, el procedimiento objeto utiliza analisis de
heteroduplex para separar moléculas de heterodlplex bicatenario sobre la base de cambios en la movilidad
electroforética (Keen et al. (1991) Trends Genet. 7:5).

La identidad de la variante alélica o marcador genético también se puede obtener analizando el movimiento de un
acido nucleico que comprenda la regién polimérfica en geles de poliacrilamida que contengan un gradiente de
desnaturalizante, que se somete a ensayo usando electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE)
(Myers et al. (1985) Nature 313:495). Cuando se usa DGGE como procedimiento de analisis, el ADN se modificara
para garantizar que no se desnaturaliza completamente, por ejemplo, afiadiendo una abrazadera GC de
aproximadamente 40 pb de ADN rico en GC de punto de fusion alto mediante PCR. En un modo de realizacion
adicional, se usa un gradiente de temperatura en lugar de un gradiente de agente de desnaturalizacion para
identificar diferencias en la movilidad del ADN de control y de muestra (Rosenbaum y Reissner (1987) Biophys.
Chem. 265: 1275).

Los ejemplos de técnicas para detectar diferencias de al menos un nucleétido entre 2 acidos nucleicos incluyen,
pero no se limitan a, hibridacion selectiva de oligonucleétidos, amplificacion selectiva o extension selectiva del
cebador. Por ejemplo, se pueden preparar sondas de oligonucleétidos en las que el nucleétido polimérfico conocido
se dispone centralmente (sondas especificas de alelo) y, a continuacién, se hibrida con ADN diana en condiciones
que permitan la hibridacion unicamente si se encuentra un emparejamiento perfecto (Saiki et al. (1986) Nature 324:
163); Saiki et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6230). Dichas técnicas de hibridacion de oligonucleétidos
especificas de alelo se usan para la deteccion de los cambios de nucleétidos en la regién polimorfica del gen. Por
ejemplo, las sondas de oligonucledétidos que tienen la secuencia de nucleoétidos de la variante alélica especifica se
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fijan a una membrana de hibridacion y esta membrana, a continuacién, se hibrida con acido nucleico de muestra
marcado. El analisis de la senal de hibridacién revelara, a continuacion, la identidad de los nucleétidos del acido
nucleico de muestra.

De forma alternativa, junto con la presente invencién, se puede usar la tecnologia de amplificacion especifica de
alelo que depende de la amplificaciéon por PCR selectiva. Los oligonucleétidos usados como cebadores para la
amplificacidn especifica pueden tener la variante alélica de interés en el centro de la molécula (de modo que la
amplificaciéon dependa de la hibridacién diferencial) (Gibbs et al. (1989) Nucl. Acids Res. 17:2437-2448) o en el
extremo 3’ de un cebador donde, en condiciones apropiadas, el emparejamiento erréneo puede prevenir, o reducir,
la extension de la polimerasa (Prossner (1993) Tibtech11:238 y Newton et al. (1989) Nucl. Acids Res. 17:2503).
Esta técnica también se llama “PROBE”, por PRobeOligo Base Extension. Ademés, puede ser deseable introducir
un sitio de restriccion novedoso en la regidon de la mutaciéon para crear una deteccién basada en la escision
(Gasparini et al. (1992) Mol. Cell. Probes 6:1).

En otro modo de realizacién, se lleva a cabo la identificacion de la variante alélica o marcador genético usando un
ensayo de ligacién de oligonucledétidos (OLA), como se describe, por ejemplo, en la pat. de EE. UU. n.° 4.998.617
y en Laridegren, U. et al. Science 241: 1077-1080 (1988). El protocolo de OLA usa dos sondas de oligonucleétidos
que se disefian para poder hibridarse a secuencias contiguas de una cadena simple de una diana. Uno de los
oligonucleétidos se une a un marcador de separacion, por ejemplo, biotinilado, y el otro se marca de manera
detectable. Si la secuencia complementaria precisa se encuentra en una molécula diana, los oligonucleétidos se
hibridaran de tal manera que sus extremos sean contiguos y creen un sustrato de ligacién. La ligaciéon permite, a
continuacion, que el oligonucleétido marcado se recupere usando avidina u otro ligando para biotina. Nickerson,
D. A. et al. han descrito un ensayo de deteccion de acido nucleico que combina atributos de PCR y OLA (Nickerson,
D. A. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8923-8927). En este procedimiento, se usa PCR para lograr la
amplificaciéon exponencial del ADN diana, que, a continuacion, se detecta usando OLA. En una variacion del
procedimiento de OLA, como se describe en Tobe et al. (1996) Nucleic Acids Res. 24: 3728, cada cebador
especifico de alelo se marca con un hapteno unico, es decir, digoxigenina y fluoresceina, y cada reaccién de OLA
se detecta usando anticuerpos especificos de hapteno marcados con enzimas indicadoras.

La invencién proporciona procedimientos para detectar un polimorfismo mononucleotidico (SNP) en ADCY9.
Puesto que los polimorfismos mononucleotidicos estan flanqueados por regiones de secuencia invariante, su
analisis no requiere mas que la determinacion de la identidad del unico nucleédtido variante y no es necesario
determinar una secuencia génica completa para cada enfermo. Se han desarrollado varios procedimientos para
facilitar el analisis de los SNP.

Se puede detectar el polimorfismo de una uUnica base usando un nucleétido resistente a exonucleasas
especializado, como se divulga, por ejemplo, en la pat. de EE. UU. n.° 4.656.127. De acuerdo con el procedimiento,
se permite que un cebador complementario a la secuencia alélica inmediatamente en 3’ con respecto al sitio
polimorfico se hibride con una molécula diana obtenida de un animal o ser humano particular. Si el sitio polimorfico
en la molécula diana contiene un nucleétido que sea complementario al derivado de nucleétido resistente a
exonucleasas particular presente, entonces, ese derivado se incorporara al extremo del cebador hibridado. Dicha
incorporacion hace que el cebador sea resistente a la exonucleasa y permite asi su deteccion. Puesto que se
conoce la identidad del derivado resistente a exonucleasas de la muestra, un hallazgo de que el cebador se ha
vuelto resistente a exonucleasas revela que el nucleétido presente en el sitio polimérfico de la molécula diana era
complementario al del derivado de nucleétido usado en la reaccién. Este procedimiento tiene la ventaja de que no
requiere la determinacién de grandes cantidades de datos de secuencias exdgenas.

También se puede usar un procedimiento basado en solucién para determinar la identidad del nucleétido del sitio
polimérfico (documento WO 91/02087). Como anteriormente, se emplea un cebador que sea complementario a
secuencias alélicas inmediatamente en 3’ con respecto a un sitio polimérfico. El procedimiento determina la
identidad del nucledtido de ese sitio usando derivados de didesoxinucledtidos marcados, que, si son
complementarios al nucleétido del sitio polimérfico, se incorporaran al extremo del cebador.

