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DESCRIPCION
Analisis de riesgo de adicion genética para indice de severidad de RDS vy kit
Campo técnico

Esta divulgacion se refiere a métodos y kits para evaluar el indice de severidad para abuso de alcohol, abuso de
farmacos y otros sindromes de deficiencia de la recompensa.

Antecedentes
En 2013, se observé en Blum 2013, Capitulo 2, Seccién, 2.5, p. 39:

Cuando casi la mitad de la poblacién de los Estados Unidos se ha entregado a las practicas de drogas ilegales, cuando
nuestros candidatos presidenciales se ven obligados a esquivar la dificil pregunta de su historia pasada relacionada
con el uso de farmacos ilegales, y cuando casi todos los estadounidenses han consumido un martini o dos en su ciclo
de vida, debe haber una razén, debe haber una necesidad, debe haber una respuesta natural para que los humanos
beban a tasas tan altas. Incluso hay una pregunta mas convincente que rodea a los millones que buscan novedades
de alto riesgo. ¢ Por qué millones tienen este impulso innato frente a ponerse en el camino del dafio?

¢ Por qué millones pagan el precio de sus indiscreciones en nuestras carceles, hospitales, sillas de ruedas y yacen
muertos en nuestros cementerios? ;Qué precio debemos pagar por la busqueda de placer o simplemente estar
“ELEVADO”? Quizas la respuesta se encuentre dentro de nuestro cerebro. ; Tal vez esta en nuestro genoma?

El Sindrome de Deficiencia de la Recompensa (RDS) fue definido por primera vez por el inventor y su laboratorio en
1996 como un supuesto predictor de comportamientos impulsivos y adictivos. [Blum 2000; Blum 1996; Coming 2000].
Véase también la Tabla 1.

Tabla 1: Los comportamientos del sindrome de recompensa deficiente (SDR).

Comportamientos aditivos Comportamientos por impulso | Comportamiento | Trastornos
Relacionados con No relacionados con | Trastornos Impulsivos s obsesivos de
sustancias sustancias del espectro Disruptivos compulsivos personalidad
Alcohol Busqueda de Déficit de Antisocial Cuerpo Paranoico
emociones(novedad | atencién e Dismérfico
) Hiperactivida
d
Cannabis Sadismo Sexual Sindrome de | Conducta Acaparamiento Esquizoide
Tourette y Tic
Opioides Masoquismo Sexual | Autismo Intermitente Tricotilomania Limite
Explosivo (tirar del
(cabello
Sedantes/Hipnoético | Hipersexual Desafiante Excoriacion Esquizotipic
s (pellizcar la piel) | o
Estimulantes Juegos de azar Exhibicionist | Autolesiones No Histridnico
a suicidas
Tabaco Juegos de azar de Narcisista
Internet
Glucosa Evitante
Comida Dependiente

La molécula de dopamina después de unirse al receptor de dopamina D2 se ha asociado con muchos comportamientos
(Dackis and Gold 1985; Di Chiara and Imperato 1988) y el DRD2 se ha denominado como un gen de recompensa
[Blum et al 1990; Eisenberg 2007; Hietala | 1994; Hietala Il 1994; Volkow 2001; Volkow 2002]. Aunque el gen DRD2 y
especialmente el alelo Taql A1 se han asociado mas con los trastornos neuropsiquiatricos en general, en el
alcoholismo y otros comportamientos de recompensa por adiccion (carbohidratos), también puede estar involucrado
en los sintomas del trastorno de personalidad antisocial comoérbido (especialmente en nifios y adultos con trastorno
por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) o sindrome de Tourette) y alta busqueda de novedad.

La dopamina se ha denominado la “molécula antiestrés” y/o la “molécula de placer”. [Blum 1990]. Cuando la dopamina
se libera en la sinapsis, estimula una cantidad de receptores (D1 - D5), lo que resulta en una mayor sensacion de
bienestar y reduccion del estrés [Picetti 2013]. La via dopaminérgica mesocorticolimbica juega un papel especialmente
importante en la mediacion del refuerzo de las recompensas naturales como la comida y el sexo, asi como las
recompensas no naturales como los farmacos de abuso [Melis 2005]. Las recompensas naturales incluyen la
satisfaccion de impulsos fisiolégicos (por ejemplo, Hambre y reproduccién) y las recompensas antinaturales se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2813377713

aprenden e implican la satisfaccion de los placeres adquiridos, como las sensaciones hedénicas derivadas del alcohol
y otros farmacos, asi como de los juegos de azar y otras conductas de riesgo. [Blum 1996; Blum 2013; Blum 2014].

