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DESCRIPCION
Procedimiento de determinacion de una dosis adecuada de estatina
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar una dosificacién adecuada para un individuo
que necesita tratamiento con una estatina.

Antecedentes de la invencion

Las estatinas son una clase ampliamente utilizada de medicamentos que reducen el colesterol LDL (lipoproteina de
baja densidad) al inhibir la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) reductasa y, por lo tanto reducir
la produccioén de colesterol por el higado. La evidencia aleatoria a gran escala muestra que la terapia con estatinas
reduce la incidencia de ataques cardiacos, accidentes cerebrovasculares y revascularizaciones en
aproximadamente una quinta parte por 1 mmol/L de reduccion de colesterol LDL." Los beneficios logrados con el uso
de estatinas parecen estar relacionados principalmente con el riesgo absoluto de un individuo de tales eventos, y al
tamafio absoluto de la reduccion de colesterol LDL. Los beneficios adicionales observados con el tratamiento mas
intensivo con estatinas han dado lugar a una tendencia hacia el uso de dosis mas altas de estatinas.

En raras ocasiones, las estatinas pueden causar dolor o debilidad muscular con niveles elevados de creatina
quinasa en la sangre (es decir, miopatia) y, en una minoria de casos, esto puede conducir a la degradacion
muscular y la liberacion de mioglobina en la circulacién (es decir, rabdomidlisis) con riesgo de insuficiencia renal y
muerte.? Los mecanismos por los cuales las estatinas causan miopatia siguen siendo desconocidos, pero parecen
estar relacionados con las concentraciones de estatinas en la sangre. La incidencia de miopatia es de
aproximadamente uno por cada 10.000 pacientes por afio con dosis estandar de estatinas (como 20-40 mg de
simvastatina al dia),® pero el riesgo aumenta (posiblemente aproximadamente diez veces) con dosis mas altas de
estatinas (como 80 mg de simvastatina al dia*). También se incrementa con el uso concomitante de ciertos
medicamentos que interactian para producir niveles elevados de estatinas en plasma. Por ejemplo, se ha
encontrado que el gemfibrozilo administrado de forma concomitante aumenta el area bajo la curva de eliminacion de
estatinas (AUC) de 2 a 4 veces con varias estatinas y aumenta el riesgo de miopatia en muchos casos.®>® Uso
concomitante de ciclosporina e itraconazol, y otros farmacos que inhiben la enzima CYP3A4 también han mostrado
que aumentan varias veces la exposicion a las estatinas plasmaticas y se han relacionado con la miopatia.”® Estas
asociaciones claras han dado lugar a advertencias en las etiquetas de los medicamentos contra el uso concomitante
de dosis particulares de estatinas y otros ciertos medicamentos (especialmente gemfibrozilo, ciclosporina e
itraconazol).?

Se considera que tales interacciones ocurren cuando la estatina y el farmaco concomitante comparten vias
metabdlicas comunes. Se ha postulado que la interaccion de gemfibrozilo con estatinas esta mediada a través de los
genes de la enzima de glucuronidacion UGT o a través de varios genes de CYP.57 Varias estatinas (incluyendo
lovastatina, simvastatina y atorvastatina) se metabolizan principalmente a través de la enzima CYP3A4, y se ha
concluido que la mayoria de las interacciones farmacoldgicas clinicamente importantes que ocurren con estas
estatinas son atribuibles al uso concurrente de agentes que son inhibidores potentes o sustratos de CYP3A4.7 La
pravastatina no se metaboliza a través de los genes CYP, pero su nivel plasmatico puede estar influenciado por los
genes participa en su eliminacion por transporte. Aunque el metabolismo de la rosuvastatina no parece depender del
sistema CYP, se conocen varias interacciones farmacolégicas de importancia clinica. Por ejemplo, cuando la
rosuvastatina se combina con la ciclosporina, el AUC de la rosuvastatina aumentd de 7 a 11 veces y se ha sugerido
que la inhibicién de la ciclosporina del polipéptido C transportador de aniones organicos puede disminuir la captacion
hepatica de la rosuvastatina. °

Se han investigado los efectos de mas de 20 genes en la farmacocinética de las estatinas.*'? Para cinco de estos
genes (SLCO1B1, CYP3A5, CYP2C9, ABCG2, ABCC2), al menos un estudio pequefio ha reportado asociaciones
con los niveles plasmaticos de estatinas. El gen SLCO1B1 codifica la proteina de transporte de aniones organicos
OATP1B1 que se sabe afecta la captacion hepatica y la excrecion biliar de diversos farmacos. Los estudios in vitro
indican que la mayoria de las estatinas y los acidos de las estatinas son sustratos para el transportador SLCO1B1,"!
aunque se ha sugerido que su contribucién a la captacidon hepatica es menor para las estatinas lipofilicas (tales
como simvastatina y lovastatina), las cuales se cree que se captan principalmente a través de infusion pasiva.'? Una
busqueda en la literatura realizada por los presentes inventores encontré que se habian publicado 14 informes
separados del impacto del gen SLCO1B1 en la farmacocinética de las estatinas (que involucran principalmente la
pravastatina o la rosuvastatina). No todos los estudios arrojaron resultados estadisticamente significativos, y no se
habia realizado un analisis combinado de ellos, pero el impacto tipico en la farmacocinética de las estatinas fue
mucho menor que los aumentos multiplicados por el uso concomitante de gemfibrozilo o inhibidores potentes del
CYP3A4. En consecuencia, no estaba claro si tales diferencias en los niveles plasmaticos de estatinas serian de
gran importancia para el riesgo de miopatia relacionada con las estatinas.

Algunos estudios pequefios habian considerado previamente la relevancia directa de los posibles efectos
secundarios musculares relacionados con las estatinas de varios genes candidatos, tal como el CYP3A4, que esta
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involucrado en el metabolismo de ciertas estatinas,'® genes involucrados en la deficiencia de ubiquinona (coenzima
Qu0)," y los genes que codifican los polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATP)."" Se han reportado
asociaciones para la miopatia, mialgia o intolerancia con estatinas a p<0.05 "nominal” (es decir, antes de permitir el
gran ndmero de genes candidatos y SNP que se consideraron) con seis genes individualmente. Sin embargo, debido
a su pequefio tamafio y multiples comparaciones, estos pequefios estudios no proporcionaron una buena evidencia
a priori para ninguna asociacion genética con la miopatia relacionada con las estatinas. Ademas, las diferencias
aparentes en las tasas de miopatia en esos estudios pueden haber sido confundidas por las diferencias en las dosis
de estatinas y el uso concomitante de otros farmacos.® En particular, un estudio’® de 10 pacientes con miopatia y 26
controles informaron una asociacion entre la miopatia entre los pacientes que toman pravastatina o atorvastatina y el
haplotipo SLCO1BI *'® (alelo rs4149056 C y alelo rs2306283 G) con un valor de p nominal <0,01. Este pequefio
estudio incluy6 la exploracion de asociaciones con 152 SNP en diferentes genes (asi como algunas comparaciones
de haplotipos) y con tres estatinas separadas (asi como diferentes combinaciones de esas estatinas). El impacto de
este gran numero de comparaciones multiples debe permitirse al interpretar los valores p nominales: dado que no
todas las pruebas habrian sido independientes, el niumero efectivo de pruebas independientes fue entre 300 y 1000.
Por lo tanto, la aplicacion del enfoque de Bonferroni implicaria multiplicar cada valor p nominal por al menos 300,
haciendo que un valor p valor nominal de 0,01 sea completamente no significativo.

Sumario de la invencion
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

En el presente documento se describe un procedimiento para determinar la susceptibilidad de un individuo a la
miopatia inducida por estatinas, que comprende detectar la presencia o ausencia de uno o mas polimorfismos en el
gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo, por lo que la presencia de uno o mas mas polimorfismos
indican que el individuo tiene una susceptibilidad alterada a la miopatia inducida por estatinas.

En un aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para reducir el riesgo de miopatia en un individuo durante
el tratamiento con una estatina, que comprende

i) determinar la presencia o ausencia de i) genotipo de "alto riesgo" de uno o mas polimorfismos que estan
asociados con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas o ii) genotipo de "bajo riesgo" de uno o
mas polimorfismos que estan asociadoa con disminucién del riesgo de miopatia inducida por estatinas;

ii) clasificar al individuo segun su susceptibilidad a la miopatia inducida por estatinas, en referencia a la
presencia o ausencia de uno o mas polimorfismos detectados en la etapa i); y

iii) determinar una dosis adecuada para el tratamiento con estatinas por referencia a la susceptibilidad del
individuo a la miopatia inducida por estatinas determinada en el paso ii), lo que reduce el riesgo de miopatia
en un individuo durante el tratamiento,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en rs4149056, rs4363657, rsl871395,
rsl2317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rsl 1045879, rs7969341, rsl1045885, rsl2369881 y rs12366582; y un
genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rs1045885 o rsl2366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsI871395, rsl2317268, rs7969341, rsl045885 o rsl2366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo GG;

un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

Preferiblemente, la etapa de deteccién comprende amplificar al menos la parte de la secuencia de acido nucleico
que codifica el gen SLCO1B1 que contiene uno o mas polimorfismos, e identificar el nucleétido presente en al
menos un alelo del polimorfismo(s) codificado por dicho ADN amplificado.

Preferiblemente, la etapa de deteccion comprende amplificar el exén 6 del gen SLCO1B1 que comprende el SNP
rs4149056, mas preferiblemente amplificar una secuencia de acido nucleico que contiene el nucleétido en la
posicion 521 del gen SLCO1B1 e identificar el nucleétido presente en esa posicion.
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En otras realizaciones, la etapa de deteccion puede comprender alternativamente, o adicionalmente, amplificar al
menos la parte del intron 8 del gen SLCO1B1 que comprende los SNP rs1871395 o rs12317268; al menos la parte
del intrén 11 del gen SLCO1B1 que comprende los SNP rs4363657, rs2900478 o rs4149100; o al menos la parte del
intrén 14 del gen SLCO1B1 que comprende los SNP rs4149081, rs11045879, rs7969341, rs11045885, rs12369881
0 rs12366582; e identificar el nucledtido presente en al menos un alelo de uno o mas polimorfismos codificados por
dicho ADN amplificado.

En algunas realizaciones, los procedimientos de la invencién también pueden comprender amplificar al menos la
parte del exén 5 del gen SLCO1B1 que comprende los SNP rs2306283, o rs11045819; o al menos la parte del exén
15 del gen SLCO1B1 que comprende el SNP rs34671512; e identificar el nucledtido presente en al menos un alelo
de uno o mas polimorfismos codificados por dicho ADN amplificado.

Preferiblemente, los procedimientos de la invencion implican el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando cebadores adecuados adaptados para amplificar y/o identificar el nucleétido presente en al menos un alelo
de uno o mas polimorfismos.

En algunas realizaciones, dicha amplificacion e identificacion se pueden llevar a cabo en una sola etapa utilizando
uno o mas cebadores de amplificacion especificos de alelo.

En otras realizaciones de los procedimientos de la invencién, se pueden usar una o mas sondas especificas de alelo
para identificar el nucleétido presente en al menos un alelo de uno o mas polimorfismos codificados por el acido
nucleico de prueba o dicho ADN amplificado.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un procedimiento para determinar una dosificacion adecuada para
un individuo que necesita tratamiento con una estatina, que comprende

i) determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas polimorfismos en el
gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo; y

ii) determinar una dosis adecuada para el tratamiento con estatinas por referencia al genotipo de uno o mas
polimorfismos, por lo que una dosis estandar de una estatina es adecuada para un individuo con un
genotipo de alto riesgo heterocigoto u homocigoto y una dosis mas alta es adecuada para un individuo con
un genotipo homocigoto de bajo riesgo, en donde el genotipo de alto riesgo de uno o mas polimorfismos se
asocia con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas y en el que el genotipo de bajo riesgo de uno
0 mas polimorfismos se asocia con una disminucion del riesgo de miopatia inducida por estatinas,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en rs4149056, rs4363657, rsl871395,
rsl2317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rsl 1045879, rs7969341, rsl1045885, rsl2369881 y rs12366582;

y un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rs1045885 o rsl2366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rsl045885 o rsl2366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo GG;

un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una estatina para su uso en el tratamiento de un individuo que
necesita tratamiento con una estatina, comprendiendo el tratamiento:

i) determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas polimorfismos en el
gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo;

ii) clasificar al individuo segun su genotipo en uno o mas polimorfismos segun lo determinado en el paso i);

iii) administrar una dosis adecuada de una estatina, por lo que una dosis estandar de una estatina es
adecuada para un individuo con un genotipo heterocigoto u homocigoto de alto riesgo, y una dosis mas alta
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es adecuada para un individuo con un genotipo homocigoto de bajo riesgo, en el que el genotipo de alto
riesgo de uno o mas polimorfismos se asocia con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas y en
el que el genotipo de bajo riesgo de uno o mas polimorfismos se asocia con un menor riesgo de miopatia
inducida por estatinas,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en los SNP rs4149056, rs4363657,
rsl871395, rsl2317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rsl1045879, rs7969341, rsl1045885, rsl2369881 y
rs12366582; y

en el que

un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rs1045885 o rsl2366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rsl045885 o rsl2366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo GG;

un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

Preferiblemente, los procedimientos de la invencion implican la determinacion de una estatina adecuada y una dosis
adecuada de esa estatina para un individuo particular (es decir, un régimen de estatinas).