Un procedimiento alternativo se describe en el documento WO 92/15712. Este procedimiento usa mezclas de
finalizadores marcados y un cebador que sea complementario a la secuencia en 3’ con respecto a un sitio
polimorfico. El finalizador marcado que se incorpora, por tanto, se determina mediante y es complementario al
nucleotido presente en el sitio polimérfico de la molécula diana que se esta evaluando. El procedimiento
normalmente es un ensayo de fase heterogéneo, en el que el cebador o la molécula diana se inmoviliza a una fase
solida.
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Se han descrito muchos otros procedimientos de incorporacion de nucleétidos guiada por cebadores para someter
a ensayo sitios polimoérficos en el ADN (Komher, J. S. et al. (1989) Nucl. Acids. Res. 17:7779-7784; Sokolov, B. P.
(1990) Nucl. AcidsRes. 18:3671; Syvanen, A.-C, et al. (1990) Genomics 8:684-692; Kuppuswamy, M. N. et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1143-1147; Prezant, T. R. et al. (1992) Hum. Mutat. 1: 159-164; Ugozzoli, L.
et al. (1992) GATA 9: 107-112; Nyren, P. et al. (1993) Anal. Biochem. 208: 171-175). Todos estos procedimientos
se fundamentan en la incorporacién de desoxinucleétidos marcados para discriminar entre bases en un sitio
polimorfico.

Ademas, se entendera que se puede usar cualquiera de los procedimientos anteriores para detectar alteraciones
en un gen o producto génico o variantes polimoérficas para supervisar el tratamiento o terapia.

Los procedimientos descritos en el presente documento se pueden realizar, por ejemplo, utilizando kits de
diagnodstico preenvasados, tales como los descritos a continuacion, que comprendan al menos una sonda, acido
nucleico de cebador o reactivo que se puedan usar convenientemente para genotipar, por ejemplo, analizar un
marcador genético presente en el gen ADCY9 para determinar si un individuo tiene una probabilidad incrementada
de beneficiarse del tratamiento con un agente que eleve o que imite a las HDL, incluyendo un agente que eleve
las HDL o que imite a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP. En particular, los marcadores
genéticos son como se describen en el presente documento.

Los cebadores o sondas de la presente invencién, para su uso como reactivos para genotipar marcadores
genéticos presentes en el gen ADCY9, comprenden una secuencia de nucledtidos sintéticos que es
complementaria a y se hibrida con una secuencia contigua dentro del gen ADCY9, de preferentemente 12 a 30
nucleotidos, adyacente a o que abarca uno o mas SNP seleccionados de rs1967309, rs12595857, rs2239310,
rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497,
rs2531967, rs3730119 y rs13337675, preferentemente rs1967309. En otros aspectos, un cebador comprende 100
nucleotidos o menos, en determinados aspectos desde 12 a 50 nucledtidos o desde 12 a 30 nucledtidos. El cebador
es al menos un 70 % idéntico a la secuencia contigua o al complemento de la secuencia de nucleétidos contigua,
preferentemente al menos un 80 % idéntico, y mas preferentemente al menos un 90 % idéntico. Un cebador o
sonda de la invencién tiene preferentemente 15-50 nucledétidos de longitud, que comprende una regién de 15 a 20
nucleodtidos que es complementaria a una secuencia seleccionada de SEQ. ID. NO 1-15, en particular, es
complementaria a la secuencia SEQ. ID NO 1. El grado de complementariedad entre una sonda o cebador y SEQ.
ID. NO. 1-15 puede ser de un 100 %, 95 %, 90 %, 85 %, 80 % o 75 %.

Los oligonucledtidos, incluyendo sondas y cebadores, “especificos para” un alelo genético o marcador genético se
unen a la regién polimoérfica de un gen o bien se unen adyacentes a la regidon polimérfica del gen. Para los
oligonucledtidos que se van a usar como cebadores para la amplificacidn, los cebadores son adyacentes si estan
lo suficientemente cerca para usarse para producir un polinucleétido que comprenda la regién polimdrfica. En un
modo de realizacion, los oligonucleétidos son adyacentes si se unen dentro de aproximadamente 1-2 kb, por
ejemplo, menos de 1 kb del polimorfismo. Los oligonucleétidos especificos se pueden hibridar con una secuencia,
y en condiciones adecuadas, no se uniran a una secuencia que difiera en un Unico nucledétido.

Los oligonucledtidos de la invencién, se usen como sondas o bien como cebadores, se pueden marcar de manera
detectable. Los marcadores se pueden detectar directamente, por ejemplo, como marcadores fluorescentes, o bien
indirectamente. La deteccion indirecta puede incluir cualquier procedimiento de deteccidn conocido por un experto
en la técnica, incluyendo las interacciones biotina-avidina, unién a anticuerpos y similares. Los oligonucleotidos
marcados de manera fluorescente también pueden contener una molécula de extincidn. Los oligonucleétidos se
pueden unir a una superficie. En algunos modos de realizacién, la superficie es silice o vidrio. En algunos modos
de realizacion, la superficie es un electrodo de metal.

Se pueden usar sondas para determinar directamente el genotipo de la muestra o se pueden usar simultdneamente
con o posteriormente a la amplificacion. El término “sondas” incluye acidos nucleicos mono o bicatenarios naturales
o recombinantes o acidos nucleicos sintetizados quimicamente. Se pueden marcar mediante desplazamiento de
mella, reaccion de relleno de Klenow, PCR u otros procedimientos conocidos en la técnica. Las sondas de la
presente invencion, su preparacion y/o marcaje se describen en Sambrook et al. (1989) supra. Una sonda puede
ser un polinucledtido de cualquier longitud adecuado para la hibridacion selectiva con un acido nucleico que
contenga una region polimorfica de la invencion. La longitud de la sonda usada dependera, en parte, de la
naturaleza del ensayo usado y de las condiciones de hibridacién empleadas.

También se pueden usar sondas marcadas junto con la amplificacion de un polimorfismo (Holland et al. (1991)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7276-7280). La pat. de EE. UU. n.° 5.210.015 describe enfoques basados en
fluorescencia para proporcionar mediciones en tiempo real de productos de amplificacion durante la PCR. Dichos

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 685269 T3

enfoques han empleado tintes de intercalacion (tales como bromuro de etidio) para indicar la cantidad de ADN
bicatenario presente o bien han empleado sondas que contenian pares de fluorescencia-extincion (también
denominado enfoque “TagMan®”) donde se escinde la sonda durante la amplificacion para liberar una molécula
fluorescente cuya concentracion sea proporcional a la cantidad de ADN bicatenario presente. Durante la
amplificacién, se digiere la sonda mediante la actividad nucleasa de una polimerasa cuando se hibrida con la
secuencia diana para provocar que la molécula fluorescente se separe de la molécula de extincién, provocando
asi que aparezca la fluorescencia de la molécula indicadora. El enfoque TagMan® usa una sonda que contiene un
par de molécula indicadora—molécula de extincion que se hibrida especificamente con una regiéon de un
polinucleétido diana que contiene el polimorfismo.