En la discusién del RDS, se hace referencia especificamente a la insensibilidad e ineficiencia en el sistema de
recompensa. Puede haber un neurocircuito, neuroanatomia y neurobiologia comunes para muiltiples adicciones y para
varios trastornos psiquiatricos. [Bowirrat 2005]. Debido a antecedentes genéticos especificos e influencias ambientales
(epigenéticas), una deficiencia de los receptores D2 puede predisponer a las personas a un alto riesgo de multiples
comportamientos adictivos, impulsivos y compulsivos. Es bien sabido que el alcohol y otros farmacos de abuso, asi
como la mayoria de los refuerzos positivos (es decir, sexo, comida, juegos de azar, emociones agresivas) provocan
la activacion y liberacién neuronal de dopamina cerebral y la participacion de la Na*/K*-ATPasa. La liberacion de
dopamina puede disminuir los sentimientos negativos y satisfacer los antojos anormales de alcohol, cocaina, heroina
y nicotina que, entre otros, estan relacionados con una funcion baja de dopamina. [Rothman 2007].

Al realizar estudios de asociacion para los cuales un investigador requiere una muestra de control representativa para
un solo diagnostico psiquiatrico de RDS o para posibles subconjuntos de RDS, existen limitaciones que se relacionan
con controles mal tamizados para multiples comportamientos de RDS y otros trastornos psiquiatricos relacionados.
Los comportamientos faltantes que forman parte del subconjunto RDS pueden ser la razén de resultados espurios al
genotipar subconjuntos individuales de comportamientos de RDS.

Por ejemplo, un individuo puede no beber o utilizar farmacos, pero puede tener otros comportamientos de RDS como
comer en exceso o videojuegos intensivos. En apoyo de esta nocion, Blum et al. [Blum 2011] encontré una asociacion
muy fuerte del alelo del receptor A1 de dopamina D2 (100%) en una Familia (A). Mas aun, cada individuo de la Familia
B también tiene al menos un alelo dopaminérgico de alto riesgo (100%) (48% portaba el alelo DRD2 A1). Mas aun, en
la familia B solo tres individuos adultos no tenian comportamientos adictivos. Cuando esto se comparé con los
resultados en los que 55 sujetos con RDS portaban el alelo DRD2 A1 al 78.2% con los resultados de Noble 2003 en
los que 597 alcohdlicos graves (49.3%) portaban el alelo A1, hubo una diferencia significativa entre estos dos grupos
(x? = 16.9, p<0.001). Esto demostr6 que la prevalencia del alelo A1 aumenta con multiples comportamientos de RDS.

Blum et al (Mol Neurobiol (2014) 50: 765-796) identificaron diez alelos en diez genes que proporcionan la base para
una puntuacion de riesgo de adiccion genética (GARS).

Resumen de la invencion

La presente invencion satisface la necesidad de clasificar a los pacientes con riesgo genético de comportamiento de
busqueda de farmacos/alcohol antes o al ingresar a programas de dolor y dependencia quimica residenciales y no
residenciales. Esta invencion incorpora la utilizaciéon de un “analisis alélico”, que es un andlisis utilizado para
determinar la presencia de alelos particulares en el sujeto ensayado. El alcance de la invencién esta definido por las
reivindicaciones adjuntas. En una realizacion de la presente invencion, se ha descubierto que existen al menos once
alelos de riesgo asociados con diez genes candidatos. Para determinar la severidad del riesgo, el porcentaje de
prevalencia de los alelos de riesgo se determiné mediante analisis alélico y se determiné una puntuacién de severidad
basada en el porcentaje de estos alelos.