Aspectos adicionales proporcionan procedimientos analogos de tratamiento, o determinacion de un régimen
adecuado (es decir, farmaco y dosificacion) para un individuo que necesita tratamiento con una estatina, que
comprende la etapa de detectar la presencia o ausencia de uno o mas polimorfismos en el gen SLCO1B1 en una
muestra biolégica de un individuo, en el que uno o mas polimorfismos pueden ser un SNP en estrecha relacion con
el SNP rs4149056 y/o el SNP rs4363657, incluyendo, pero no limitandose a, rs1871395, rsl2317268, rs2900478,
rs4149100, rs4149081, rs11045879, rs7969341, rs11045885, rs12369881, o rs12366582.

En una realizacion, la estatina se selecciona de la lista que comprende lovastatina, simvastatina, pravastatina,
fluvastatina, atorvastatina, pitavastatina y rosuvastatina.

En las realizaciones preferidas, la estatina es simvastatina, en la que una dosis estandar es de 20 0 40 mg al dia, y
una dosis mas alta es de 80 mg al dia.

En realizaciones preferidas, los procedimientos de la invencién se pueden usar para determinar una dosis adecuada
0 un régimen de estatinas para un individuo que necesita tratamiento con una estatina, en el que el individuo tiene
un mayor riesgo de miopatia, por ejemplo a través del uso concomitante de medicamentos como la amiodarona, la
ciclosporina o el gemfibrozilo que hacen mas lento el aclaramiento de las estatinas, o mediante la disminucion de la
captacion hepatica o el aclaramiento renal de las estatinas debido a variantes genéticas o enfermedades.

También se describe un kit de diagndstico in vitro para detectar la susceptibilidad de un individuo a la miopatia
inducida por estatinas, que comprende uno o mas reactivos para detectar la presencia o ausencia de uno o mas
polimorfismos en el gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo.

Preferiblemente, el uno o mas reactivos comprenden uno o mas cebadores de amplificacion especificos de alelo o
sondas especificas de alelo.

Preferiblemente, el uno o mas reactivos comprenden cebadores de amplificacion especificos de alelo o sondas
especificas de alelo capaces de determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para el uno o
mas polimorfismos descritos anteriormente. Preferiblemente, los kits comprenden instrucciones para la amplificacion
y/o deteccioén de los alelos de uno o mas polimorfismos en el gen SLCO1B1.

Preferiblemente, los kits comprenden instrucciones que definen una dosis adecuada para el tratamiento con
estatinas por referencia a si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para el uno o mas polimorfismos,
por lo que una dosis estandar de una estatina es adecuada para un individuo con un genotipo heterocigoto u
homocigoto de alto riesgo, y una dosis mas alta es adecuada para un individuo con un genotipo homocigoto de bajo
riesgo.
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Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los valores de probabilidad para cada SNP medidos por separado en el estudio de
asociacion inicial del genoma de 85 casos de miopatia caucasica y 90 controles caucasicos asignados a 80
mg de simvastatina por dia. Los andlisis incluyeron 316.184 (99.4 %) de los 318.237 SNPs en el Sentrix
HumanHap300-Duo BeadChip (lllumina). Los resultados sobre la linea horizontal tienen valores p de SNP
individuales <5x107 (es decir, evidencia sélida de asociacion). La flecha indica el SNP rs4363657 con un
valor p de 4x10-° (P=0,001 altamente significativo después de la correccion para el nimero de SNPs que se
midieron).

La Figura 2 muestra los valores de chi cuadrado para cada SNP medido versus el valor esperado dado el
rango (grafico de cuantil-cuantil) en el estudio de asociacion de genoma completo. Las lineas soélidas y de
puntos muestran la distribucion esperada y el intervalo de confianza (IC) del 95 %, respectivamente, bajo la
hipotesis nula de que no hay asociacion en ningun locus. La flecha indica el SNP rs4363657 el cual esta
ubicado dentro del intrén 11 del gen SLCO1B1 en el cromosoma 12.

La Figura 3 muestra la razén de probabilidades para la miopatia asociada con el SNP rs4149056 en el gen
SLCO1B1 dentro de diferentes categorias de participantes. Los cuadrados negros indican la razéon de
probabilidades en cada subdivisién (con un area proporcional a la cantidad de informacion estadistica en
cada subdivision) y las lineas horizontales indican 95 % CI (que termina con una punta de flecha cuando ClI
se extiende mas alla de la escala). El indice de probabilidad global y su IC del 95 % estan indicados por un
diamante sin sombreado.

La Figura 4 muestra el riesgo estimado de miopatia acumulada por el genotipo SLCO1B1 rs4149056 en
participantes asignados a 80 mg de simvastatina diariamente.

Definiciones

El término "marcador”, como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento de ADN con una ubicacion
fisica identificable en un cromosoma. Un marcador puede ser un gen u otra secuencia de acido nucleico
identificable, como un marco de lectura abierto, una porcién de un intrén o un segmento de ADN gendmico
intergénico. Preferiblemente, el marcador es un sitio polimdrfico, preferiblemente un polimorfismo de un solo
nucleotido.

Un "sitio polimérfico" se refiere a la posicion en una secuencia de acido nucleico en la que se produce un
polimorfismo. Un sitio polimérfico puede ser tan pequefio como un par de bases.

El término "polimorfismo" se refiere a una variacion genética, o la apariciéon de dos o mas secuencias alternativas
determinadas genéticamente en un solo locus genético en una poblacion. Cada versién de la secuencia con
respecto al sitio polimérfico se conoce como un "alelo” del sitio polimérfico. Los polimorfismos preferidos tienen dos
alelos, con el alelo menor que ocurre a una frecuencia mayor que 1 %, y mas preferiblemente mayor que 5 % o0 10 %
de una poblacién seleccionada. La forma alélica que ocurre con mayor frecuencia en una poblacion seleccionada a
veces se denomina forma "tipo salvaje". La forma alélica que ocurre con menos frecuencia en una poblacion
seleccionada a veces se denomina forma "mutante”. Los organismos diploides pueden ser homocigotos o
heterocigotos para las formas alélicas. Un polimorfismo bialélico tiene dos formas. Un polimorfismo trialélico tiene
tres formas. Ejemplos de polimorfismos incluyen: polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP),
numero variable de repeticiones en tandem (VNTR), polimorfismos de nucledtido unico (SNP), repeticiones de
dinucledtidos, repeticiones de trinucledtidos, repeticiones de tetranucleotidos, repeticiones de secuencias simples y
elementos de insercién tal como Alu.

El término "SNP" o "polimorfismo de nucleétido Unico" es un polimorfismo que se produce en un sitio polimérfico
ocupado por un solo nucledtido. El sitio del SNP suele ir precedido y seguido de secuencias altamente conservadas
(por ejemplo, secuencias que varian en menos de 1/100 o 1/1000 miembros de una poblacion). Como se usa en
este documento, "SNP" es el plural de SNP. Los SNP son mas frecuentemente dialélicos. Un alelo mas comun de un
SNP se llama un alelo "mayor" o "de tipo salvaje" y un alelo alternativo de dicho SNP se llama un alelo "menor" o
"mutante”. Un SNP generalmente surge debido a la sustitucion de un nucleétido por otro en el sitio polimoérfico. Una
transicion es el reemplazo de una purina por otra purina o una pirimidina por otra pirimidina. Una transversion es el
reemplazo de una purina por una pirimidina o viceversa. Los SNP también pueden surgir de una eliminacion de un
nucledétido o una insercion de un nucledtido en relacién con un alelo de referencia.

Los SNP tienden a ser evolutivamente estables de generacion en generacion y, como tales, se pueden usar para
estudiar anomalias genéticas especificas en una poblacion. Si los SNP ocurren en la region codificadora de la
proteina, puede conducir a la expresion de una variante, a veces defectuosa, de la proteina que puede conducir al
desarrollo de una enfermedad genética. Tales SNPs pueden por lo tanto servir como indicadores efectivos de la
enfermedad genética. Algunos SNP pueden ocurrir en regiones no codificantes, pero, sin embargo, pueden dar
como resultado un empalme diferencial o defectuoso, o niveles de expresion de proteinas alterados. Por lo tanto, los
SNP se pueden usar como herramientas de diagndstico para identificar individuos con una predisposicién a ciertas
enfermedades, genotipificando al individuo que padece la enfermedad en términos de las causas genéticas
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subyacentes a la enfermedad y facilitando el desarrollo de farmacos en base en la informacion revelada con
respecto al papel de las proteinas diana. En el proceso de patogenia.

Una "ubicacién de SNP" o "locus de SNP" es un sitio polimérfico en el que se produce un SNP.

El término "enlace" como se usa en este documento se refiere a la asociacion no aleatoria de alelos en dos o mas
sitios polimoérficos. El término "enlace cercano” se refiere a una medida de desequilibrio de enlace que tiene un
coeficiente de correlacion cuadrado de r2>0,8.

El término "acido nucleico", como se usa en este documento, significa un polimero de desoxirribonucleétido o
ribonucledtido de cadena simple o doble, de cualquier longitud, e incluye como ejemplos no limitativos, secuencias
codificantes y no codificantes de un gen, secuencias sentido y antisentido, exones, intrones, ADN genémico, ADNc,
pre-ARNm, ARNm, ARNr, ARNsi, ARNmi, ARNt, ribozimas, polinucleétidos recombinantes, secuencias de ADN o
ARN de origen natural aisladas y purificadas, ARN sintético y secuencias de ADN, sondas de acido nucleico,
cebadores, y sus fragmentos. La referencia a un polinucleétido(s) debe entenderse de manera similar.

El término "fragmento" de una secuencia de polinucleétidos proporcionada en este documento es una subsecuencia
de nucledtidos contiguos que es capaz de hibridacion especifica a un objetivo de interés, por ejemplo, una secuencia
que tiene al menos 10 nucledtidos de longitud. Los fragmentos pueden comprender 10, preferiblemente 15
nucledtidos, preferiblemente al menos 20 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 30 nucleétidos, mas
preferiblemente al menos 40 nucledtidos, mas preferiblemente al menos 50 nucledétidos y lo mas preferiblemente al
menos 60 nucleotidos de nucledtidos contiguos de un polinucleétido. Se puede usar un fragmento de una secuencia
de polinucleétidos como cebador, una sonda, incluido en una micromatriz o en procedimientos de identificacion
basados en polinucleétidos.

El término "oligonucledtido(s)" son acidos nucleicos que generalmente tiene entre 5 y 100 bases contiguas, y con
frecuencia entre 5-10, 5-20, 10-20, 10-50, 15-50, 15-100, 20-50, o 20-100 bases contiguas. Un oligonucleétido que
es mas largo que aproximadamente 20 bases contiguas puede denominarse polinucledtido. Un sitio polimorfico
(polimorfismo) puede ocurrir en cualquier posicion dentro de un oligonucleétido.

El término "cebador" se refiere a un polinucleétido, que normalmente tiene un grupo 3' OH libre, que se hibrida a una
plantilla y se usa para cebar la polimerizacién de un polinucleétido complementario a la diana.

El término "sonda" se refiere a un polinucleétido que se usa para detectar una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a la sonda, en un ensayo basado en hibridacion. La sonda puede consistir en un "fragmento” de un
polinucleétido como se define en el presente documento.

El término "hibridar en condiciones restrictivas”, y sus equivalentes gramaticales, se refiere a la capacidad de una
molécula de polinucleétido para hibridar con una molécula de polinucledtido diana (tal como una molécula de
polinucleétido diana inmovilizada en una transferencia de ADN o ARN, como una inmunoprecipitacion Southern o
inmunoprecipitacion Northern ) en condiciones definidas de temperatura y concentracion de sal. La capacidad de
hibridar en condiciones de hibridacién restrictivas se puede determinar hibridando inicialmente en condiciones
menos restrictivas y luego aumentar la restriccion a la restriccion deseada.