Las sondas se pueden acoplar a superficies para su uso como “genochips”. Se pueden usar dichos genochips para
detectar variaciones genéticas mediante una serie de técnicas conocidas por un experto en la técnica. En una
técnica, los oligonucledtidos se disponen en matrices en un genochip para determinar la secuencia de ADN
mediante secuenciacién mediante un enfoque de hibridacién, tal como se esboza en las pat. de EE. UU. n.°s
6.025.136 y 6.018.041. Las sondas de la invencion también se pueden usar para la deteccion fluorescente de una
secuencia genética. Dichas técnicas se han descrito, por ejemplo, en las pat. de EE. UU. n.°s, Las sondas de la
invencion también se pueden usar para la deteccion fluorescente de una secuencia genética. Dichas técnicas se
han descrito, por ejemplo, en las pat. de EE. UU. n.°s 5.968.740 y 5.858.659. También se puede acoplar una sonda
a una superficie de electrodo para la deteccién electroquimica de secuencias de acido nucleico, tal como se
describe en la pat. de EE. UU. n.° 5.952.172 y por Kelley, S. O. et al. (1999) Nucl. Acids Res. 27:4830-4837. Se
pueden acoplar una o mas sondas para detectar el SNP de la invencién (tabla 2, 3, 4 0 5, en particular, la tabla 2)
a un chip y se puede usar dicho dispositivo para predecir la respuesta al agente que eleva las HDL o que imita a
las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP y seleccionar un tratamiento eficaz para un individuo con
enfermedad cardiovascular. Es concebible que las sondas para detectar el SNP de la invencion se puedan incluir
en un chip con una variedad de sondas adicionales para usos distintos a la prediccion de la respuesta a un agente
que eleve las HDL o que imite a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP.

Adicionalmente, los oligonucledtidos sintéticos usados como sondas o cebadores se pueden modificar para
volverse mas estables. Las moléculas de acido nucleico ejemplares que se modifican incluyen enlaces sin carga,
tales como analogos de ADN de fosforamidato, fosfotioato y metilfosfonato (véanse también las pat. de EE. UU.
n.°s 5.176.996; 5.264.564 y 5.256.775). Los cebadores y las sondas de la invencién pueden incluir, por ejemplo,
metilacién por marcaje, modificacion internucleotidica, tal como restos pendientes (por ejemplo, polipéptidos),
intercaladores (por ejemplo, acridina, soraleno), quelantes, alquilantes y enlaces modificados (por ejemplo, acidos
nucleicos alfa anoméricos). También se incluyen moléculas sintéticas que imitan a las moléculas de acido nucleico
en la capacidad para unirse a una secuencia designada mediante enlaces de hidrégeno y otras interacciones
quimicas, incluyendo enlaces peptidicos que sustituyen a los enlaces de fosfato en la cadena principal del
nucleotido.

La invencién se refiere a moléculas de oligonucledtidos sintéticos, cebadores y sondas, que se hibridan en
condiciones de hibridacion de restriccion alta con los oligonucleétidos naturales descritos en el presente
documento, marcadores génicos del gen ADCY9. Los oligonucledtidos se pueden detectar y/o aislar mediante
hibridacion especifica en condiciones de restriccion alta. Las “condiciones de restriccion alta” se conocen en la
técnica y permiten la hibridacion especifica de un primer oligonucleétido con un segundo oligonucleétido, donde
existe un grado alto de complementariedad entre el primer y segundo oligonucleétido. Para los procedimientos de
genotipado divulgados en el presente documento, este grado de complementariedad estd entre un 80 % y un
100 % y preferentemente entre un 90 % y un 100 %.

El SNP de la invencién también se puede detectar a partir de datos preexistentes, tales como los datos de
secuencias hologendémicas presentes en una base de datos. La invencidon proporciona un procedimiento
implementado por ordenador de consulta de datos genémicos para determinar un genotipo para predecir la
respuesta de un enfermo a un inhibidor de CETP y tratar en consecuencia a dicho enfermo, es decir, tratar a los
enfermos que responden con un inhibidor de CETP.

El &cido nucleico de muestra de la invencién para su uso en los procedimientos de genotipado, seleccion del
tratamiento o procedimientos de tratamiento se puede obtener a partir de cualquier tipo de célula o tejido de un
sujeto. Por ejemplo, el liquido corporal de un sujeto, una muestra (por ejemplo, sangre), se puede obtener mediante
técnicas conocidas. De forma alternativa, las pruebas de acido nucleico se pueden realizar sobre muestras secas
(por ejemplo, cabello o piel). Mas particularmente, los procedimientos de genotipado, seleccion del tratamiento o
los procedimientos de tratamiento usaran el tipo de glébulos sanguineos.
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La invencidén descrita en el presente documento se refiere a procedimientos y reactivos para determinar e identificar
el alelo presente en el gen ADCY9 en rs1967309 o rs12595857, o cualquier otra variante genética en desequilibrio
de ligamiento con los dos SNP, tal como se muestra en la figura 8, extendiéndose desde la posicion cr16:4049365
a cr16:4077178 (ensamblaje GRCh37/hg19). En particular, la invencién también se refiere a procedimientos y
reactivos para determinar e identificar el alelo presente en el gen ADCY9 en rs1967309, rs12595857, rs2239310,
rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497,
rs2531967, rs3730119, rs13337675, mas particularmente en rs1967309 o rs12595857, y lo mas particularmente
en rs1967309.

Como se expone en el presente documento, la invencidén también proporciona procedimientos de seleccién del
tratamiento que comprenden detectar uno o mas marcadores genéticos presentes en el gen ADCY9. En algunos
modos de realizacion, los procedimientos usan sondas o cebadores que comprenden secuencias de nucledtidos
que son complementarias a una region polimoérfica de ADCY9. En consecuencia, la invencion proporciona kits que
comprenden sondas y cebadores para realizar los procedimientos de genotipado de la invencion.

En algunos modos de realizacién, la invencién proporciona un kit para determinar si un enfermo con un trastorno
cardiovascular tiene una probabilidad incrementada de beneficiarse del tratamiento con un agente que eleva las
HDL o que imita a las HDL, en particular, un inhibidor/modulador de CETP. Dichos kits contienen uno o mas de los
reactivos, en particular, cebadores o sondas, descritos en el presente documento e instrucciones de uso.
Unicamente como ejemplo, la invencién también proporciona kits para determinar si un enfermo con trastorno
cardiovascular tiene una probabilidad incrementada de beneficiarse del tratamiento con éster S-(2-{[1-(2-etil-butil)-
ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilico) del acido tioisobutirico que comprenden un primer oligonucleétido y un
segundo oligonucleétido especificos para un polimorfismo con AA en el SNP rs1967309 de ADCY?9.

El kit puede comprender al menos una sonda o cebador que se pueda hibridar especificamente con la region
polimoérfica de ADCY9 e instrucciones de uso. Los kits normalmente comprenden al menos uno de los acidos
nucleicos descritos anteriormente. Los kits para amplificar al menos una porcion de ADCY9 comprenden, en
general, dos cebadores, al menos uno de los cuales se puede hibridar con la secuencia variante alélica. Dichos
kits son adecuados para la deteccién de genotipos, por ejemplo, mediante deteccidn por fluorescencia, mediante
deteccién electroquimica, o mediante otra deteccion.