Los polimorfismos genéticos [DRD1 = G; DRD2 = A1; DRD3 = C; DRD4 = C; DAT1 = 9R; DRD4 = 7-11R; HTTLPR =
S oL; MAOA = 3.5-5R; COMT = G; OPRMI = G; y GABRB3 = 181] mas asociados con el riesgo de RDS se probaron
en 273 sujetos. El porcentaje de prevalencia de los alelos de riesgo se calculd y la severidad se clasificé en 273 sujetos
como: Todos los sujetos dieron positivo por severidad de riesgo, 40.4% (tienen 9 o mas alelos de riesgo de RDS),
30.9% (7 u 8 alelos de riesgo de RDS) y 28.7 % (6 o menos alelos de riesgo de RDS). Sin controlar la edad o el género
utilizando el andlisis de X2, se encontr6 que una asociacion predictiva significativa entre individuos con alelos de 7 o
mas riesgos y el riesgo de severidad del alcohol (x?= 8.38, df = 1, p < 0.004). Los resultados de la regresion logistica
mostraron la edad (b = 0.45, S.E. = 0.11, Wald x?= 15.29, df = 1, p < 0.001) y tienen mayor nimero de alelos de riesgo
de RDS (b = 0.741, S.E. = 0.29, Wald ¥x? = 6.39, df = 1, p = 0.012) pronosticaron significativamente las puntuaciones
de severidad de alcohol recolectados utilizando la Versién Media del indice de Severidad de Adiccion (ASI-MV).

En general, en un aspecto, la invencion presenta un método para obtener una puntuacion de riesgo para evaluar la
estratificacion de una pluralidad de rangos para un riesgo de adiccion genética. El método incluye la etapa para obtener
una muestra biolégica de un sujeto. El método incluye adicionalmente la etapa de realizar un analisis alélico sobre la
muestra bioldgica para determinar la presencia de una pluralidad de alelos predeterminados. Cada uno de los alelos
en la pluralidad de alelos predeterminados se asocia con un gen en una pluralidad de genes predeterminados. Hay al
menos diez genes en la pluralidad de genes predeterminados. Se presenta al menos un alelo para cada uno de los
genes en la pluralidad de genes predeterminados. El método incluye adicionalmente la etapa de asignar un recuento
para cada uno de los alelos en la pluralidad de alelos predeterminados que se presentd en la muestra bioldgica. El
método incluye adicionalmente la etapa de determinar una puntuacién de riesgo basada en el recuento, en el que la
estratificacion de la pluralidad de rangos identifica una severidad del riesgo de adicion genética.

Las implementaciones pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas:
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La pluralidad de alelos predeterminados puede incluir: (a) alelo G del gen DRD1; (b) alelo A1 del gen DRD2; (c) alelo
C del gen DRD3; (d) alelo C del gen DRD4; (e) alelo 9R del gen DAT1; (f) alelo 7-11R del gen DRD4; (g) alelo So L
del HTTLPR; (h) alelo 4R del gen MAOA,; (i) alelo G del gen COMT; (j) alelo G del gen OPRM1; y (k) alelo 181 del gen
GABRBS3. Estos alelos predeterminados son los alelos de las SEQ ID NOS 1-8, repeticion DAT1 3’ 40 bp, repeticion
DRD4 48 bp en el intron 3, y GABARBS3 (repeticion de CA-dinucleétido). En algunos casos, la repeticion DAT1 3’ 40
bp, repeticion DRD4 48 bp en el intron 3, y GABARB3 (repeticion de CA-dinucleétido) son como se divulga en
Kirchheiner 2007, Johnson 2008, y Feusner 2001, respectivamente.

La puntuacion de riesgo en un primer rango puede ser indicativa de un riesgo de adiccion genética bajo. La puntuacion
de riesgo en un segundo rango puede ser indicativa de un riesgo de adicciéon genética moderado. La puntuacion de
riesgo en el tercer rango puede ser indicativa de un riesgo de adiccion genética alto.

Para el riesgo de adiccion genética para farmacos, el alto rango puede ser 4 y superior.
Para el riesgo de adiccion genética para farmacos, el bajo rango puede ser desde 0 hasta 1.
Para el riesgo de adiccion genética para alcohol, el alto rango puede ser 8 y superior.