Con respecto a las moléculas de polinucledtidos de mas de aproximadamente 100 bases de longitud, las
condiciones de hibridacion restrictivas tipicas no son mas de 25 a 30°C (por ejemplo, 10°C) por debajo de la
temperatura de fusion (Tm) del duplex nativo (ver en general, Sambrook et al, Eds, 1987, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Press; Ausubel et al, 1987, Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing). La Tm para moléculas de polinucleétidos mayores de aproximadamente 100 bases se puede
calcular mediante la férmula Tm = 81,5 + 0,41 % (G + C-log (Na+) (Sambrook et al., Eds, 1987, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Press; Bolton and McCarthy, 1962, PNAS 84: 1390). Las condiciones
restrictivas tipicas para un polinucleétido de mas de 100 bases de longitud serian condiciones de hibridacién como el
prelavado en una soluciéon de 6X SSC, 0,2 % SDS; hibridacién a 65°C, 6X SSC, SDS al 0,2 % durante la noche,
seguido de dos lavados de 30 minutos cada uno en 1X SSC, SDS al 0,1 % a 65°C y dos lavados de 30 minutos cada
uno en 0,2X SSC, SDS al 0,1 % a 65°C.

En una realizacion, las condiciones restrictivas utilizan formamida al 50 %, 5xSSC, fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8),
pirofosfato de sodio al 0,1 %, soluciéon de Denhardt 5 x, ADN de esperma de salmén sometido a sonicacion (50
pg/ml), SDS al 0,1 % y 10 % de sulfato de dextrano a 42°C, con lavados a 42°C en 0,2xSSC y 50 % de formamida a
55°C, seguido de un lavado que comprende de 0,1 x SSC que contiene EDTA a 55°C.

Con respecto a las moléculas de polinucledtido que tienen una longitud inferior a 100 bases, las condiciones de
hibridacion restrictivas a modo de ejemplo son de 5 a 10°C por debajo de Tm. En promedio, la Tm de una molécula
de polinucleoétido de longitud inferior a 100 pb se reduce en aproximadamente (500/longitud de oligonucledtido) °C.

El término "susceptibilidad", cuando se usa en relaciéon con la miopatia inducida por estatinas o cualquier frase
similar como "propension” o "predisposicion”, significa que se ha descubierto que ciertos alelos estan asociados con,
o que predicen, miopatia inducida por el tratamiento con estatinas. Estos alelos de "alto riesgo" pueden ser el alelo
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menor (o mutante), o el alelo principal (o de tipo salvaje). Por lo tanto, estos alelos estan sobrerrepresentados en la
frecuencia o en la tasa de transporte en individuos con riesgo de desarrollar miopatia inducida por estatinas en
comparacion con individuos que no son susceptibles a la miopatia inducida por estatinas. Por lo tanto, el término
"susceptibilidad de un individuo a la miopatia inducida por estatinas" se refiere a una frecuencia estadisticamente
mayor o menor de miopatia inducida por estatinas en un individuo que porta un alelo polimoérfico particular, o
genotipo (es decir, patrén alélico o polimorfismo) en comparacién con la frecuencia en un miembro de la poblacion
que no porta el alelo polimérfico particular, o genotipo.

Se dice que un individuo que porta uno o ambos alelos de alto riesgo en un sitio polimoérfico tiene un genotipo
heterocigoto u homocigoto de "alto riesgo" para ese sitio polimoérfico particular, respectivamente. Se dice que un
individuo que no tiene un alelo de alto riesgo en particular tiene un genotipo homocigoto de "bajo riesgo".

El término "miopatia”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier sintoma muscular, como dolor,
debilidad o sensibilidad, que se acompafia de una concentracion elevada de creatina quinasa sérica e incluye
mialgia, miositis, miopatia y rabdomidlisis.

El término "muestra bioldgica”, como se usa en el presente documento, significa una muestra bioldgica derivada de
un paciente que va a ser examinado. La muestra bioldgica puede ser cualquier muestra adecuada conocida en la
técnica en la que se pueda detectar la expresion de los marcadores seleccionados. Se incluyen células individuales
y poblaciones celulares obtenidas de tejidos o fluidos corporales. Ejemplos de fluidos corporales adecuados para ser
analizados son plasma, sangre, linfa y orina.

El término" que comprende" como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones significa "que
consiste al menos en parte de", es decir, cuando se interpretan afirmaciones en esta memoria descriptiva y en las
reivindicaciones las cuales incluyen el término, las caracteristicas, precedidas por ese término en cada afirmacion,
deben estar todas presentes, pero también pueden estar presentes otras caracteristicas. Los términos relacionados,
tales como "comprenden" y "comprendido”, se deben interpretar de manera similar.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se basa en la identificacion de que los polimorfismos en el gen SLCO1B1, particularmente el
polimorfismo de un solo nucleédtido (SNP) rs4149056 o uno o mas polimorfismos en estrecha relacion con
rs4149056, que incluyen, pero no se limitan a rs4363657, estan fuertemente asociados (p=4 x10° no ajustado) con
miopatia. La susceptibilidad de un individuo a la miopatia inducida por estatinas que se puede atribuir a la variacion
en el gen SLCO1B1 es, por lo tanto, el riesgo acumulativo que se produce por la combinacion de los efectos de los
polimorfismos en el gen SLCO1B1.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente descripciéon proporciona un procedimiento para determinar la
susceptibilidad de un individuo a la miopatia inducida por estatinas, que comprende detectar la presencia o ausencia
de uno o mas polimorfismos en el gen SLCO1B1 en una muestra biolégica de un individuo, por lo que la presencia
de uno o mas polimorfismos indica que el individuo tiene una susceptibilidad alterada a la miopatia inducida por
estatinas.

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para reducir el riesgo de miopatia en un individuo
durante el tratamiento con una estatina, que comprende

i) determinar la presencia o ausencia de i) genotipo de "alto riesgo" de uno o mas polimorfismos que estan
asociados con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas o ii) genotipo de "bajo riesgo" de uno o
mas polimorfismos que estan asociados con disminucion del riesgo de miopatia inducida por estatinas;

ii) clasificar al individuo segin su susceptibilidad a la miopatia inducida por estatinas, por referencia a la
presencia o ausencia de uno o mas polimorfismos detectados en la etapa i); y

iii) determinar una dosis adecuada para el tratamiento con estatinas por referencia a la susceptibilidad del
individuo a la miopatia inducida por estatinas determinada en el paso ii), lo que reduce el riesgo de miopatia
en un individuo durante el tratamiento,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en rs4149056, rs4363657, rsl871395,
rsl2317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rsl1045879, rs7969341, rsl1045885, rsl2369881 y rs12366582; y en
donde un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo riesgo
en rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rs1045885 o rsl2366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsI871395, rsl2317268, rs7969341, rsl045885 o rsl2366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo GG;
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un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

Un individuo que porta uno o ambos alelos de alto riesgo en un sitio polimérfico puede ser clasificado por tener un
genotipo heterocigoto u homocigoto de "alto riesgo" para ese sitio polimdrfico particular, respectivamente. Un
individuo que no tiene un alelo de alto riesgo en particular puede clasificarse por tener un genotipo homocigoto de
"bajo riesgo".

Todas las codificaciones de alelos se muestran como el alelo mutante (menor) o de tipo salvaje (mayor),
respectivamente, para la orientacion hacia adelante (cadena positiva).

Las técnicas para determinar la presencia o ausencia de alelos particulares en la muestra biolégica se conocen en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, técnicas de discriminacion de mutaciones basadas en secuencias tales
como amplificacién, secuenciacion de acido nucleico o hibridacién de acido nucleico. Muchos procedimientos
actuales para la deteccion de la variacion alélica son revisados por Nollau et al, Clin. Chem. 43: 1114-1120, 1997; y
en los libros de texto estandar, por ejemplo "Laboratory Protocols for Mutation Detection", Ed. by U. Landegren,
Oxford University Press, 1996 y "PCR", 2nd Edition por Newton & Graham, BIOS Scientific Publishers Limited, 1997.

En realizaciones preferidas, la presente invencién comprende una etapa de aislamiento de un acido nucleico que
comprende uno o mas polimorfismos por detectar.

El acido nucleico analizado se puede aislar de la muestra biolégica utilizando una variedad de técnicas conocidas en
el arte. A modo de ejemplo, tal acido nucleico puede aislarse amplificando el acido nucleico antes del analisis. Los
expertos en la materia conocen las técnicas de amplificacion e incluyen, entre otras, clonacion, reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR), reaccién en cadena de la polimerasa de alelos especificos (PASA), ligadura de cadena de
la polimerasa, reaccion en cadena de la polimerasa anidada y asi sucesivamente

La técnica de hibridaciéon de sondas polinucleotidicas marcadas con polinucleétidos inmovilizados sobre soportes
solidos, tales como filtros de nitrocelulosa 0 membranas de nylon, también se puede usar para seleccionar muestras
gendmicas o de ADNc. De manera similar, las sondas pueden acoplarse a perlas e hibridarse con la secuencia
diana. El aislamiento puede efectuarse utilizando protocolos conocidos de la técnica, tales como la separacion
magnética. Mas arriba se dan condiciones de hibridacion y lavado restrictivas de ejemplo.

Preferiblemente, la etapa de deteccién comprende amplificar al menos la parte de la secuencia de acido nucleico
que codifica el gen SLCO1B1 que contiene uno o mas polimorfismos, e identificar el nucleétido presente en al
menos un alelo del polimorfismo(s) codificado por dicho ADN amplificado. Preferiblemente, la etapa de deteccién
comprende amplificar el exéon 6 del gen SLCO1B1 que comprende el SNP rs4149056, mas preferiblemente
amplificar una secuencia de acido nucleico que contiene el nucleétido en la posicion 521 del gen SLCO1B1 e
identificar el nucleétido presente en al menos un alelo en esa posicion.

En otras realizaciones, la etapa de detecciéon puede, alternativamente, o adicionalmente comprender la amplificaciéon
de al menos la parte de la secuencia de acido nucleico que codifica el gen SLCO1B1 que contiene uno o mas
polimorfismos en estrecha relacién con el SNP rs4149056, incluidos, entre otros hasta al menos la parte del intrén 8
del gen SLCO1B1 que comprende los SNP rs1871395 o rs12317268; al menos la parte del intrén 11 del gen
SLCO1B1 que comprende los SNP rs4363657, rs2900478 o rs4149100; al menos la parte del intron 14 del gen
SLCO1B1 que comprende los SNP rs4149081, rs11045879, rs7969341, rs11045885, rs12369881, rs12366582; e
identificar el nucleétido presente en al menos un alelo de uno o mas polimorfismos codificados por dicho ADN
amplificado. En algunas realizaciones, la presente invencion también puede comprender la etapa de amplificar una
secuencia de acido nucleico en la muestra biolégica del individuo que contiene uno o mas SNP adicionales que
pueden proporcionar informacion independiente sobre el riesgo de miopatia, incluido, entre otros, el exén 5 del gen
SLCO1B1 que comprende los SNP rs2306283, o rs11045819; o al menos la parte del exén 15 del gen SLCO1B1
que comprende el SNP rs34671512.

Muchas variaciones del protocolo de amplificaciéon basico son bien conocidas por el técnico experto. Los medios de
deteccion basados en PCR pueden incluir la amplificacion multiple de una pluralidad de marcadores
simultaneamente. Por ejemplo, los cebadores de PCR se pueden seleccionar para generar productos de PCR que
no se superpongan en tamafio y se puedan analizar simultdneamente. Alternativamente, es posible amplificar
diferentes marcadores genéticos con cebadores que estan marcados diferencialmente y, por lo tanto, cada uno
puede detectarse diferencialmente en la misma reaccién. Se conocen otras técnicas en el arte para permitir el
analisis multiplex de una pluralidad de marcadores.
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El nucleétido presente en al menos un alelo del polimorfismo en el acido nucleico de prueba o el producto de
amplificacion se puede detectar o ensayar en una variedad de formas, que incluyen, pero no se limitan a analisis de
tamafio, detectando cebadores oligonucleotidicos especificos marcados en los productos de reaccion, hibridacion de
oligonucledtidos especificos de alelo (ASO), deteccion de exonucleasa S1 especifica de alelo, secuenciacion,
hibridaciéon de acidos nucleicos, etc. Por ejemplo, dicha deteccion puede comprender la secuenciacion del acido
nucleico que codifica el polimorfismo para determinar el alelo o alelos presentes. Alternativamente, la deteccion
puede comprender la etapa de hibridar el producto de la etapa de amplificacién con una sonda que esta adaptada
para unirse a uno de los alelos del polimorfismo genético.

Preferiblemente, la sonda de hibridacién es una sonda marcada de forma detectable. Se pueden usar marcadores
detectables, como radioisétopos, enzimaticos, fluorescentes, quimioluminiscentes y bioluminiscentes para facilitar la
deteccion. El etiquetado y la visualizacion de las sondas marcadas se pueden llevar a cabo de acuerdo con
procedimientos de la técnica conocida.

Por comodidad, la sonda de hibridacién puede inmovilizarse sobre un soporte de fase sdlida que incluye resinas
(como poliacrilamidas), carbohidratos (como sefarosa), plasticos (como policarbonato) y perlas de latex.