Todavia otros kits de la invencidon comprenden al menos un reactivo necesario para realizar el ensayo. Por ejemplo,
el kit puede comprender una enzima. De forma alternativa, el kit puede comprender un tampoén o cualquier otro
reactivo necesario.

Los kits pueden incluir todos o algunos de los controles positivos, controles negativos, reactivos, cebadores,
marcadores de secuenciacion, sondas y anticuerpos descritos en el presente documento para determinar el
genotipo del sujeto en la region polimoérfica de ADCY9.

El siguiente ejemplo pretende meramente ilustrar la practica de la presente invencién y no se proporciona a modo
de limitacion.

La presente invencion se refiere a las siguientes secuencias de nucleétidos y aminoacidos.

Las secuencias proporcionadas en el presente documento estan disponibles en la base de datos del NCBI y se
pueden obtener de www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene; estas secuencias también se refieren a
secuencias anotadas y modificadas. La presente invencion también proporciona técnicas y procedimientos en los
que se usan secuencias homoélogas y variantes de las secuencias concisas proporcionadas en el presente
documento. Preferentemente, dichas “variantes” son variantes genéticas. En la base de datos del NCBI esta
disponible la secuencia de nucleétidos que codifica la adenilato-ciclasa de tipo 9 (ACDY9) de Homo sapiens.

Adenilato-ciclasa de tipo 9 (ACDY9) de Homo sapiens, RefSeqGene en el cromosoma 16
Secuencia de referencia del NCBI: niumero de acceso del NCBI NG_011434.1
Céntigo gendmico para el cromosoma 16 de Homo sapiens, ensamblaje primario GRCh37.p10

Secuencia de referencia del NCBI: numero de acceso del NCBI NT_010393.16

24



10

ES 2 685269 T3

Las secuencias intronicas para los SNP del gen ACDY9 de Homo sapiens que proporcionan la designacion “rs”,
los alelos y las designaciones de numero de SEQ ID correspondientes se divulgan en la tabla 2. Los polimorfismos
se identifican en texto en negrita y subrayado.

Tabla 4: SNP en ACDY9 y secuencia intrénica respectiva

ID rs de SNP SEQ. ID. NO.: | Secuencia intrénical Nombres segun HGVS
rs1967309 20

TTAACCTATTTATTT | NC_000016.9:2.4065583A>G

CTTTCAACCCTICIT] | NG _011434.1:0.105604T>C

éggfgégﬁgfgm“* NM_001116.3:¢.1694-8024T>C
NT_010393.16:2.4005583A>G

(Cartografia de constitucién
genodmica 37.3)

rs12595857 2 CATTGATTTTAAAC

GIATGTCTTITATCA | NG_011434.1:¢.108595C>T
GCTTAATTTTAC NM_001116.3:¢.1694-5033C>T
(Cartografia de constitucion NT_010393. 16g4002592G>A

gendmica 37.3)

1. Fuente de la constitucion gendémica de referencia del NCBI 37.3

Tabla 5: Lista de variantes genéticas en el gen ADCY9 en el cr16 que han proporcionado una evidencia de
asociacion (p < 0,05) con respuesta al tratamiento con dalcetrapib del estudio GWAS, con la secuencia de
referencia del chip de genotipado usada para el experimento (lllumina OMNI2.5S):

Cr. Posicién Identificador Valor de p Secuencia1,2 SEQ. ID
(GRCh37/hg19) | rs de SNP NO.
(NCBI)
16 4.065.583 rs1967309 4,11E-08 1
TTCATGCACCCA
GCAGACTAAATG
TTTACTGAGTAC
TTACCGAAGGTT
AGGATCTGGGCT
[A/IGIAGGGTTGA
AAGAAATAAATA
GGTTAAAAAAGA
AAAAAAGCCACC
TAGGTGACTTTC

ACTC!

25



ES 2 685269 T3

16

4.062.592

rs12595857

4,53E-07

TTAATATGATTT
CTTATATTCTTTC
CTGGTTATCCAT
TGATTTTAAACC
TCAACAACAGC]
A/GIATGTCTTTT
ATCAGCTTAATT
TTACAAAGGCTA
CAGAGAGGGGT
GGGCATTTCCTA
ATGG?

16

4.060.661

rs2239310

1,29E-06

CCTGTGTGGAGC
CCATTACCTGAA
GAGGGGCCAAG
AGGACAAGCAG
GTATGACTATGG
TC[A/G]GGCGTG
CCAAGTCCCAGG
ACAAGGAAGGA
CGGGTGCTCCAG
GAAGCACAGGA
GGGGGCAT?
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16

4.051.513

rs11647828

2,76E-06

TACCGGATGGCA
GTGAGCAGGGA
GGCTCACCTGGA
TCATTTGGTGAA
GGTGGCATCTGC
C[T/CIGGTTTGTC
CACTGTGAAGTT
CCTATTCCTACC
CCGCCCCCCACC
TTTCTTTTTTGAG
ATG?

16

4.076.094

rs8049452

6,63E-06

ACTTAACTATTT
GTTGGGTGAATA
TAGAAATGAATG
AATGAATGGATG
GATGAGCAGATA
[T/CIATCAAGAA
GTTAATTCACAA
ATTAAAGCCCAT
TATGAAACTAAA
GTAGAGGCTGGG
CGCG'
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16

4.049.365

rs12935810

2,98E-05

ACCCGTGAACAA
GTCGGGCCCCCA
TCCACGCAATAT
CTGCAGTCTCGA
CTGTATGATCTC]
A/GITCCTTTGCA

GCCACACTGTGA
GGCAGCAATGAT
CATTCCGCAGAC
GGCCACAGACTC
CAG?

16

4.065.495

rs74702385

8,87E-05

GACGACACCCAG
CACACCCAGCAC
ACCCAGCACACC
AGCGAACAGCCC
ACCAGGTGCTAT
[T/CIGCTGTCATT
CATTTGCTCATT
CGCTCGTTCATG
CACCCAGCAGAC
TAAATGTTTACT
GAG'
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16

4.076.047

rs17136707

9,11E-05

AAAACAGTGCTC
CAAAGGCAAAG
AAATAGCAAAG
ACAGAAGTAAG
GCACTTAACTAT
TTG[T/C]TGGGTG
AATATAGAAATG
AATGAATGAATG
GATGGATGAGCA
GATACATCAAGA
AGTTAA'

16

4.070.333

rs8061182

1,51E-04

GGCAGCTATGTA
GGAAGCAGTGA
AGATCCACATCC
TTCCTTATTGGT
GAAAGGAATGA
AT[T/CIGGAAAC
AGAAAGTTCTTT
TTTACCTTTATTA
AATAAACGTGAA
GTCATAAGAACT
ACTAA?
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16

4.064.368

rs111590482

1,64E-04

AGACTTTGTCTC
AAAAAAGAAAA
AAAAAAAAAAA
GAAGTCCCAAAT
AATAAAATATGA
GA[T/C]GGATTT
ATGGAAGAAAGT
GAAAGAAACAA
AGGGTAGGCACC
TTGCCTGTTTAA
TTTGATC!