Para el riesgo de adiccion genética para el alcohol, el bajo rango puede ser desde 0 hasta 3.

La puntuacion de riesgo puede ser la suma de los alelos en la pluralidad de alelos predeterminados encontrados por
estar presentes en la muestra bioldgica.

La etapa de determinar la puntuacion de riesgo no incluye ponderar los resultados del analisis alélico de la muestra
bioldgica.

La puntuacion de riesgo puede identificar la estratificacion de un sindrome de deficiencia de la recompensa
seleccionado del grupo que consiste en alcohol, psicoestimulantes, marihuana, nicotina, opiaceos, funcion epigenética
inducida por la alteracion del receptor de opiaceos, carbohidratos, obesidad, juego, adiccidn al sexo, agresion, estrés,
trastornos de personalidad, y busqueda de novedad, ADHD, sindrome de Tourette, Autismo, y combinaciones de los
mismos.

En general, en otro aspecto, la invencion presenta un método que incluye un analisis genotipico de un panel de genes
para identificar una pluralidad de alelos. La pluralidad de alelos incluye: (a) alelo G del gen DRD1; (b) alelo A1 del gen
DRD2; (c) alelo C del gen DRD3; (d) alelo C del gen DRD4; (e) alelo 9R del gen DAT1; (f) alelo 7-11R del gen DRD4;
(g) alelo S o L del HTTLPR; (h) alelo 4R del gen MAOA,; (i) alelo G del gen COMT; (j) alelo G del gen OPRM1; vy (k)
alelo 181 del gen GABRBS3.

En general, en otro aspecto, la invencion presenta un kit para analizar un panel de genes que incluye cebadores para
secuenciacion (5’ a 3’) que consisten en (a) alelo G del gen DRD1; (b) alelo A1 del gen DRD2; (c) alelo C del gen
DRD3; (d) alelo C del gen DRD4; (e) alelo 9R del gen DAT1; (f) alelo 7-11R del gen DRD4; (g) alelo S o L del HTTLPR;
(h) alelo 4R del gen MAOA; (i) alelo G del gen COMT; (j) alelo G del gen OPRM1; y (k) alelo 181 del gen GABRBS3.

En general, en otro aspecto, la divulgacién presenta un método para establecer una estratificacion de riesgo genético
de una pluralidad de rangos para analisis de riesgo de adicion genética. El método incluye la etapa de seleccionar una
pluralidad de alelos. Cada uno de los alelos en la pluralidad de alelos se asocia con un gen en una pluralidad de genes.
Hay al menos diez genes en la pluralidad de genes. Hay al menos un alelo para cada uno de los genes en la pluralidad
de genes. El método incluye adicionalmente la etapa de realizar un analisis alélico utilizando la pluralidad de alelos
sobre una pluralidad de sujetos. La pluralidad de sujetos incluye una muestra estadisticamente informativa de sujetos.
Cada uno de los sujetos en la pluralidad de sujetos tiene una puntuacion de riesgo no alélica. La puntuacion de riesgo
no alélica se ha determinado independiente del analisis alélico. EI método incluye adicionalmente la etapa de asignar
un recuento para cada uno de los alelos en la pluralidad de alelos predeterminados que se presentd en la muestra
bioldgica. EI método incluye adicionalmente la etapa de determinar una puntuacién de riesgo alélica para cada sujeto
en la pluralidad de sujetos basada en el recuento. El método incluye adicionalmente la etapa de analizar de forma
comparativa las puntuaciones de riesgo no alélicas y las puntuaciones de riesgo alélicas. El analisis comparativo
resulta en establecer que la puntuacion de riesgo alélico predice significativamente la puntuacion no alélica de la
pluralidad de sujetos. La prediccion significativa tiene un valor p de como maximo 0.05.

Las implementaciones de las invenciones pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas:

El valor p puede ser como maximo 0.01.