En una realizaciéon preferida de la invencion, varias sondas capaces de hibridar especificamente con variantes
alélicas pueden unirse a un soporte de fase solida. Los oligonucleétidos se pueden unir a un soporte sélido mediante
una variedad de procesos, incluida la litografia. Por ejemplo, los chips pueden contener al menos 250.000
oligonucledtidos (GeneChip, Affymetrix). El analisis de deteccion de mutacion que utiliza estos chips que
comprenden oligonucledtidos, también denominados "conjuntos de sondas de ADN" se describe, por ejemplo, en
Cronin et al. (1996) Human Mutation 7:244 y en Kozal et al. (1996) Nature Medicine 2:753. En una realizacion, un
chip comprende todas las variantes alélicas de al menos una region polimoérfica de un gen. El soporte de fase solida
se pone en contacto con un acido nucleico de prueba y se detecta la hibridacidon con las sondas especificas. Por
consiguiente, la identidad de numerosas variantes alélicas de uno o mas genes se puede identificar en un simple
experimento de hibridacion. Por ejemplo, la identidad de la variante alélica del polimorfismo de nucledtido en SNP
rs4149056 y/o uno o mas polimorfismos en estrecha relacion con rs4149056 u otras posibles regiones polimorficas
en el gen SLCO1B1 se puede determinar en un solo experimento de hibridacion.

Los oligonucledtidos adecuados para amplificar y secuenciar los exones especificos y los intrones del gen SLCO1B1
se muestran en la Tabla 4 dada a continuacion y se proporcionan como SEQ ID NO: 1-51.

En algunas realizaciones, la deteccion puede comprender una etapa de sondeo del acido nucleico de prueba o el
producto de la etapa de amplificaciéon con una primera sonda que esta adaptada para unirse a uno de los alelos del
polimorfismo genético, y preferiblemente, sondear con una segunda sonda que esta adaptada para unirse al otro de
los alelos del polimorfismo genético. Las sondas son preferiblemente secuencias de acido nucleico disefiadas para
unirse a uno de los alelos. Si una de las sondas se une al producto de amplificacién, el sujeto es homocigoto para
ese alelo. Sin embargo, si ambas sondas se unen al producto de amplificacion, el sujeto es heterocigoto para cada
alelo.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un procedimiento para determinar una dosificacion adecuada para
un individuo que necesita tratamiento con una estatina, que comprende

i) determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas polimorfismos en el
gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo; y

ii) determinar una dosis adecuada para el tratamiento con estatinas por referencia al genotipo de uno o mas
polimorfismos, por lo que una dosis estandar de una estatina es adecuada para un individuo con un
genotipo de alto riesgo heterocigoto u homocigoto y una dosis mas alta es adecuada para un individuo con
un genotipo homocigoto de bajo riesgo,

en el que el genotipo de alto riesgo de uno o mas polimorfismos se asocia con un mayor riesgo de miopatia inducida
por estatinas y en el que el genotipo de bajo riesgo de uno o mas polimorfismos se asocia con un menor riesgo de
miopatia inducida por estatinas,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en rs4149056, rs4363657, rsl871395,
rsl2317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rsl1045879, rs7969341, rsl1045885, rs|2369881 y rs12366582; y

en el que un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rs1045885 o rsl2366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsI871395, rsl2317268, rs7969341, rsl045885 o rsl2366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo GG;
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un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona estatina para su uso en el tratamiento de un individuo que
necesita tratamiento con una estatina, comprendiendo el tratamiento:

i) determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas polimorfismos en el
gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo;

ii) clasificar al individuo segun su genotipo en uno o mas polimorfismos segun lo determinado en el paso i);

iii) administrar una dosis adecuada de una estatina, por lo que una dosis estandar de una estatina es
adecuada para un individuo con un genotipo de alto riesgo, y una dosis mas alta es adecuada para un
individuo con un genotipo homocigoto de bajo riesgo, en donde el genotipo de alto riesgo de uno o mas
polimorfismos se asocia con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas y en el que el genotipo de
bajo riesgo de uno o mas polimorfismos se asocia con un menor riesgo de miopatia inducida por estatinas,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en los SNP rs4149056, rs4363657,
rsl871395, rsl2317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rsl1045879, rs7969341, rsl1045885, rsl2369881 y
rs12366582; y

en el que un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rsl2317268, rs7969341, rs1045885 o rsl2366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsI871395, rsl2317268, rs7969341, rsl045885 o rsl2366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rsl2369881 se define como un genotipo GG;

un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rsl1045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

Preferiblemente, los procedimientos de la invencion implican determinar una estatina adecuada y una dosis
adecuada de esa estatina (es decir, un régimen de estatinas) para un individuo en particular. Por ejemplo, las
autoridades de salud recomiendan dosis mas altas de estatinas, como 80 mg de simvastatina por dia, para el uso de
rutina, a pesar del aumento en el riesgo promedio de miopatia. Tales regimenes de estatinas pueden ser adecuados
para individuos que no tienen el alelo C de "alto riesgo" del SNP rs4149056 que esta asociado con miopatia inducida
por estatinas. Para un individuo que porta el alelo C de "alto riesgo", un régimen de estatinas que comprende una
dosis estandar de una estatina mas potente puede proporcionar un nivel similar de reduccién de colesterol LDL, sin
el aumento en el riesgo de miopatia asociado con la dosis mas alta de estatinas.

Los procedimientos de la invencién pueden implicar adicionalmente la determinacion de un régimen de estatinas
adecuado (es decir, un farmaco y una dosis), o la administraciéon de una dosis de una estatina, para o a un individuo
que tenga un riesgo elevado de miopatia, en donde se debe usar la estatina en combinacion con una o mas terapias
alternativas para reducir el LDL.

Los kits se usan preferiblemente para llevar a cabo los procedimientos de la invencion.

También se describe un kit de diagndstico in vitro para detectar la susceptibilidad de un individuo a la miopatia
inducida por estatinas, que comprende uno o mas reactivos para detectar la presencia o ausencia de uno o mas
polimorfismos en el gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo.

Preferiblemente, los kits comprenden uno o mas reactivos para detectar la presencia o ausencia de alelos de "alto
riesgo" de uno o mas polimorfismos que estan asociados con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas,
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y/o la presencia o ausencia de alelos de "bajo riesgo" de uno o mas polimorfismos que se asocian con un menor
riesgo de miopatia inducida por estatinas.

Preferiblemente, el kit comprende reactivos de muestreo de ADN vy, preferiblemente, reactivos de amplificacion por
PCR. Preferiblemente, los reactivos de amplificacion de PCR comprenden Taq polimerasa. Preferiblemente, el uno o
mas reactivos comprenden uno o mas cebadores de amplificacion especificos de alelo o sondas especificas de
alelo.

Preferiblemente, el uno o mas reactivos comprenden cebadores de amplificacion especificos de alelo o sondas
especificas de alelo capaces de determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas
polimorfismos descritos con detalle anteriormente, mas preferiblemente para una citosina (C) o una timina (T) en el
SNP rs4149056.

El kit también incluira convenientemente un reactivo de control (positivo y/o negativo) y/o un medio para detectar el
acido nucleico. En la mayoria de los casos, los kits se formatearan para los ensayos conocidos en la técnica, y mas
generalmente para los ensayos de PCR, hibridacion Northern o ELISA Southern, como se conoce en la técnica.

Preferiblemente, el kit comprende medios para sondear el producto de la etapa de amplificacién para determinar el
genotipo del individuo que se esta probando. El kit comprende preferiblemente una primera sonda que esta
adaptada para unirse a uno de los alelos del polimorfismo genético, y preferiblemente, una segunda sonda que esta
adaptada para unirse a otro alelo del polimorfismo genético. Las sondas son preferiblemente secuencias de acido
nucleico disefiadas para unirse a uno de los alelos. Preferiblemente, las sondas son sondas marcadas de forma
detectable como se ha explicado anteriormente.

Las sondas se pueden unir a una matriz sélida como se discutié6 anteriormente o se pueden empaquetar con
reactivos para unirlas a la matriz. La matriz sélida o el sustrato pueden estar en forma de cuentas, placas, tubos,
varillas, tiras o biochips. Los biochips o placas con ubicacion direccionable y placas de microtitulacion discretas son
particularmente Utiles.

El kit estara compuesto por uno o mas contenedores y también puede incluir equipo de muestreo, por ejemplo,
botellas, bolsas (como bolsas de fluidos intravenosos), viales, jeringas y tubos de ensayo. Otros componentes
pueden incluir agujas, diluyentes, reactivos de lavado y tampones. De manera util, el kit puede incluir al menos un
recipiente que comprende un tampoén farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con fosfato,
solucion de Ringer y solucion de dextrosa.

Preferiblemente, los kits comprenden instrucciones para la amplificacion y/o deteccion de los alelos de uno o mas
polimorfismos en el gen SLCO1B1.

Preferiblemente, los kits comprenden instrucciones que definen una dosis adecuada para el tratamiento con
estatinas por referencia a si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas polimorfismos,
por lo que una dosis estandar de una estatina es adecuada para un individuo con un genotipo heterocigoto u
homocigoto de alto riesgo, y una dosis mas alta es adecuada para un individuo con un genotipo homocigoto de bajo
riesgo.

Los procedimientos de la invencion se pueden usar para determinar un régimen de estatinas adecuado (es decir, un
farmaco y una dosis) para un individuo que necesita tratamiento con una estatina, en el que el individuo tiene un
mayor riesgo de miopatia, por ejemplo a través de la necesidad de una gran reduccién del colesterol LDL que
respalda el uso de dosis mas altas de una estatina, el uso concomitante de ciertos medicamentos como la
amiodarona, la ciclosporina o el gemfibrozilo que retardan la eliminacién de las estatinas, o mediante la disminucion
de la captacion hepatica o la eliminacion renal de las estatinas debido a variantes genéticas o enfermedad. En tales
situaciones, la genotipificacion de variantes en el gen SLCO1B1 puede indicar que una dosis particular de una
estatina particular no es apropiada debido al riesgo elevado de miopatia. Por ejemplo, para las personas que tienen
un genotipo heterocigoto u homocigoto para aquellos SNP asociados con un mayor riesgo de miopatia, podria ser
apropiado no usar un régimen de dosis altas de una estatina en particular. Esto puede llevar a la eleccion de una
dosis diferente de estatinas y/o estatinas y/o la adicion de otra terapia para reducir el colesterol LDL y/u otras
intervenciones para reducir el riesgo cardiovascular y minimizar el riesgo de miopatia.

La seleccidn de variantes genéticas deberia permitir asi obtener todos los beneficios potenciales de la terapia con
estatinas de forma mas segura. La deteccion de estas variantes genéticas también puede ser relevante para los
efectos de los farmacos en clases distintas a las estatinas que son transportadas por SLCO1B1 (tal como el agente
hipoglucémico oral repaglinida).

En una realizacion, la estatina se selecciona de la lista que comprende lovastatina, simvastatina, pravastatina,
fluvastatina, atorvastatina, pitavastatina y rosuvastatina. En realizaciones preferidas, la estatina es simvastatina, en
la que una dosis estandar es de 20 0 40 mg al dia, y una dosis mas alta es de 80 mg al dia.

Una dosis estandar puede definirse como la dosis diaria de estatina requerida para reducir el colesterol LDL en un
30-45 %. Las dosis estandar para las otras estatinas son tipicamente alrededor de 10-20 mg de atorvastatina, 40-80
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mg para fluvastatina, 40 mg para lovastatina, 40 mg para pravastatina, 2 mg para pitavastatina y 10 mg para
rosuvastatina. Una dosis mas alta se puede definir como un aumento de dos veces o mas en la dosis diaria estandar
de una estatina.

En algunos grupos de pacientes étnicos, se espera que la dosis diaria de cada estatina requerida para reducir el
colesterol LDL en un 30-45 %, es decir, una "dosis estandar", sea mas baja que las dosis estandar descritas
anteriormente. Una "dosis mas alta" también sera correspondientemente mas baja. Por ejemplo, los estudios
farmacocinéticos realizados en los Estados Unidos han mostrado una elevacién aproximada de 2 veces en la
exposicién media de rosuvastatina en sujetos asiaticos (con origen filipino, chino, japonés, coreano, vietnamita o
asiatico-indio) en comparacion con un (Caucasico) grupo de control de raza blanca.'® En tales poblaciones de
pacientes, una dosis "estandar" y "mas alta" de una estatina particular puede comprender una disminuciéon de dos
veces 0 mas en la dosis diaria respectiva de las estatinas descritas anteriormente.

Como se describié anteriormente, la presente invencion se basa en la identificaciéon de que los polimorfismos en el
gen SLCO1B1, particularmente el polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) rs4149056 o uno o mas polimorfismos en
estrecha relacion con rs4149056, incluyendo, pero no limitado a rs4363657, son fuertemente asociado (no ajustado
p=4 x10?°) con miopatia. La variacion en la variante de SNP rs4363657 no afecta la codificacién del gen, pero la
proteina codificada se ve alterada por el SNP rs4149056 (Val174Ala) que esta en una relacién casi completa con el
SNP rs4363657 (r> = 0.97).