10

16

4.076.136

rs4786454

1,98E-04

TGGATGGATGAG
CAGATACATCAA
GAAGTTAATTCA
CAAATTAAAGCC
CATTATGAAACT][
A/G]AAGTAGAG
GCTGGGCGCGGT
GGATCACGCCTA
TAATCCCAGCAC
TTTGGGAGGTCA
AGGC?

11
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16

4.066.061

rs2283497

8,87E-04

TGTGATATGATG
GTCATATCATAG
CACAGGGCTGTT
GTGAGGATTAAA
TGAGTTGATTCA[
T/GIGTAAACAGG
GACATCCGAAAA
AGGGAAAGACG
GTGCTTGTCCTG
AGAACAGCTGTG
AATG!

12

16

4.052.486

rs2531967

1,11E-03

AGGTGAGTGGCC
TTAAAGGGGAAG
GAGAAACCTTTT
GAAAGCAGGAC
AGGTCCTCTCTG
A[A/G]TCATCCCC
GTATGGGTAAAT
CTACATCACTAG
CTTCATTACTGA
CTGGTCCATGTA
GAAA'

13
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16

4.057.603

rs3730119

0,0108

CAGGTATGTCTT
CAAACCTATGAT
GGATAAAAGTTA
CAGTCAGCACAG
ATTGAAAGCACC
[A/GITCTGTTGAA
ACGCAGCTCCGT
CTTGCTCTCTGG
AGAGGACTCACT
CCTGGAAAGTTG
AGA?

14

16

4.077.178

rs13337675

0,0377

TGTAACCAAGTA
ACCAATGGTAAA
CCTCTACAGGGT
ATTAAGGCTCCA
GAAAATTCTCTA[
A/G]TCAGCCACT
TGCTCCTGCTCG
AGCCTGCTCCCA
CTCCGTGGAGTG
TACTTTCATTTCA
GT!

15

Cr: numero de cromosoma; valor de p: para la asociacién con acontecimientos cardiovasculares (acontecimiento
mixto primario o revascularizacién coronaria imprevista) en enfermos tratados con el inhibidor de CETP dalcetrapib;
1: secuencia de referencia de la base de datos publica 1000 Genomes, como se presenta en el archivo de
anotacion de ILLUMINA para el chip OMNI 2.5S HumanOmni25Exome-8v1_A.csv; 2: secuencia de referencia de
la base de datos publica dbSNP version 131 del NCBI, como se presenta en el archivo de anotacion de ILLUMINA

para el chip OMNI 2.5S HumanOmni25Exome-8v1_A.csv.

Tabla 6: Lista de variantes genéticas adicionales en el gen ADCY9 en cr16:
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Variacion | Localizacié | Distanci | r2 1 D’ 1 Columna2 Nombres segun SEQ
n1 a (pb) HGV2 .ID
desde a NO.
r831292050 16:4066891 1308 2,95295 1 NC_000016.9:¢ 4066891 16
TTTGGGGTGACG | 6>C
AAAATGTAAAAT NC_000016.9:g.4066891
TA[C/G/ITIGTTGT | G>T
GGTGATGGTTGC | NG_011434.1:2.104296
ACAACACC C>A
NG_011434.1:2.104296
G
NM_001116.3:¢.1694-
9332C>A
NM_001116.3:c.1694-
9332C>G
NT_010393.16:2.400689
1G>C
NT_010393.16:2.400689
1G>T
rs1259991 | 16:4062436 | 3147 0,90841 | 1 17
1 7 GAATAACCACAC | NC_000016.9:2.4062436
ACATGGACCCTG | G>T
GG[G/T]TCCAAG | NG_011434.1:2.108751
TTCATTAGAATG | C>A
GCICTTT NM_001116.3:¢.1694-
4877C>A
NT_010393.16:2.400243
6G>T
rs2531971 | 16:4051261 14322 3,84062 g,97349 AAGACAGAGGA | NC_000016.9:5 4051261 18
ACCCCCATAGGC | A
TGG[G/TIGGTGA NG_011434.1:2.119926
GCAGGGGGCATG | G>T
AGGGCTAA NM_001116.3:c.1884+6
108G>T
NT_010393.16:2.399126
1C>A
rs2238448 | 16:4059439 | 6144 0,84058 | 0,97346 19
terrrerTrerTt | T>C
TIC/TITGAGATGG | NG_011434.1:2.111748
GGGTCTCACTGT | A>G
GTTGG NM_001116.3:¢.1694-

1830A>G
NT_010393.16:£.399943
9T>C

Referencias:

b. rs1967309

1. Valores de r2 y D’ de localizacién de la base de datos publica 1000 Genomes
2. Secuencia de referencia y nombres segun HGV de la base de datos publica dbSNP versiéon 137 del NCBI

Ejemplo 1

El ensayo dal-OUTCOMES (NC20971) fue un estudio con enmascaramiento doble, aleatorizado, controlado con
placebo, con grupos paralelos y multicéntrico, de fase lll, para evaluar la seguridad y eficacia del inhibidor de
CETP, dalcetrapib, en enfermos hospitalizados recientemente por un sindrome coronario agudo (SCA). En el
momento del andlisis intermedio, el estudio incluyé 15871 enfermos aleatorizados, distribuidos en dos ramas de
tratamiento: placebo (7933 enfermos) y dalcetrapib (600 mg diariamente, 7938 enfermos). El estudio no ha
demostrado ninguna evidencia de reduccion de la tasa de acontecimientos en el criterio principal de valoracion de
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la eficacia en la rama con dalcetrapib en comparacién con la rama con placebo. Los detalles del estudio dal-
OUTCOMES se pueden encontrar en G. Schwartz et al., N. Engl. J. Med. 367;22, 2012. Genotyping.

El andlisis hologendmico se realizé en un entorno de BPL en el Beaulieu-Saucier Pharmacogenomics Centre. Se
us6 el Infinium HumanOmni25Exome-8v1_A BeadChip (lllumina, San Diego, CA), que incluye 2.567.845
marcadores genomicos, y se procesoé de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Aproximadamente 200 ng
de ADN gendmico se amplific6 de manera hologendémica, se fragmentd y se hibridé con sondas especificas de
locus unidas a la superficie de cada BeadChip. Se genotipé el ADN usando un ensayo de extension de una unica
base marcado de manera fluorescente. Los BeadChips se sometieron a barrido y se analizaron usando un iScan
Reader de lllumina. Se supervisaron los controles del procedimiento Infinium y todos los resultados estaban dentro
de las especificaciones del fabricante. Las imagenes sometidas a barrido se analizaron usando GenomeStudio de
lllumina, versién 2011.1, con el algoritmo de agrupamiento GenTrain 2.0, usando un umbral sin llamada de 0,15,
sin ajuste de agrupamiento manual y usando el archivo de agrupamiento del fabricante HumanOmni25Exome-
8v1_A de lllumina. Los archivos de los datos de genotipos se produjeron en tres tandas de tamafio comparable a
medida que los datos estaban disponibles. Se combinaron tres archivos de genotipado en formato de PLINK
generados por GenomeStudio y se transformaron a un formato de PLINK binario.