Al menos cinco de los alelos en la pluralidad de alelos se pueden seleccionar del grupo que consiste en (a) alelo G
del gen DRD1; (b) alelo A1 del gen DRD2; (c) alelo C del gen DRD3; (d) alelo C del gen DRD4; (e) alelo 9R del gen

DAT1; (f) alelo 7-11R del gen DRD4; (g) alelo S o L del HTTLPR; (h) alelo 4R del gen MAOA,; (i) alelo G del gen COMT;
(j) alelo G del gen OPRM1; y (k) alelo 181 del gen GABRB3.
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Al menos ocho de los alelos en la pluralidad de alelos se pueden seleccionar del grupo que consiste en (a) alelo G del
gen DRD1; (b) alelo A1 del gen DRD2; (c) alelo C del gen DRD3; (d) alelo C del gen DRD4; (e) alelo 9R del gen DAT1;
(f) alelo 7-11R del gen DRD4; (g) alelo S o L del HTTLPR,; (h) alelo 4R del gen MAOA,; (i) alelo G del gen COMT; (j)
alelo G del gen OPRM1; y (k) alelo 181 del gen GABRB3.

La etapa de analizar comparativamente puede incluir la utilizacion de modelos de regresion logistica.

La puntuacion de riesgo no alélica se puede basar en la estratificacion de un sindrome de deficiencia de la recompensa
seleccionado del grupo que consiste en alcohol, psicoestimulantes, marihuana, nicotina, opiaceos, funcion epigenética
inducida por la alteracion del receptor de opiaceos, carbohidratos, obesidad, juego, adiccidn al sexo, agresion, estrés,
trastornos de personalidad, y busqueda de novedad, ADHD, sindrome de Tourette, Autismo, y combinaciones de los
mismos.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a métodos y kits para evaluar el indice de severidad del abuso de alcohol, abuso de
farmacos y otros sindromes de deficiencia de la recompensa. En términos de un solo subtipo de RDS (tal como el
alcoholismo o incluso el abuso de psicoestimulantes), existen problemas al utilizar un Unico diagnéstico. En cambio,
se ha descubierto una nueva estrategia para estudios basados en la poblacion en la que el investigador requiere una
muestra de control representativa, eliminando casos confusos del grupo de control que pueden mejorar las
posibilidades de encontrar diferencias significativas entre los grupos experimentales y de control. Sin embargo, este
enfoque puede correr el riesgo de una “falta de representacion’ en el grupo de control”. Incluso el uso de muestras
estratificadas (muestras de ponderacion) puede no ser lo suficientemente bueno. Algunos super controles han sido
criticados por el motivo de que sus familiares tendran tasas de trastornos comoérbidos inferiores a las de la poblacion
general y pueden producir una coagregacion espuria de trastornos dentro de las familias. Este argumento es valido
solo si la misma psicopatologia que se elimina del grupo de control no se excluye entre los probandos y sus familiares.
Esto proporciona la justificacion para alentar a otros a comenzar a seleccionar cuidadosamente los controles
verdaderos, especialmente cuando se trata de rasgos complejos tales como el RDS.

En el caso de encontrar un fenotipo “puro”, especialmente en el ambito psiquiatrico, se desconoce si la naturaleza
realmente esculpio los trastornos psiquiatricos de la misma manera que se ve en el DSM-V. Esto es cierto porque los
comportamientos son muy complejos, por lo que los genes especificos para las tendencias de comportamiento
(ansiedad, impulsividad, compulsividad, evitacion de dafios, agresividad, adiccion, etc.) solo explican una pequefia
contribucién de riesgo al fenotipo general. Por lo tanto, debe haber un cambio en el énfasis en el enfoque de “sistemas
bioldgicos”, que tenga en cuenta la interrelacion de los comportamientos disfuncionales, la naturaleza poligénica de
los trastornos psiquiatricos y el entorno (epigenético).

El concepto establecido de RDS se debe considerar para ayudar a definir esta compleja serie de comportamientos y
disfunciones moleculares asociadas. Las victimas de RDS portan genes polimérficos en rutas dopaminérgicas que
resultan en la funcién hipodopaminérgica causada por un nimero reducido de receptores de dopamina D2, sintesis
reducida de dopamina (dopamina beta-hidroxilasa), reduccion de la liberacion neta de dopamina presinaptica, aumento
de la depuracion sinaptica debido a una gran cantidad de sitios de transporte de dopamina y bajas densidades de
receptores D2 que los hacen mas vulnerables a las actividades adictivas.