Como se explica con mas detalle en los ejemplos dados a continuacion, la frecuencia entre los controles del alelo C
del SNP rs4363657 no codificante fue de 0,13 y la razén de probabilidades para la miopatia fue de 4,3 (IC 95 % 2,5-
7,2) por alelo C y 17,4 (4,8-62,9) para homocigotos CC vs TT. La frecuencia del alelo C de la codificacion rs4149056
SNP (Val174Ala) entre los controles fue de 0,13 y la razén de probabilidades para la miopatia fue de 4,5 (IC 95 %
2,6-7,7) por alelo C y 16,9 (4,7-61,1) para homocigotos CC vs TT.

El riesgo estimado de miopatia acumulada por el genotipo rs4149056 en los participantes asignados a 80 mg de
simvastatina al dia se muestra en la Figura 4. Los homocigotos CC tuvieron un riesgo acumulado del 18 % de
miopatia, mientras que el genotipo CT se asocié con un riesgo acumulado del 3 % y los homocigotos TT tuvieron un
riesgo acumulativo de solo el 0,6 %. Esto indica que el 63 % de los casos de miopatia en el primer afio y el 60 % de
todos los casos de miopatia podrian atribuirse a la variante rs4149056 C en el gen SLCO1B1.

Se estudiaron otras variantes en el gen SLCO1B1 que alteraron la proteina codificada. Se encontré que tres eran
relativamente comunes y solo en un desequilibrio de enlace moderado con rs4149056, lo que indica que
proporcionan informacién independiente. Después de tener en cuenta el efecto de rs4149056, las variantes mas
comunes de los SNP funcionales rs2306283 y rs34671512 se asociaron con tasas mas altas de miopatia inducida
por estatinas que fueron estadisticamente significativas para rs2306283 y de significacion estadistica limite para
rs34671512. Algunos de estos SNP en SLCO1B1 (incluidos, entre otros, rs4149056) también produjeron
modificaciones en el efecto reductor del colesterol de la terapia con estatinas. La susceptibilidad de un individuo a la
miopatia inducida por estatinas que se puede atribuir a la variacion en el gen SLCO1B1 es, por lo tanto, el riesgo
acumulativo que se produce por la combinacion de los efectos de los polimorfismos en el gen SLCO1B1.

Como se discutié anteriormente, varios estudios pequefios habian considerado previamente la relevancia directa de
los posibles efectos secundarios musculares relacionados con las estatinas de varios genes candidatos, como el
CYP3A4 que esta involucrado en el metabolismo de ciertas estatinas,'® genes involucrados en la ubiquinona
(coenzima Qo) deficiencia,™ y los genes que codifican los polipéptidos transportadores de aniones organicos
(OATP)." Las asociaciones para la miopatia, mialgia o intolerancia a las estatinas se informaron a una "nominal"
p<0,05 (es decir, antes de permitir el gran nimero de genes candidatos y SNPs que se consideraron) con seis genes
individualmente. En el estudio SEARCH que es la base de esta aplicacion, hubo cuatro genes (ABCB1/MDR1,
COQ2, HTR3B y HTRY7) para los cuales el estudio a gran escala de los inventores no confirmé las asociaciones
putativas con confianza estadistica, ademas de un quinto gen, CYP2D6, que no estaba bien cubierto por la pantalla
del genoma (Tablas Suplementarias 2, 4 y 5 en 4).

Por el contrario, el numero comparativamente grande de casos de miopatia relacionada con estatinas entre
pacientes que tomaban una dosis alta de simvastatina en el estudio SEARCH y de controles bien pareados de la
misma poblacion, junto con la replicaciéon independiente en la gran poblacion separada del Heart Protection Study
(HPS) (como se publicé en 4), ha mostrado inequivocamente que la variacion en un solo gen (en rs4149056 en
SLCO1B1) representa la mayoria de los casos de miopatia inducida por estatinas.

Las asociaciones entre los genotipos rs4149056 y la farmacocinética de las estatinas en informes publicados
previamente de estudios clinicos han sido resumidas por los presentes inventores (Tabla complementaria 6 en?), y
se muestran por tipo de estatina en la Tabla 1 dada a continuacién. La asociacion es estadisticamente significativa
para cada estatina por separado, con la excepcion de la fluvastatina (para la cual solo hay un estudio).

La evidencia de estudios previos que muestran que el alelo SLCO1B1 rs4149056 C produce aumentos moderados
en los niveles plasmaticos de varias estatinas diferentes apoya la extrapolacion de que rs4149056 no solo puede
influir en el riesgo de miopatia con simvastatina sino también con varias otras estatinas.
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Tabla 1: Resumen de estimaciones por tipo de estatina de estudios in vivo de la asociacién entre las
concentraciones de estatina y SLCO1B1 rs4149056 SNP.

Estatinas Numero de % mayor de AUC por alelo C
poblacién entre estudios de esta estatina
estudiada

Pravastatina (acido) 5 35 (17, 56)

Rosuvastatina 5 31 (15, 42)

(acido)

Pitavastatina (acido) 1 37 (10, 71)

Simvastatina (acido) 1 61 (30, 100)

Atorvastatina (acido) 1 54 (24, 92)

Fluvastatina (acido) 1 10 (-9, 34)

Estatinas en 14 35 (26,45) Heterogeneidad entre 6 grupos de

general acidos
estatinas, Xs? = 8,55,p=0,13

La invencion se ilustrara ahora de manera no limitativa por referencia a los siguientes Ejemplos.
Ejemplos

El ensayo SEARCH (Estudio de la efectividad de las reducciones adicionales en colesterol y homocisteina) entre
12.064 participantes con antecedentes de infarto de miocardio, destinado a mostrar si la asignacion a 80 mg de
simvastatina por dia durante aproximadamente 7 afios produce de forma segura mayores reducciones en el riesgo
cardiovascular que la asignacién a un régimen diario de simvastatina de 20 mg estandar."”

Durante un seguimiento promedio de aproximadamente 6 afios, entre los 6031 participantes asignados con 80 mg
de simvastatina por dia en la SEARCH, se produjeron 49 casos definidos de miopatia y se identificaron otros 49
participantes con miopatia incipiente (ver Procedimientos). Mas de la mitad de estos 98 casos de miopatia definitiva
o incipiente surgieron durante el primer afo de seguimiento. Los mecanismos por los cuales las estatinas causan
miopatia siguen siendo desconocidos, pero parecen estar relacionados con las concentraciones de estatinas en la
sangre. Los analisis de seguridad interinos en SEARCH revelaron una asociacion fuerte, pero no reconocida
previamente, entre el uso de amiodarona y la miopatia entre los participantes asignados con 80 mg de simvastatina
al dia, con un riesgo relativo de miopatia de casi 10. Como consecuencia, todos los participantes que tomaron
amiodarona en SEARCH fueron provistos con 20 mg de simvastatina al dia (independientemente de su asignacion
original), y el uso concomitante de amiodarona ahora esta contraindicado con dosis mas altas de simvastatina. Se
planted la hipotesis de que podrian existir asociaciones igualmente fuertes entre la miopatia inducida por estatinas
en el tratamiento con altas dosis de estatinas y las variantes genéticas, especialmente las que afectan los niveles
sanguineos de estatinas.

Procedimientos

Participantes y muestras en SEARCH

En SEARCH, 12.064 sobrevivientes de infarto de miocardio de edades comprendidas entre 18 y 80 afios se
asignaron al azar para recibir 80 mg de simvastatina al dia versus 20 mg de simvastatina al dia.'” Los criterios de
exclusion en la visita de seleccion incluyeron niveles de creatina quinasa (CK) en sangre por encima de 3 x el limite
superior de lo normal (ULN; que es de 250 IU/L) para el laboratorio del centro coordinador, niveles de transaminasa
de alanina en sangre (ALT) por encima de 1,5 x ULN y el uso concomitante de medicamentos que aumentan el
riesgo de miopatia (es decir, fibratos, niacina en dosis altas, ciclosporina, nefazodona, metotrexato y antifingicos de
azol sistémicos o antibidticos macrolidos). Después de la asignacion al azar, se programé el seguimiento de los
participantes a los 2, 4, 8 y 12 meses, y luego a intervalos de 6 meses. Se buscé informacién sobre cualquier posible
infarto de miocardio, hospitalizacién por angina, accidente cerebrovascular, procedimiento vascular, embolia
pulmonar, cancer u ofra experiencia adversa grave. Ademas, cualquier nuevo dolor o debilidad muscular inexplicable
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fue explicitamente buscado y registrado. Se tomd una muestra de sangre en cada visita de seguimiento para el
ensayo de laboratorio central de CK'y ALT.

Después de un promedio de seguimiento de seis afios, 49 de los 6031 participantes asignados con 80 mg de
simvastatina al dia habian desarrollado miopatia "definida" (definida como sintomas musculares con CK >10 x ULN).
Se considerd que otros 49 participantes tenian miopatia "incipiente" en funcién de su perfil sanguineo de seguridad
(es decir, CK >3 x ULN y 5 x valor de deteccién mas ALT >1.7 x valor de deteccioén, pero sin ALT elevado solo
observado), independientemente de si se informaron o no los sintomas musculares. Todos estos 49 casos definidos
y 48 de los 49 casos incipientes cumplieron con sus 80 mg de simvastatina al dia cuando se realizé el diagndstico.
Por el contrario, entre los 6033 participantes asignados con 20 mg de simvastatina al dia, solo se identificaron 2
casos definidos y 6 casos incipientes de miopatia.

El estudio de asociacion amplio del genoma se limitd a los 96 participantes diagnosticados con miopatia incipiente o
definitiva mientras tomaban 80 mg de simvastatina al dia y para los cuales se disponia de muestras de capa
leucoplaquetaria. Entre los participantes restantes quienes fueron asignados a tomar 80 mg de simvastatina al dia,
se seleccionaron 96 controles con una muestra de capa leucoplaquetaria con coincidencia de sexo, edad, tasa de
filtracion glomerular estimada y el uso de amiodarona en la linea de base. No habia conocimiento de que estos
casos y los controles estuvieran relacionados, y todos excepto un caso (que fue excluido de los analisis principales)
fueron clasificados por si mismos como Caucasicos.

Genotipificacién, secuenciacion e imputacion en SEARCH

Se enviaron muestras de capa leucoplaquetaria congeladas desde el centro coordinador en Oxford al Centre
National de Génotypage (CNG) en Paris, Francia. En el CNG, se extrajo el ADN, se midié6 su concentracion
mediante fluorescencia (procedimiento Picogreen) y se examind su calidad mediante gel y la amplificacion por PCR
de 2 marcadores microsatélite. Se obtuvo ADN adecuado para la genotipificacion para 85 (90 %) de los 96 casos y
para 90 (94 %) de los 96 controles. La genotipacién de SNP se realizé con el lanzamiento comercial de Sentrix
HumanHap300-Duo BeadChip (lllumina),’® que involucra un panel de 318.237 etiquetas SNP derivadas de los datos
de recursos de International HapMap que pretenden capturar una variacion comdn (>5 %) en el genoma.™ El
genotipo se solicitd con éxito para >95 % de los SNP en todos los casos y controles, por lo que no se excluyeron
casos o controles del analisis principal. Se uso el escalamiento multidimensional?® para detectar individuos con
ancestros diferentes u otros valores atipicos: cinco casos agrupados de los casos restantes y los controles, lo que
indica que pueden tener ancestros diferentes (datos no mostrados). Dado el pequefio numero de participantes y la
fuerza de la asociacion putativa, los participantes (excepto el de origen no caucasico conocido: véase mas arriba) se
mantuvieron en los analisis principales (pero los analisis de sensibilidad se realizaron con ellos excluidos).

Los principales analisis incluyeron 316.184 (99,4 %) de los 318.237 SNPs en el panel de lllumina, con la exclusién
de 1098 SNPs no genotipificados con éxito en ninguna muestra, 139 que fueron monomorfas en esta poblacion, 813
que faltaban en >10 % de participantes, y 3 que se desviaron entre los controles del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE p<1,6x107; correccion de Bonferroni p<0,05). No parecid necesario ajustar las asociaciones de estos SNP
con la miopatia para el control genémico, por lo que la variacién adicional en las estadisticas de prueba se atribuye a
la subestructura de la poblacion:?! los valores de chi cuadrado para la comparacion del valor observado para cada
SNP versus su valor esperado dado el orden del rango seguido de la distribuciéon esperada, y la mediana de las
estadisticas de la prueba de chi cuadrado de 316.184 dividida por la mediana del valor de chi cuadrado esperado en
SNP nulos no es estadisticamente diferente de 1,0 (ver Resultados).