La tasa de terminacion del genotipado para las muestras y los SNP se establecié en un 98 %. Los SNP con sesgo
de placa de genotipado (basandose en las placas de 96 pocillos usadas para diluir las muestras de ADN) se
marcaron, pero no se eliminaron, ya que no se pudo excluir el efecto de la ascendencia genética. Se usé la IBD
por pares para realizar verificaciones de relaciones hereditarias cercanas. Se marcaron y eliminaron todos menos
un miembro de un par de pares relacionados y duplicados de muestras (IBS2*proporcion > 0,80) basandose en
una seleccion de SNP no correlacionados (2 < 0,1). La matriz IBS por pares se us6 como una métrica de distancia
para identificar la relacion criptica entre las muestras y los valores atipicos de las muestras mediante escalamiento
multidimensional (EMD). Se representaron graficamente los primeros dos componentes del EMD de cada sujeto,
incluyendo los genotipos de los datos de CEU, JPT-CHB y YRI de HapMap (manteniendo Unicamente los individuos
fundadores). Se marcaron los valores atipicos del agrupamiento principal de raza blanca y se eliminaron mediante
los k vecinos mas cercanos. (Figura 1 complementaria) El diagrama de sedimentacion y la varianza acumulada
explicada se computaron usando el programa smartpca del paquete EIGENSOFT (version 3.0). Las opciones
usadas fueron numoutlieriter (nimero maximo de iteraciones de eliminacién de valores atipicos) de 0 (apagado) y
altnormstyle (férmula de normalizacion) igual a NO.2 (Figura 2 complementaria)

Procedimientos estadisticos

Se desarrollé un plan de analisis estadistico en el Beaulieu-Saucier Pharmacogenomics Centre y se aprobo la
version final antes de la terminacion del genotipado en octubre de 2012. Las pruebas estadisticas realizadas en
los datos genéticos fueron bilaterales y se ajustaron para explicar las pruebas multiples de los SNP. El umbral de
significacién del genoma completo de p<5-10% se us6 como el umbral de aceptacion para los hallazgos
significativos. Los resultados con p1:10® se consideraron como candidatos potenciales. Los modelos
multivariantes incluyeron el sexo como una covariable y los primeros 5 componentes principales (CP) de la
estructura de la poblacién para evitar la confusion por la estructura de la poblacién. El conjunto de analisis se
definié como los participantes en la rama de tratamiento con dalcetrapib, con validacién en la rama con placebo
para confirmar la ausencia de efectos y para examinar la interaccion rama de tratamiento-gen en el conjunto
combinado.

Se realizaron pruebas de asociacién del genoma completo con variantes genéticas frecuentes (MAF=0,05) usando
el programa informatico PLINK, version 1.07. Todos los resultados con un valor de p < 10 se validaron en el
programa informatico SAS. Se uso6 la prueba genética aditiva de 1 grado de libertad. Se codificaron los genotipos
como 0, 1 o0 2, de acuerdo con el recuento de alelos minoritarios. En presencia de covariables, el valor de p para

la prueba genética aditiva se ajusta para la covariable como log (1%) = by + by afiadido + 3. ; b; cov; o log(tasa de
acontecimientos) = b, + by afiadido + 3. b; cov; y el valor nulo (Ho) en la prueba aditiva es de b1=0. El andlisis del
genoma completo se realizé por primera vez usando un modelo de regresién logistica que usaba el programa
informatico PLINK para la aparicion de acontecimientos frente a ninguna aparicion. Todos los resultados de la
prueba de regresion logistica que proporcionaron un valor de p < 10 se validaron en el programa informatico SAS,
v.9.3, (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.) y se sometieron a prueba usando la regresion de riesgos instantaneos
proporcionales de Cox. Los resultados de la regresion de Cox se predefinieron para ser mas apropiados para los
objetivos del estudio que los de la regresion logistica y se planificd que se informaran como resultados primarios.
También se usé un modelo de regresion de riesgos instantaneos proporcionales de Cox para someter a prueba la
interaccion tratamiento-gen de acuerdo con: log(tasa de acontecimientos) ~ genotipo + rama de tratamiento +
genotipo*rama de tratamiento + sexo + CP, usando tanto muestras de la rama de tratamiento como con placebo.
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La variante intronica rs1967309 en el gen adenilato-ciclasa de tipo 9, ADCY9, se asocié de manera significativa
con los acontecimientos (riesgos instantaneos proporcionales de Cox p=2,4-10%). La variante genética en esta
posicion tiene una frecuencia de alelo minoritario de 0,45 y el efecto genético aditivo de un alelo tiene un CRI=0,65
(IC de un 95 %, 0,55, 0,76) para los acontecimientos en la rama de tratamiento de dal-Outcomes. El valor de p de
la interaccion rama de tratamiento-gen es 0,0013, y no existi6é ningun efecto genético detectable de la variante en
la rama con placebo solo (p=0,25). Los andlisis de sensibilidad con ajuste para estatina son consistentes (p=5,4-10
8). Un SNP vecino en desequilibrio de ligamiento (r2=0,86), rs12595857, tiene resultados correlacionados. La
estratificacién por genotipos muestra que los homocigotos para AA en rs1967309 tienen un CRI=0,40 (IC de un
95 %, 0,28, 0,57) para los acontecimientos en la rama de tratamiento de dal-Outcomes en comparacion con los
homocigotos para GG de referencia y los heterocigotos para AG tienen un CRI=0,68 (IC de un 95 %, 0,55, 0,84).
En el subgrupo de homocigotos para AA en rs1967309, el tratamiento con dalcetrapib frente a placebo tuvo un
CRI=0,61 (IC de un 95 %, 0,41, 0,92).

Tabla 7: Cociente de riesgos instantaneos (CRI) para el tiempo hasta los acontecimientos (primera aparicion de
muerte por CC, IM, hospitalizacion por SCA, paro cardiaco reanimado, apoplejia aterotromboética o
revascularizaciéon coronaria imprevista) unicamente para los enfermos en la rama de tratamiento con dalcetrapib,
que compara los enfermos heterocigéticos y homocigéticos para el alelo variante con los enfermos homocigéticos
para el alelo comun, para los SNP identificados como que estan asociados con acontecimientos en el gen ADCY9.