La necesidad de un conjunto unificado de sintomas relacionados en el fenotipo afectado es importante no solo para
los estudios de asociacién basados en la poblacion, sino también para el analisis de vinculacién. El concepto de RDS
involucra genes compartidos y tendencias de comportamiento que incluyen la dependencia del alcohol,
psicoestimulantes, marihuana, nicotina (fumar), opiaceos, funciéon epigenética inducida por la alteracion del receptor
de opiaceos, carbohidratos (glotoneria de azucar), obesidad, juego patolégico, adiccion al sexo, agresion, estrés,
ciertos trastornos de la personalidad e incluso la busqueda de novedad. Si bien hay poligénicos involucrados, el tema
comun en todas estas sustancias y comportamientos es que inducen la liberacién de dopamina presinaptica en el NAc.
Los trastornos del espectro tales como el TDAH, sindrome de Tourette y autismo se incluyen debido a la desregulacion
de la dopamina.

Un grupo de control tamizado es esencial para descubrir asociaciones basadas en la poblacion en las que la
enfermedad en cuestion puede ser muy comun. Se sabe que aproximadamente un tercio de la poblacién cumple con
los criterios de por vida para los trastornos psiquiatricos comunes de acuerdo con los resultados de la encuesta del
Area de Captacion Epidemiolégica (ECA). Dado que el RDS es un “trastorno poligénico” que involucra multiples genes
y muchos polimorfismos y requiere un nimero umbral de poligenes, los individuos no afectados en la poblacion
también portan algunos de estos genes. El gen del receptor de dopamina D2 (alelo A1) esta presente en
aproximadamente un tercio de los estadounidenses no seleccionados (29.4 % en 3329 sujetos estudiados hasta 2003).
[Blum 2000].

Evaluacion del riesgo de adiccion genética
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El solicitante ha descubierto que un comportamiento RDS no especifico multifacético se debe considerar como el
verdadero fenotipo “recompensa” (endofenotipo) en lugar de un comportamiento RDS de un solo subconjunto, tal como
el alcoholismo. Esto puede ser un cambio de paradigma en futuros estudios de asociacion y vinculacion.

Muy pocos comportamientos dependen de un solo gen. Los complejos de genes (poligénicos) impulsan la mayoria de
los comportamientos basados en la herencia de las poblaciones, lo que sugiere que los paneles genéticos o algoritmos
organizados en indices genéticos, tal como la Evaluacion del Riesgo de Adiccion Genética, pueden ser clinicamente
valiosos para determinar el riesgo. Ciertamente, las funciones anormales de estos sistemas cerebrales se pueden
deber a factores genéticos especificos que interactian con factores ambientales y es probable que la comprension de
las interacciones de estos componentes conduzca a un mejor tratamiento.

Si bien ha habido otros informes que ayudan a establecer el concepto de RDS, hay muchos genes y SNP involucrados
en el desarrollo de una verdadera Evaluacion del Riesgo de Adiccion Genética.

Los resultados de esto pueden tener implicaciones directas tanto para el diagnéstico como para el tratamiento objetivo
de los comportamientos de RDS al analizar la asociaciéon de estos genes de recompensa y los comportamientos de
RDS. Esto destaca la posible participacion de al menos la disfuncién del receptor D2 como un antecedente genético
importante de la adiccion como enfermedad, pero no como el Unico gen de riesgo. De acuerdo con la teoria de los
mecanismos neurogenéticos comunes, el Solicitante considera ahora que el RDS es un fenotipo basico que cubre
muchos comportamientos de recompensa y trastornos psiquiatricos pertinentes, que incluyen los trastornos del
espectro que deberian incluirse en el futuro en el DSM como un marco genético para muchos diagndsticos
psiquiatricos. De hecho, la publicacion SAGE ha aceptado recientemente el RDS como un trastorno psiquiatrico
importante y aparecera en la Enciclopedia de Psicologia Anormal (2015). Los genes de recompensa han sido
ampliamente estudiados e incluyen, entre otros, los receptores D1-D5; Transportador de Dopamina (DAT1); receptores
de Serotonina 2alc; transportador de Serotonina (5-HTTLPR); receptor opiaceo Mu (OPRM1); receptor GABA
(GABRB3); catecol-o-metiltransferasa (COMT) va1158met; y promotor del gen MAO-A VNTR entre otros. Véase Tabla
2.