Tras el analisis de todo el genoma, los exones dentro del gen SLCO1B1 se volvieron a secuenciar en 83 casos y 89
controles con suficiente ADN: 38 genotipos adicionales y 141 variantes?! imputadas (utilizando HapMap CEU como
una poblacién de referencia) con frecuencia de alelos menores no cero se incluyeron en el analisis de casos y
controles. El panel de lllumina no cubre la variacion en el gen CYP3A4, que es un candidato plausible para la
miopatia inducida por estatinas, por lo que también fue resecuenciado en 54 casos y 62 controles con suficiente
ADN: 20 (67 %) de las 30 variantes identificadas cumplieron con el criterio de inclusiéon de control de calidad para los
analisis de casos y controles, y también se incluyeron 11 SNPs mas imputados. La resecuenciacion de los genes
SLCO1B1 y CYP3A4 se realiz6 utilizando los amplicones de PCR generados por PRIMER3 para cubrir todo el
conjunto de exones y partes de los intrones (15 fragmentos para SLCO1B1 y 18 fragmentos para CYP3A4). Los
oligonucledtidos utilizados para amplificar y secuenciar el gen SLCO1B1 se muestran en la Tabla 4 dada a
continuaciéon. La PCR se realizé en volumenes de reaccién de 8 ulL utilizando 1 unidad de ADN polimerasa Taq
(Abgene, Epsom, Reino Unido) y 20 ng de ADN gendmico. Los productos de la PCR se purificaron utilizando el gel
Bio-gel® P100 (Bio-Rad Inc, Hercules, CA, Estados Unidos) y se secuenciaron con el procedimiento de quimica de
secuenciacion del ciclo Bigdye Terminator (Applied Biosystems, Palo Alto, CA, Estados Unidos). Las reacciones se
purificaron utilizando Sephadex™ G-50 Superfine (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) antes de aplicar los
productos a los analizadores de ADN ABI 3730. La deteccion de variantes genéticas se realizé6 con un software
interno (programa Genalys; disponible en http://www.cng.fr).

Replicacién en el estudio de proteccién del corazén

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2744797 T3

Entre julio de 1994 y mayo de 1997, un total de 20.536 pacientes en el Reino Unido con enfermedad vascular
oclusiva preexistente o diabetes fueron aleatorizados para recibir 40 mg de simvastatina al dia o un placebo como
parte del Heart Protection Study (HPS)?2. En cada evaluacion de seguimiento (a los 4, 8 y 12 meses, y luego cada 6
meses), se interrogd a los participantes sobre cualquier nuevo dolor o debilidad muscular inexplicable, y se extrajo
sangre en cada visita de seguimiento para el ensayo del laboratorio central de CK y ALT. Durante un seguimiento
promedio de 5 afios, se identificaron 24 casos de miopatia (10 definitivos mas 14 incipientes; 23 mientras tomaban
estatinas) entre 10.269 participantes asignados con 40 mg de simvastatina por dia versus 12 casos (4 definitivos
mas 8 incipientes; 3 mientras tomaban estatinas) entre 10.267 asignados con placebo. Usando ADN extraido de
19.856 participantes (97 %), los SNP rs4149056 y rs2306283 en SLCO1B1 se genoatipificaron con éxito en 16.664
participantes clasificados como caucasicos. Luego se evaluaron los efectos de estos genotipos en el riesgo de
miopatia y en la reduccion del colesterol LDL.

Analisis estadistico y software

Las pruebas (genotipicas) estandar 1 d.f. (tendencia) y 2 d.f. de asociacion con el genotipo y las relaciones impares
para la miopatia de regresiones logisticas se calcularon utilizando SAS y PLINK (v.1.00).2 Para las comparaciones
de todo el genoma, los valores de p no corregidos para cada SNP por separado que fueron mas pequefios que 5x10"
7 se consideraron pruebas solidas para la asociacion, mientras que entre 5x10° y 5x107 se consideraron pruebas
moderadas (Véase el informe del Wellcome Trust Case-Control Consortium para una explicacion®*). Se uso
Haploview edicion v4.0 candidato 2% para estimar el desequilibrio de ligamiento y trazar los resultados de la
asociacion para SNPs genotipificados. Las frecuencias de haplotipos y los riesgos asociados se estimaron utilizando
herramientas en el paquete haplo.stats (v1.3.1)%® en R (v2.6.1).%” Las posiciones fisicas se refieren a la construccion
NCBI 36 del genoma humano, y los alelos se expresan en la cadena directa del genoma humano de referencia
(construccion NCBI 36). Se utilizaron Ensembl version 46 y NCBI dbSNP compilacién 127 e informes
publicados'!?82° para clasificar los SNP como sin6nimos o no sinénimos y para identificar su ubicacion dentro de
intrones o exones. El riesgo atribuible de miopatia con 80 mg de simvastatina al dia se estimé mediante un analisis
de la tabla de vida en el que la censura al momento de la muerte o al final del estudio de prescripciéon de
simvastatina antes de la miopatia se consideré independiente del genotipo. Los participantes que recibieron
amiodarona al inicio del estudio se excluyeron de este analisis porque su dosis de simvastatina se redujo al principio
del ensayo (principalmente durante el primer afio de seguimiento) debido a un alto riesgo de miopatia.

Resultados

Caracteristicas de los participantes

Como se habia observado anteriormente en el estudio SEARCH,3° el uso concomitante de amiodarona aumento el
riesgo de miopatia entre los participantes asignados a 80 mg de simvastatina por dia, con un riesgo relativo de 8,8
(IC del 95 %: 4,2 a 18,4) durante el primer afio de seguimiento. Después de detectar esta asociacion al inicio del
ensayo, a todos los participantes que tomaron amiodarona se les administré 20 mg de simvastatina por dia
(independientemente de su asignacion original), lo que puede explicar el riesgo relativo menos extremo observado
posteriormente. Se observaron aumentos moderados en el riesgo de miopatia con 80 mg de simvastatina al dia
entre los participantes de mayor edad, entre las mujeres (quienes tendian a ser mayores debido a la elegibilidad del
ensayo que requeria un infarto de miocardio previo), entre aquellos con evidencia de funcién renal disminuida y
entre aquellos que tomaban bloqueadores de los canales de calcio al inicio del estudio.

Estudio de asociacién de genoma completo

El estudio de asociacion de genoma incluy6 85 casos sospechosos de miopatia y 90 controles, todos los cuales
habian estado tomando 80 mg de simvastatina diariamente en SEARCH. El analisis de SNP unico produjo una
asociacion fuerte con miopatia (p=4x10-° no corregida; correccion de Bonferroni p<0,001) para el SNP no codificante
rs4363657 ubicado dentro del intron 11-12 del gen SLCO1B1 en el cromosoma 12 (sin ningun otro SNP en ninguna
otra regién que produzca una p<10- no corregida: Figura 1). La prevalencia del alelo C rs4363657 fue de 0,13 entre
los controles, con razén de probabilidades para miopatia de 4,3 (Cl del 95%: 2,5-7,2) por alelo C y 17,4 (4,8-62,9)
para homocigotos CC frente a TT.

Hubo poca evidencia de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. Tampoco los resultados parecen verse
afectados materialmente por la subestructura de la poblacién u otras fuentes potenciales de desviacion sistematica:
el valor de chi cuadrado para rs4363657 estuvo bien fuera del intervalo de confianza del 95 % de la grafica del
cuantil-cuantil, mientras que los valores para todos los otros genotipos SNP estaban dentro de este intervalo de
confidencia (Figura 2).

Genotipificacion de candidato y analisis de haplotipos

A la luz de esta fuerte asociacion de miopatia con rs4363657, se genotipificaron SNP adicionales dentro de
SLCO1B1 (+/-10 kb) mediante resecuenciaciéon o se imputaron a partir de SNP genotipificados. De estos, dos SNP
genotipificados (y nueve imputados) presentaban un desequilibrio de enlace casi completo con rs4363657 (cada
r?>0,95). Pero, entre ellos, solo rs4149056 (Val174Ala) en el exon 6 fue "no sinonimo" (es decir, alterd la proteina
codificada): la prevalencia de su alelo C fue de 0,13 entre los controles, con una proporcion de probabilidades de
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miopatia de 4,5 (2,6-7,7) por alelo C y 16,9 (4,7-61,1) para homocigotos CC vs TT (p=2x10-; se imputaron cuatro
resultados faltantes). Estos datos se resumen en la Tabla 2 dada a continuacion.

SNP Posicion Valor P Valor P Alelo de Otro alelo Frecuencia
tendencia  genotipico riesgo alelo de
riesgo
Caso
Control
rs4363657 21259989 4,1 x10°° 2,5x108 C T 0,46 0,13
rs4149056 21222816 2,4 x10°° 1,1x108 C T 0,45 0,13
SNP Posicion HWE OR (95% o o Cambio gen y
Cl) por ° 5 aminoacidos
Valor P en alelo de o ? o2 si son no
controles riesgo o9 o é sinénimos
Q
2 2
rs4363657 21259989 4,1 x10°° 2,5x108 C T 0,46 0,13
rs4149056 21222816 2,4 x10°° 1,1x108 C T 0,45 0,13

Tabla 2: Polimorfismos de nucleétidos individuales asociados fuertemente con miopatia.

Se encontraron otras cinco variantes no sinénimas dentro de SLCO1B1, incluyendo tres que eran relativamente
comunes: rs2306283 (44 % de frecuencia alélica G en los controles), rs11045819 (18 % de frecuencia alélica) y
rs34671512 (8 % de frecuencia alélica C). Solo hubo un desequilibrio de vinculaciéon moderado entre rs4149056 y
estas tres variantes (cada par r?<0,20). En los haplotipos con rs4149056, tanto el alelo rs2306283 G como el alelo
rs34671512 C se asociaron con un limite significativo (p=0,03 y p=0,06, respectivamente) menores riesgos de
miopatia y, por lo tanto, pueden proporcionar informacion independiente sobre el riesgo de miopatia, mientras que
rs11045819 no parece influir en el riesgo.

Resultados del subgrupo para rs4149056

La Figura 3 muestra que las relaciones impares para la miopatia asociada con rs4149056 no fueron
significativamente diferentes entre los casos de miopatia definida o incipiente o en subgrupos con respecto a la edad
de linea base, sexo, funcion glomerular estimada o el uso de amiodarona (aunque con un poder limitado para
detectar diferencias modestas). Si ese es el caso, entonces implica que los efectos del genotipo y los efectos de
estos otros factores (en particular el uso de amiodarona) sobre el riesgo de miopatia son multiplicativos (por ejemplo,
un aumento de 4 veces en un heterocigoto para rs4149056 y un aumento de 10 veces con el uso concomitante de
amiodarona se traduciria en un riesgo 40 veces mayor de miopatia). La escala multidimensional se usé para
detectar individuos con diferentes ancestros u otros valores atipicos?%: excluyendo a los 4 participantes que parecian
agruparse lejos de los casos restantes y los controles solo cambiaron el valor de p para rs4149056 de 2,4x10° a
2,0x10° (y no altero las regiones genomicas clasificadas como fuertemente significativas).

Riesgo atribuible de miopatia.

Los controles se seleccionaron sobre la base de no haber desarrollado miopatia y, por lo tanto, habia una menor
probabilidad de que tuvieran el alelo rs4149056 de mayor riesgo. Después de permitir este sesgo de seleccion, la
prevalencia de la poblacion del alelo C se estimé en 0,146 (consistente con el rango de 0,14-0,22 encontrado
previamente entre los caucasicos?®). Sobre la base de esta prevalencia, se utilizé un andlisis de la tabla de vida para
estimar el riesgo de miopatia acumulativa entre los participantes que tomaron 80 mg de simvastatina diariamente
segun su genotipo rs4149056 (Figura 4). Los homocigotos de CC tuvieron un riesgo acumulativo de 18 %,
principalmente durante el primer afio, mientras que el genotipo de CT se asocié con un riesgo acumulado de
alrededor del 3 %. Por el contrario, el riesgo acumulado de miopatia fue de solo un 0,6 % entre los homocigotos TT
que tomaron 80 mg de simvastatina. En general, mas del 60 % de estos casos de miopatia podrian atribuirse a la
variante rs4149056 C en el gen SLCO1B1. Estos datos se resumen en la Tabla 3 dada a continuacion.

Ano 1

Frecuencia Atribuible a genotipo
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Genotipo poblaciéon N % N % del total
TT 0,730 12 0,34 0,0 0
CT 0,249 17 1,38 12,8 75
cC 0,021 16 15,25 15,6 98
Todos los 1,000 45 0,91 28,4 63
genotipos
Afo 5

Atribuible a genotipo

Genotipo Frecuencia N % N % del
poblacién total
TT 0,730 21 0,63 0,0 0
CT 0,249 32 2,83 249 78
CcC 0,021 19 18,55 18,4 97
Todos los 1,000 72 1,56 43,3 60
genotipos

Tabla 3: Nimeros y porcentajes acumulativos con miopatia por genotipo.