Identificador rs de SNP | N enfermos Comparacion de CRI (IC de un 95 %)*
genotipos
rs12935810 2844 GA frente a GG 1,3 (1,02, 1,65)
rs12935810 2844 AA frente a GG 1,87 (1,42, 2,48)
rs11647828 2822 AG frente a AA 0,74 (0,6, 0,92)
rs11647828 2822 GG frente a AA 0,46 (0,33, 0,63)
rs2531967 2834 GA frente a GG 0,75 (0,61, 0,93)
rs2531967 2834 AA frente a GG 0,5 (0,29, 0,86)
rs3730119 2845 GA frente a GG 0,78 (0,62, 0,99)
rs3730119 2845 AA frente a GG 0,49 (0,22, 1,1)
rs2239310 2841 AG frente a AA 0,71 (0,58, 0,87)
rs2239310 2841 GG frente a AA 0,43 (0,29, 0,63)
rs12595857 2838 AG frente a AA 0,7 (0,57, 0,87)
rs12595857 2838 GG frente a AA 0,45 (0,33, 0,62)
rs111590482 2783 AG frente a AA 0,64 (0,49, 0,84)
rs111590482 2783 GG frente a AA 0,15 (0,02, 1,1)
rs74702385 2845 GA frente a GG 0,63 (0,48, 0,83)
rs74702385 2845 AA frente a GG 0,14 (0,02, 1)
rs1967309 2842 GA frente a GG 0,68 (0,56, 0,84)
rs1967309 2842 AA frente a GG 0,4 (0,28, 0,57)
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Identificador rs de SNP | N enfermos Comparacion de CRI (IC de un 95 %)*
genotipos

rs2283497 2845 CA frente a CC 0,83 (0,67, 1,02)
rs2283497 2845 AA frente a CC 0,53 (0,37, 0,76)
rs8061182 2843 AG frente a AA 1,23 (0,98, 1,56)
rs8061182 2843 GG frente a AA 1,81 (1,37,2,39)
rs17136707 2841 AG frente a AA 0,62 (0,47, 0,81)
rs17136707 2841 GG frente a AA 0,16 (0,02, 1,15)
rs8049452 2845 GA frente a GG 1,26 (0,99, 1,6)
rs8049452 2845 AA frente a GG 1,98 (1,51,2,61)
rs4786454 2845 GA frente a GG 0,69 (0,54, 0,87)
rs4786454 2845 AA frente a GG 0,37 (0,15, 0,9)
rs13337675 2843 AG frente a AA 0,84 (0,68, 1,03)
rs13337675 2843 GG frente a AA 0,7 (0,43, 1,14)

*Regresién de riesgos instantaneos proporcionales de Cox sin ajuste para las covariables estratificada para cada
SNP por genotipo con el genotipo homocigético de alelo comin como grupo de referencia.

Tabla 8: Cociente de riesgos instantaneos (CRI) para el tiempo hasta los acontecimientos (primera aparicion de
muerte por CC, IM, hospitalizacion por SCA, paro cardiaco reanimado, apoplejia aterotrombética o
revascularizaciéon coronaria imprevista) en la rama de tratamiento con dalcetrapib frente a la rama con placebo
estratificado por genotipos de los SNP identificados como que estan asociados con acontecimientos
cardiovasculares en el gen ADCY9:

Identificador | Genotipo | N N enfermos con N enfermos sin | CRI (IC de un Respuesta
rs de SNP enfermos | acontecimientos acontecimientos | 95 %)* predicha
rs12935810 | GG 1848 225 1623 0,79 (0,61,1,03) | R
rs12935810 | GA 2861 385 2476 1,03 (0,84, 1,26) | SR
rs12935810 | AA 1038 177 861 1,28 (0,95,1,73) | SR
rs11647828 | AA 1789 276 1513 1,33 (1,05, 1,68) | SR
rs11647828 | AG 2830 385 2445 0,97 (0,8,1,19) | RP
rs11647828 | GG 1087 121 966 0,61(0,42,0,87) | R
rs2531967 GG 3396 497 2899 1,12 (0,94, 1,33) | SR
rs2531967 GA 2010 258 1752 0,86 (0,67,1,1) | RP
rs2531967 AA 324 32 292 0,67 (0,33,1,34) | R
rs3730119 GG 3934 559 3375 1,08 (0,92,1,28) | SR
rs3730119 GA 1655 211 1444 0,86 (0,66, 1,13) | RP
rs3730119 AA 160 18 142 0,48 (0,18,1,27) | R
rs2239310 AA 2322 370 1952 1,16 (0,95, 1,42) | SR
rs2239310 AG 2690 343 2347 0,96 (0,78,1,19) | RP
rs2239310 GG 733 75 658 0,6 (0,37,0,95) | R
rs12595857 | AA 1741 282 1459 1,27 (1,01,1,61) | SR
rs12595857 | AG 2867 385 2482 0,95 (0,78,1,16) | RP
rs12595857 | GG 1131 119 1012 0,7 (0,48, 1) R
rs111590482 | AA 4301 632 3669 1,04 (0,89, 1,22) | SR
rs111590482 | AG 1252 135 1117 0,85(0,6,1,19) | R
rs111590482 | GG 81 5 76 0,26 (0,03,2,3) | R
rs74702385 | GG 4393 646 3747 1,05(0,9,1,23) | SR
rs74702385 | GA 1266 137 1129 0,84 (0,6,1,18) | R
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Identificador | Genotipo | N N enfermos con N enfermos sin | CRI (IC de un Respuesta
rs de SNP enfermos | acontecimientos acontecimientos | 95 %)* predicha
rs74702385 | AA 89 5 84 0,26 (0,03,2,36) | R
rs1967309 GG 1984 322 1662 1,27 (1,02, 1,58) | SR
rs1967309 GA 2796 368 2428 0,94 (0,77,1,16) | RP
rs1967309 AA 961 97 864 0,61(0,41,0,92) | R
rs2283497 CC 2098 304 1794 1,23 (0,98,1,54) | SR
rs2283497 CA 2765 377 2388 0,99 (0,81,1,21) | RP
rs2283497 AA 885 107 778 0,57 (0,38,0,85) | R
rs8061182 AA 2018 257 1761 0,79 (0,62,1,01) | R
rs8061182 AG 2800 381 2419 0,99 (0,81,1,21) | RP
rs8061182 GG 923 148 775 1,55 (1,11,2,15) | SR
rs17136707 | AA 4423 649 3774 1,06 (0,91,1,24) | SR
rs17136707 | AG 1241 135 1106 0,8(0,57,1,13) | RP
rs17136707 | GG 80 4 76 0,37 (0,04,3,54) | R
rs8049452 GG 1930 239 1691 0,78 (0,6, 1) R
rs8049452 GA 2832 384 2448 0,97 (0,8,1,19) | RP
rs8049452 AA 983 165 818 1,55 (1,14,2,12) | SR
rs4786454 GG 3973 588 3385 1,06 (0,9,1,25) | SR
rs4786454 GA 1615 186 1429 0,89 (0,67,1,19) | RP
rs4786454 AA 161 14 147 0,52 (0,17,1,54) | R
rs13337675 | AA 3250 467 2783 1,07 (0,89, 1,28) | SR
rs13337675 | AG 2145 284 1861 0,89 (0,71,1,13) | RP
rs13337675 | GG 345 36 309 1,03 (0,53,1,97) | RP

*Regresion de riesgos instantaneos proporcionales de Cox para los efectos del tratamiento estratificada por grupos
de genotipos, sin ajuste para las covariables
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REIVINDICACIONES

1. Un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL para su uso en el tratamiento de un trastorno cardiovascular,
en el que los sujetos tratados tienen un genotipo de respuesta mejorada en uno o mas de los siguientes sitios:
rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707, rs8061182,
rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508, rs12599911, rs2531971 o
rs2238448, en el que el “agente que eleva las HDL o que imita a las HDL” es dalcetrapib.