Replicacién en estudio de proteccién del corazén

Entre los 16.664 genotipificados participantes en HPS,?? las variantes rs4149056 y rs2306283 no se asociaron con
diferencias significativas en los niveles de colesterol LDL antes del tratamiento. Antes de la asignacion al azar, todos
estos participantes tomaron 4-6 semanas de 40 mg de simvastatina al dia y la reduccién promedio en el colesterol
LDL fue del 40,57 % (SE 0,12). Cuando ambas variantes se consideraron juntas, las reducciones fueron 1,28 %
(0,25) mas pequenias por el alelo Rs4149056 C (p<0,0001) y 0,62 % (0.18) mas grandes por el alelo G rs2306283
(p<0,0001). En general, en el caso de HPS, hubo 23 casos definitivos o incipientes de miopatia entre los
participantes que tomaron su simvastatina de 40 mg asignados por dia en comparacion con 9 casos entre los
participantes asignados con placebo que no tomaban una estatina. En consecuencia, a diferencia del estudio
SEARCH, es probable que solo alrededor de la mitad de los casos de miopatia entre los participantes que toman
simvastatina en el HPS hayan sido inducidos por estatinas. Aun asi, la comparacion dentro de HPS (restringida a
caucasicos) entre 21 casos de miopatia en 40 mg de simvastatina y 16.643 controles genotipificados sin miopatia
confirmoé que el rs4149056 SNP esta asociado con miopatia (p=0,004), aunque con un riesgo relativo menos
extremo de 2,6 (1,3-5,0) por alelo C. Estos 17.000 participantes genotipificados sin miopatia también brindan una
poblacion de control alternativa para los casos de SEARCH, con una relacion impar de 4,7 (3,5-6,4) por rs4149056
alelo C y un valor p mas fuerte de 3x10%.

Comparaciones con estudios previos

Ningun estudio publicado previamente ha proporcionado evidencia estadistica concluyente de asociaciones de
variantes genéticas con miopatia inducida por estatinas. En un estudio de 8 genes candidatos en 10 casos de
miopatia y 26 controles, se informé una asociacién con los SNP de SLCO1B1,'® pero esos resultados no fueron
estadisticamente solidos después del ajuste para comparaciones multiples. En el presente estudio, no se
encontraron asociaciones significativas para los SNP en ninguno de los otros genes que previamente se habia
informado que estaban asociados con miopatia o con la farmacocinética de las estatinas (Tablas suplementarias 2, 4
y 5 en #). En particular, los 20 SNP genotipificados y 11 SNP imputados en el gen CYP3A4 (que participa en la
eliminacién de simvastatina'®) no se asociaron significativamente con la miopatia (Tabla complementaria 2b en ). Se
ha informado que el 10 % de los casos de miopatia inducida por estatinas remitidos para pruebas genéticas tuvieron
o fueron portadores de una de las tres miopatias metabdlicas hereditarias (enfermedad de McArdle, deficiencia de
carnitina palmitoiltransferasa Il o deficiencia de mioadenilato desaminasa).3! En el presente estudio, sin embargo, no
hubo asociaciones significativas de miopatia con SNP en esos genes.

Discusion

Los estudios SEARCH y HPS proporcionan pruebas muy sélidas de que al menos una variante genética comun en
SLCO1B1 altera sustancialmente el riesgo de miopatia inducida por estatinas. Entre los pacientes que toman 20-40
mg de simvastatina diariamente (o dosis estandar de ofras estatinas), la incidencia de miopatia suele ser de
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aproximadamente uno por cada 10.000 pacientes por afio y el impacto de estas variantes genéticas en el riesgo
absoluto de miopatia probablemente sea pequefio (segun lo indicado por nuestros resultados entre los participantes
en HPS). Por el contrario, el riesgo de miopatia puede aumentar diez veces con 80 mg de simvastatina por dia u
otros regimenes de estatinas en dosis altas, asi como con el uso concomitante de ciertos medicamentos®' (como
ciclosporina, gemfibrozilo y, como se encuentra en SEARCH, amiodarone®). Por lo tanto, el uso de tales
medicamentos en personas que toman regimenes de estatinas en dosis altas que tienen el alelo C del polimorfismo
rs4149056 puede producir riesgos absolutos particularmente altos de miopatia (como lo sugieren los efectos
aproximadamente multiplicativos del genotipo rs4149056 y el uso de amiodarona en la Figura 3).

El SLCO1B1 codifica el polipéptido organico transportador de aniones OATP1B1, que media la absorcion hepatica
de diversos farmacos, incluida la mayoria de las estatinas y los acidos de las estatinas. Varios estudios clinicos
pequefios han investigado las asociaciones entre los genotipos de rs4149056 SLCO1B1 y la farmacocinética de la
eliminacion de estatinas (que generalmente involucran la medicién de los niveles de estatinas en la sangre durante
un periodo de 24 horas después de la administracion de una dosis regular Unica).'" Aunque no todos los estudios
arrojaron resultados estadisticamente significativos, la evidencia colectiva indica que los niveles de estatinas son
mas altos en personas con el alelo C de este polimorfismo. Cinco de esos estudios también examinaron haplotipos
de rs4149056 y rs2306283 y, en conjunto, esos estudios sugieren que la variante rs2306283 G esta asociada con
concentraciones mas bajas de estatinas (datos no mostrados), lo cual es consistente con el menor riesgo de
miopatia observado en el estudio SEARCH. Las variantes genéticas que disminuyen la absorcién hepatica también
podrian reducir el efecto reductor del colesterol de un régimen de estatinas. Nuestros datos de los participantes en el
estudio de proteccién del corazén confirmaron que estas variantes causan pequefias diferencias en las reducciones
de colesterol LDL producidas por la simvastatina.??

El panel lllumina HumanHap300-Duo se estima a partir de muestras CEU de HapMap para proporcionar
aproximadamente un 75 % de cobertura genémica para SNP comunes (a r?20,8) en caucasicos. Dado el nimero de
casos y controles, el presente estudio de asociacion del genoma tenia solo un 50 % de potencia para detectar
razones de probabilidades de aproximadamente 4 para las variantes comunes con un valor p de "significacion fuerte"
de 5x107. Por lo tanto, la existencia de variantes que conllevan un riesgo de miopatia de 2 a 4 veces mayor no se
puede descartar mediante este analisis. Los genes con evidencia previa de vinculos con la miopatia o la
farmacocinética de las estatinas se pueden considerar como "candidatos" que requieren valores de p no corregidos
menos extremos para proporcionar una buena evidencia de asociacion. La Tabla 5 complementaria en* enumera
aproximadamente 100 de estos SNP, lo que representa aproximadamente 1/3000 de la pantalla del genoma; por lo
tanto, un valor de p de 1,5 x 102 (es decir, 3000 veces 5x107) podria considerarse "significativo" para estos
candidatos. Sin embargo, no se lograron tales valores de p para ninguno de los SNP estudiados en estas regiones.

En conclusion, este estudio de asociacion de genoma completo ha identificado con éxito variantes genéticas
comunes en el gen SLCO1B1 que estan asociadas con alteraciones sustanciales en el riesgo de miopatia inducida
por simvastatina. Es probable que estos hallazgos se apliquen a otras estatinas porque la miopatia es un efecto de
clase y se ha mostrado que los polimorfismos de SLCO1B1 afectan los niveles en sangre de varias estatinas.
Ademas, estas variantes pueden ser relevantes para los efectos de los farmacos en otras clases que son
transportados por SLCO1B1 (como el agente hipoglucémico oral repaglinida). La genotipificacion de los
polimorfismos SLCO1B1 ofrece la posibilidad de adaptar la dosis de estatina y el monitoreo de seguridad
(especialmente durante el primer afio de tratamiento cuando los riesgos absolutos de la miopatia son mayores) para
lograr los beneficios de la terapia con estatinas de forma mas segura y efectiva en el futuro.

Tabla 4: Oligonucleétidos utilizados para la resecuenciacion del gen SLCO1B1

Nl]me!'o de Nombre Secuencia Uso SEQ ID No.
exon
Exén1 SLCO1B1_P001_PF AATGGTCTTGCAGTTAATTGGG PCR 1
SLCO1B1_P001_PR TCCCTTCACCCTGTATCAAACT PCR 2
SLCO1B1_P001_SF TGGCAACTGGAGTGAACTCTT secuenciacion 3
SLCO1B1_P001_SR TTCCCTCTACTCCCACCCTT secuenciacion 4
Ex6n2 SLCO1B1_P002_PF TCTACTCTGTGCAAGGGGCT PCR 5
SLCO1B1_P002_SF TCCAGCATTGACCTAGCAGA secuenciacion 6
SLCO1B1_P002_SR TCGTGATCAATCCAAAACCA PCR Y 7
secuenciacion

19



Nlmero de
exon

Ex6n3

Exon4

Exon5

Ex6n6

Exon7

Ex6n8

Ex6n9

Ex6n10

Exén11

Exé6n12

Nombre

SLCO1B1_P003_PF
SLCO1B1_P003_PR
SLCO1B1_P003_SF
SLCO1B1_P003_SR
SLCO1B1_P004_PF
SLCO1B1_P004_PR
SLCO1B1_P004_SF
SLCO1B1_P004_SR
SLCO1B1_P005_PF
SLCO1B1_P005_PR
SLCO1B1_P005_SF
SLCO1B1_P005_SR
SLCO1B1_ex6 PF

SLCO1B1_ex6 PR

SCLO1B1_P127_PF

SCLO1B1_P127_PR

SLCO1B1_P007_PF
SLCO1B1_P007_PR
SLCO1B1_P007_SF
SLCO1B1_P007_SR
SLCO1B1_P008_PF

SLCO1B1_P008_PR

SLCO1B1_P009_PF
SLCO1B1_P009_PR
SLCO1B1_P009_SF
SLCO1B1_P009_SR
SLCO1B1_P010_PF
SLCO1B1_P010_PR
SLCO1B1_P010_SF
SLCO1B1_P010_SR
SLCO1B1_P011_PF
SLCO1B1_P011_PR
SLCO1B1_P011_SF
SLCO1B1_P011_SR
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(continuacion)
Secuencia

TGTTTTTCAGCTGGCTTCCT
GGTCTAACGTAGGTTGCTCTGAA
AGAATGTACTGCCACTCCCCT
TATTGCCAAATTGCCTGTGA
ATGCCATGGTTTATTCTTTTTCA
TAAGTTTCTCCCCCATGTGC
TGTCTTTGAGGGAAGGCACT
GCTTCAGTGAAATGATGGGAA
ATAACCCACTTAGCCTGGGG
GCTGCCTGTGTGTTCTCAAA
GGGGAAGATAATGGTGCAAA
CGGCAGGTTTATCATCCAGT
TTGTCAAAGTTTGCAAAGTG

GCCAAGAATGCATGGTTCTT
TTGTATGATCACTTTCCCTTTGTC
CACATCAACATCCAAGCCAC

TTCATTGCTGACCCTTTCTTG
GCATCACCCACTAGGTTCTTG
AGCCATCAAGTGCACACAAG
TTTTGTTGGTTTCTCCCTGC
AAAACAGCACTTACGTATGACCC

TGCAACTTCAAATGCAGAGC

CAAACACTGCATGTTCCCAC
TCCATCCAAGATTACAGTGGTG
AGCAAGGGGAGGAAGAACAT
TTTCTCTAAGCCTTACTTTTCCCA
CAGTGAGCTGAAAGGAATGTCA
AGGAAGTGCTGACAATGGGT
GGCAAAGATGGAGAGCGTAA
AGAAAAACCTGATTGTGCCCT
GGATAATTCCTCCTCAGGGC
TGGAATGTTATCAAATGGAGCA
TCTGCAGAGGGTAAAAGGGA
TACCCTGAGAGATGCAAGGC

20

Uso

PCR
PCR
secuenciacion
secuenciacion
PCR
PCR
secuenciacion
secuenciacion
PCR
PCR
secuenciacion
secuenciacion

PCR y
secuenciacion

PCR y
secuenciacion

PCR y
secuenciacion

PCR y
secuenciacion

PCR
PCR
secuenciacion
secuenciacion

PCR y
secuenciacion

PCR y
secuenciacion

PCR
PCR
secuenciacion
secuenciacion
PCR
PCR
secuenciacion
secuenciacion
PCR
PCR
secuenciacion

secuenciacion

SEQID No.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22

23

24
25
26
27
28

29

30
31
32
33
34
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36
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39
40
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(continuacion)

Numero de Nombre Secuencia Uso SEQID No.
exon
Exon13 SCLO1B1_P151_PF GGCCATTCAACTGTGAGCTT PCR y 42
secuenciacion
SCLO1B1_P151 PR TAGGCCCTTCACTCTGCCTA PCR y 43
secuenciacion
Exon14 SLCO1B1_25 TTGGGTAGATGCAGAACAAA PCR y 44
secuenciacion
SLCO1B1_26 TGACATGAGGAGAGTTTTGG PCR 45
Exon15 SLCO1B1_P014_PF GAAGGCCAGAGGCAACTAGA PCR 46
SLCO1B1_P014_PR GTGGGAAAGCTGCAAAAGAA PCR 47
SLCO1B1_P014_SF1 CGTTATGCCCCAATAAAAAGAA secuenciacion 48
SLCO1B1_P014_SR1  AGCTCCTCCTTTTTAACCTCTACC secuenciacion 49
SLCO1B1_P014_SF2 GCTGGGGCAGATAGTGAAAC secuenciacién 50
SLCO1B1_P014_SR2 GCGGCAAATGATCTAGGAAA secuenciacion 51
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<170> Patentln version 3.3
<210> 1

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 1

aatggtcttg cagttaattg gg 22
<210> 2

<211> 22

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 2

tcecttcacce ctgtatcaaa ct 22
<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 3

tggcaactgg agtgaactct t 21
<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 4

ttccctctac CTecaccctt 20
<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 5

tctactctgt gcaaggggct 20
<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 6

tccagcattg acctagcaga 20
<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 7

tcgtgatcaa CTcaaaacca 20
<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 8

tgtttttcag ctggcttect 20
<210>9

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 9

ggtctaacgt aggttgctct gaa 23
<210> 10
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<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 10

agaatgtact gccactcccc t 21
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 11

tattgccaaa ttgcctgtga 20
<210> 12

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 12

atgccatggt ttattctttt CTa 23
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 13

taagtttctc ccccatgtge 20
<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
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<400> 14

tgtctttgag ggaaggcact 20
<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 15

gcttcagtga aatgatggga a 21
<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 16

ataacccact tagcctgggg 20
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 17

gctgcectgtg tgttctcaaa 20
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 18

ggggaagata atggtgcaaa 20
<210> 19

<211> 20

<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 19

cggcaggttt atcatccagt 20
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 20

ttgtcaaagt ttgcaaagtg 20
<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 21

gccaagaatg catggttctt 20
<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 22

ttgtatgatc actttccctt tgtc 24
<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 23

cacatcaaca CTcaagccac 20
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<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 24

ttcattgctg accctttctt g 21
<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 25

gcatcaccca ctaggttctt g 21
<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 26

agccatcaag tgcacacaag 20
<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 27

ttttgttggt ttctcectge 20
<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Secuencia Atrtificial
<400> 28

aaaacagcac ttacgtatga ccc 23
<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 29

tgcaacttca aatgcagagc 20
<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 30

caaacactgc atgttcccac 20
<210> 31

<211> 22

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 31

tccatccaag attacagtgg tg 22
<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 32

agcaagggga ggaagaacat 20
<210> 33

<211> 24
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<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 33

tttctctaag ccttactttt ccca
<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 34

cagtgagctg aaaggaatgt ca
<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 35

aggaagtgct gacaatgggt
<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 36

ggcaaagatg gagagcgtaa
<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 37
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agaaaaacct gattgtgccc t
<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 38

ggataattcc CTctcagggce
<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 39

tggaatgtta CTaaatggag ca
<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 40

tctgcagagg gtaaaaggga
<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 41

taccctgaga gatgcaaggc
<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 42

ggccattcaa ctgtgagctt 20
<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 43

taggcccttc actctgecta 20
<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 44

ttgggtagat gcagaacaaa 20
<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 45

tgacatgagg agagttttgg 20
<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 46

gaaggccaga ggcaactaga 20
<210> 47
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<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 47

gtgggaaagc tgcaaaagaa
<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 48

cgttatgccc caataaaaag aa
<210> 49

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 49

agctcctect ttttaacctc tacc
<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
<400> 50

gctggggcag atagtgaaac
<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial
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<400> 51

gcggcaaatg atctaggaaa 20
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de determinacién de una dosis adecuada para un individuo que necesita tratamiento con una
estatina, que comprende

i) determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas polimorfismos en el
gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo; y

ii) determinar una dosis adecuada para el tratamiento con estatinas por referencia al genotipo de uno o mas
polimorfismos, por lo que una dosis estandar de una estatina es adecuada para un individuo con un genotipo
heterocigoto u homocigoto de alto riesgo y una dosis mas alta es adecuada para un individuo con un genotipo
homocigoto de bajo riesgo, en el que el genotipo de alto riesgo de uno o mas polimorfismos se asocia con un
mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas y en el que el genotipo de bajo riesgo de uno o mas
polimorfismos se asocia con un menor riesgo de miopatia inducida por estatinas,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en los SNP rs4149056, rs4363657,
rs1871395, rs12317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rs11045879, rs7969341, rs11045885, rs12369881 y
rs12366582; y

en el que,

un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rs12317268, rs7969341, rs1045885 o rs12366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsl871395, rs12317268, rs7969341, rs1045885 o rs12366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rs12369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rs12369881 se define como un genotipo GG;

un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rs11045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rs11045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

2. Un procedimiento para reducir el riesgo de miopatia en un individuo durante el tratamiento con una estatina, que
comprende

i) determinar la presencia o ausencia de i) genotipo de "alto riesgo" de uno o mas polimorfismos que estan
asociados con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas o ii) genotipo de "bajo riesgo" de uno o
mas polimorfismos que estan asociados con disminucion del riesgo de miopatia inducida por estatinas;

ii) clasificar al individuo segun su susceptibilidad a la miopatia inducida por estatinas, por referencia a la
presencia o ausencia de uno o mas polimorfismos detectados en la etapa i); y

iii) determinar una dosis adecuada para el tratamiento con estatinas por referencia a la susceptibilidad del
individuo a la miopatia inducida por estatinas determinada en el paso ii), lo que reduce el riesgo de miopatia
en un individuo durante el tratamiento,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en rs4149056, rs4363657, rs1871395,
rs12317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rs11045879, rs7969341, rs11045885, rs12369881 y rs12366582; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rs12317268, rs7969341, rs1045885 o rs12366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsl871395, rs12317268, rs7969341, rs1045885 o rs12366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rs12369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rs12369881 se define como un genotipo GG;

un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rs11045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rs11045879 se define como un genotipo TT;
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un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo homocigoto para una eliminaciéon o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el procedimiento comprende determinar
si el individuo tiene un genotipo homocigoto o heterocigoto para una citosina (C) o una timina (T) en rs4149056.

4. Una estatina para su uso en el tratamiento de un individuo que necesita tratamiento con una estatina,
comprendiendo el tratamiento los pasos de:

i) determinar si el genotipo del individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o mas polimorfismos en el
gen SLCO1B1 en una muestra bioldgica de un individuo;

ii) clasificar al individuo segun su genotipo en uno o mas polimorfismos segun lo determinado en el paso i); y

iii) administrar una dosis de una estatina, por lo que una dosis estandar de una estatina es adecuada para un
individuo con un genotipo heterocigoto u homocigoto de alto riesgo y una dosis mas alta es adecuada para un
individuo con un genotipo homocigoto de bajo riesgo, en el que el genotipo de alto riesgo de uno o mas
polimorfismos se asocia con un mayor riesgo de miopatia inducida por estatinas y en el que el genotipo de
bajo riesgo de uno o mas polimorfismos se asocia con un menor riesgo de miopatia inducida por estatinas,

en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo que consiste en los SNP rs4149056, rs4363657,
rs1871395, rs12317268, rs2900478, rs4149100, rs4149081, rs11045879, rs7969341, rs11045885, rs12369881 y
rs12366582; y

en el que,

un genotipo de alto riesgo en rs4149056 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs4149056 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rsl871395, rs12317268, rs7969341, rs1045885 o rs12366582 se define como un
genotipo GG o GA y un genotipo de bajo riesgo en rsl871395, rs12317268, rs7969341, rs1045885 o rs12366582 se
define como un genotipo AA;

un genotipo de alto riesgo en rs4149081 o rs12369881 se define como un genotipo AA o AG, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4149081 o rs12369881 se define como un genotipo GG;

un genotipo de alto riesgo en rs4363657 o rs11045879 se define como un genotipo CC o CT, y un genotipo de bajo
riesgo en rs4363657 o rs11045879 se define como un genotipo TT;

un genotipo de alto riesgo en rs2900478 se define como un genotipo AA o AT, y un genotipo de bajo riesgo en
rs2900478 se define como un genotipo TT; y

un genotipo de alto riesgo en rs4149100 se define como un genotipo que es homocigoto para una eliminacion o
heterocigoto para una eliminacion, y un genotipo de bajo riesgo rs4149100 se define como un genotipo AA.

5. La estatina para su uso segun la reivindicacion 4, en la que el tratamiento comprende determinar si el individuo
tiene un genotipo homocigoto o heterocigoto para una citosina (C) o una timina (T) en rs4149056.

6. La estatina para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5, en donde el uno o mas polimorfismos
es SNP rs4149056, y en donde una dosis estandar de una estatina es adecuada para un individuo con un genotipo
CC o CT, y una dosis mas alta es adecuada para un individuo con un genotipo TT.

7. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la estatina para su uso segun una
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la estatina es lovastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina,
atorvastatina, pravastatina y rosuvastatina.

8. El procedimiento segun la reivindicacién 7 o la estatina para su uso segun la reivindicacion 7, en el que la estatina
es simvastatina, y en el que una dosis estandar es de 20 o 40 mg al dia, y una dosis mas alta es de 80 mg al dia.

9. El procedimiento segun la reivindicacién 7 o la estatina para su uso segun la reivindicacion 7, en el que la estatina
es atorvastatina, y en el que una dosis estandar es de 10-20 mg al dia, y una dosis mas alta es de 20-40 mg al dia.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 7 o la estatina para su uso segun la reivindicacion 7, en el que la
estatina es fluvastatina, y en el que una dosis estandar es de 40 a 80 mg por dia, y una dosis mas alta es de 80 a
160 mg por dia.
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11. El procedimiento segun la reivindicacion 7 o la estatina para su uso segun la reivindicacion 7, en el que la
estatina es lovastatina, y en el que una dosis estandar es de 40 mg al dia, y una dosis mas alta es de 80 mg al dia.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 7 o la estatina para su uso segun la reivindicacion 7, en el que la
estatina es pravastatina, y en el que una dosis estandar es de 40 mg al dia, y una dosis mas alta es de 80 mg al dia.

13. El procedimiento segun la reivindicacion 7 o la estatina para su uso segun la reivindicacion 7, en el que la
estatina es rosuvastatina, y en el que una dosis estandar es de 10 mg al dia y una dosis mas alta es de 20 mg al dia.

14. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la estatina para su uso segun una
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 13, en el que el individuo tiene un mayor riesgo de miopatia debido al uso
concomitante de farmacos que retardan el aclaramiento de estatinas, o debido a la disminuciéon de la captacion
hepatica o del aclaramiento renal de las estatinas debido a variantes genéticas o enfermedades.

37



ES 2744797 T3

p=5x10"

1 2 3 £ ] 5] T 8 9 10 11 12 13 14 1516171819202122 X

Cromosoma
FIGURA 1
35 — —
30 -
25 - :

Chi-cuadradeo (de prueba de tendencia)

o T I ] ¥ I 1 T
o & 1] 15 20 25 30 5

Valor esperado de chi-cuadrado dado su rango dentro de
los valores de chi-cuadrado para toedos los SNP

FIGURA 2

38



ES 2744797 T3

Razdn de
) . oportunidades
Numeros (TT/CT/CC) Frecuencia del alelo C (IC de 95 %)
Casos Controles Casos  Controles por alelo C
Tipo de Miopatia
Definitiva ~ 12/15114 70M7/3 052 0,13 i e 52
]
Incipiente ~ 17/20/7  70/17/3 0,39 0,13 —_— 3,8
¥
Edad (afios) '
1]
< 65 9M3/7 2941 0,47 0,09 —t—— 3 7.0
> 65 20/22/14  41/13/2 0,45 0,15 m'-"'—.'-:r-m 3,6
Sexo :
¥
Hombre  19/25/17 52/13/2 0,48 0,13 il 50
]
Mujer 10/10/4  18/4/1 0,38 0,13 oot 3.4
Tasa de filtracion glomerular (ml/min/1,73 m2) E
=60 20/26/17 53M1/2 048 0,11 m}l-mm 54
<60 o/9/4  17/6M 0,39 0,17 - : 28
En amiodarona en linea de base '
1
No 24/32/19 59/16/3 0,47 0,14 R S— 43
¥
Si 5/3/2 11/1/0 0,35 0,04 L > 8,1
A
P
Todos 29/35/21 70/17/3 0,45 0,13 e 4,5
I T T T T
0,5 1 2 5 10 20

FIGURA 3

39

Razén de
oportunidades
(IC de 95 %)
paraCCvs TT

27,2 (6,8-109,2)
9.6 (2,2-41,1)

22,6 (2,4-208,7)
14,3 (3,0-69,3)

23,3 (4,9-110,3)
7,2 (0,7-73,5)

22,5 (4,8-106 4)
7,6 (0,7-78,1)

15,6 (4,2-57,5)

Ninguno de los controles
fueron CC

16,9 (4,7-61,1)



ES 2744797 T3

Genotipo CT

Genotipo CC
+ Genotipo TT

I | |
s o = el o
o — —

(%) enedoiw eun opiua) uey anb sajuaioed ap oAllejnwNe alejuaslog

FIGURA 4

40



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