2. Un agente que eleva las HDL o que imita a las HDL para su uso en el tratamiento de un trastorno cardiovascular
de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que los sujetos tratados tienen un genotipo de respuesta mejorada en uno
0 mas de los siguientes sitios: rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810,
rs74702385, rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119 o rs13337675.

3. Ester S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilico) del acido tioisobutirico para su uso en el
tratamiento de un enfermo con trastorno cardiovascular, que tiene un genotipo de respuesta mejorada, en el que
el genotipo se selecciona de rs12595857/GG, rs1967309/AA, rs111590482/AG, rs111590482/GG,
rs11647828/GG, rs12935810/GG, rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA,
rs4786454/AA, rs74702385/GA, rs74702385/AA, rs8049452/GG y rs8061182/AA.

4. El agente que eleva las HDL o que imita a las HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el
sujeto tratado tiene un genotipo de respuesta mejorada rs1967309.

5. El agente que eleva las HDL o que imita a las HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el
genotipo es AA.

6. El agente que eleva las HDL o que imita a las HDL para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4 o 5, en el que
el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en ateroesclerosis, vasculopatia periférica,
dislipidemia, hiperbetalipoproteinemia, hipoalfalipoproteinemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia hereditaria, angina de pecho, isquemia, isquemia cardiaca, apoplejia, infarto de miocardio,
lesion por reperfusion, reestenosis angioplastica, hipertension y complicaciones vasculares de diabetes, obesidad
o endotoxemia en un mamifero.

7. El agente que eleva las HDL o que imita a las HDL para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 4 o 6, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en enfermedad
cardiovascular, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria, hipoalfalipoproteinemia, hiperbetalipoproteinemia,
hipercolesterolemia, hiperlipidemia, ateroesclerosis, hipertension, hipertrigliceridemia, hiperlipidoproteinemia,
vasculopatia periférica, angina de pecho, isquemia e infarto de miocardio.

8. Ester S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilico) del cido tioisobutirico para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 3, en el que el genotipo de respuesta mejorada es rs1967309/AA.

9. Ester S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilico) del acido tioisobutirico para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 3 u 8, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en
ateroesclerosis, vasculopatia periférica, dislipidemia, hiperbetalipoproteinemia, hipoalfalipoproteinemia,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia hereditaria, angina de pecho, isquemia, isquemia
cardiaca, apoplejia, infarto de miocardio, lesién por reperfusion, reestenosis angioplastica, hipertension y
complicaciones vasculares de diabetes, obesidad o endotoxemia en un mamifero.

10. Ester S-(2-{[1-(2-etil-butil)-ciclohexanocarbonil]-amino}-fenilico) del &cido tioisobutirico para su uso de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 9, en el que el trastorno cardiovascular se selecciona del grupo que
consiste en enfermedad cardiovascular, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria, hipoalfalipoproteinemia,
hiperbetalipoproteinemia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, ateroesclerosis, hipertension, hipertrigliceridemia,
hiperlipidoproteinemia, vasculopatia periférica, angina de pecho, isquemia e infarto de miocardio.

11. Dalcetrapib para su uso en el tratamiento de un trastorno cardiovascular en un sujeto que se ha identificado
como que tiene un genotipo de respuesta mejorada en uno o mas sitios polimérficos en el gen ADCY9 del sujeto.

12. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que los uno o mas sitios polimorficos son
uno o mas de: rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385,
rs17136707, rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119, rs13337675, rs12920508,
rs12599911, rs2531971 y rs2238448.
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13. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que los uno o0 mas sitios polimoérficos son
uno o mas de rs1967309, rs12595857, rs2239310, rs11647828, rs8049452, rs12935810, rs74702385, rs17136707,
rs8061182, rs111590482, rs4786454, rs2283497, rs2531967, rs3730119 y rs13337675.

14. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11 o 13, en el que los genotipos de respuesta
mejorada son uno o mas de rs1967309/AA, rs1967309/AG, rs12595857/GG, rs1259587/AG, rs111590482/AG,
rs111590482/GG, rs11647828/GG, rs11647828/AG, rs12935810/GG, rs17136707/GG, rs17136707/AG,
rs2239310/GG, rs2239310/AG, rs2283497/AA, rs2283497/CA, rs2531967/AA, rs2531967/GA, rs3730119/AA,
rs3730119/GA, rs4786454/AA, rs4786454/GA, rs74702385/GA, rs74702385/AA, rs8049452/GG, rs8049452/GA,
rs8061182/AA, rs8061182/AG, rs13337675/AG y rs3337675/GG.

15. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11 o 13, en el que los genotipos de respuesta
mejorada son uno o mas de rs1967309/AA, rs12595857/GG, rs111590482/AG, rs111590482/GG, rs11647828/GG,
rs12935810/GG, rs17136707/GG, rs2239310/GG, rs2283497/AA, rs2531967/AA, rs3730119/AA, rs4786454/AA,
rs74702385/GA, rs74702385/AA, rs8049452/GG y rs8061182/AA.

16. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11 o 13, en el que los genotipos de respuesta
mejorada son uno o ambos de rs1967309/AA y rs12595857/GG.

17. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11 0 13, en el que el genotipo de respuesta mejorada
es rs1967309/AA.

18. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11-17, en el que el trastorno
cardiovascular es enfermedad cardiovascular, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria,
hipoalfalipoproteinemia,  hiperbetalipoproteinemia,  hipercolesterolemia, hiperlipidemia, ateroesclerosis,
hipertensioén, hipertrigliceridemia, hiperlipidoproteinemia, vasculopatia periférica, angina de pecho, isquemia,
sindrome coronario agudo o infarto de miocardio.

19. Dalcetrapib para su uso en la reduccién del riesgo de padecer un acontecimiento cardiovascular en un sujeto
que se ha identificado como que tiene un genotipo de respuesta mejorada en uno o mas sitios polimérficos en el
gen ADCY9 del sujeto.

20. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el genotipo de respuesta mejorada es
uno o ambos de rs1967309 y rs12595857.

21. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el genotipo de respuesta mejorada es
uno o ambos de rs1967309/AA y rs12595857/GG.

22. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con la reivindicacién 20 o 21, en el que el genotipo de respuesta mejorada
es rs1967309/AA.

23. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en el que el
acontecimiento cardiovascular es muerte por causas cardiovasculares, infarto de miocardio no mortal, apoplejia
no mortal de origen isquémico, hospitalizacion por angina de pecho inestable o revascularizacion coronaria.

24. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, en el que el sujeto
tiene un trastorno cardiovascular.

25. Dalcetrapib para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, en el que el trastorno
cardiovascular es enfermedad cardiovascular, cardiopatia coronaria, arteriopatia coronaria,
hipoalfalipoproteinemia,  hiperbetalipoproteinemia,  hipercolesterolemia, hiperlipidemia, ateroesclerosis,
hipertensioén, hipertrigliceridemia, hiperlipidoproteinemia, vasculopatia periférica, angina de pecho, isquemia,
sindrome coronario agudo o infarto de miocardio.
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Figura 2.
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Figura 3
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Curva de incidencia acumulada para Dalcetrapib
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Figura 4.
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Figura 5.
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8.
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