Tabla 2: Panel de Analisis de Riesgo de Adiccion Genética Avanzada de Genes de Recompensa

Gen del Receptor de Dopamina D1 Gen del Receptor de opiaceo Mu

Gen del Receptor de Dopamina D2 Gen del Receptor GABA-B3

Gen del Receptor de Dopamina D3 Gen PENK

Gen del Receptor de Dopamina D4 Gen de Monoamina Oxidasa A Gen de Catecol-O-Metiltransferasa
Receptor de Serotonina 2a Red de Genes del Citocromo P450

Gen Transportador De Serotonina Gen del receptor MNDA

El solicitante ha descubierto que la evaluacion utilizando una prueba poligénica para determinar el riesgo genético
estratificado de pacientes adictivos que ingresan a las instalaciones de tratamiento sugiere un cambio de paradigma
al proporcionar informacion importante sobre la predisposicién de un individuo al RDS en funciéon de una serie de
alelos de riesgo. La validacion de estos resultados proporciona un impulso para la seleccion adecuada y cuidadosa
de un mapa genético completo para todos los comportamientos adictivos.

Aunque ha habido una plétora de investigaciones sobre muchos polimorfismos de genes de recompensa y riesgo de
RDS que incluyen farmacos y alcohol, no ha habido un analisis cuantitativo que revele un método por el cual el
recuento de alelos de riesgo resulta en un predictor significativo de la severidad de la adiccion. De hecho, ha habido
una continua controversia sobre qué pasaria si algin gen candidato predice la severidad. En patentes anteriores (tal
como la Patente de Estados Unidos No. 6,955,873, otorgada a Blum y otras solicitudes de patente sugeridas de 32 a
cientos de genes).

Se ha descubierto un panel de genes y alelos asociados. Este panel ha demostrado predecir significativamente los
resultados clinicos segun lo determinado por el instrumento de version ASI-Media autoinformado. Una prueba de lapiz
y papel obligatoria en trece estados de los Estados Unidos y en muchos paises del mundo. En comparacion con la
TABLA 2 anterior (que se refiere a una lista generalizada de genes de recompensa), el panel incluye el analisis de los
genes y los alelos correspondientes establecidos en la Tabla 3.

Tabla 3: Panel de Evaluacion del Riesgo de Adiccion Genética

ID de secuencia | Gen/Genotipo Ubicacion/Genotipo Alelo de
No Riesgo
SEQID NO 1 MAOA-uVNTR (3’ repeticion de | +nnnnn 3’ Repeticion de 30 par base (R) sobre 3.5-5R
30 bp) solo el cromosoma X
DAT1 (3’ repeticion de 40 bp) +nnnnn 3’ Repeticion de 40 Par Base (R) < 9R 9R
es corta, > 9R es larga
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DRD4 (Intrén 3 con repeticion +nnnn Intrén 3, Repeticion de 48 par base (R) 7R+
de 48 bp) < 7R es corta, >7R es larga
SEQID NO 2 S5HTTLPR (43 bp 5’ ins/del) + +nnnnn 43 par base en insercién/supresion 5’ SolL
rs25531
SEQIDNO3 rs4532, DRD1 +48 A>G G
SEQIDNO 4 rs1800497, DRD2 Taqgl A1 +nnnnn A>G A1
SEQIDNO5 rs6280, DRD3 (Gly-Ser) +nnnnn C>T C
SEQIDNO 6 rsl800955, DRD4 -521 C/T -521 C>T Cc
SEQIDNO7 rs4680, COMT (Val-Met) +nnnnn A>G G
SEQIDNO 8 rs1799971,0PRM1 (Asn-Asg) +nnnnn A>G G
GABRBS3 (repeticion de CA- +nnnn Repeticion de CA (171 - 201) 181
dinucledtido)

Nadie ha informado previamente un analisis centrado en esta combinacién de genes y alelos respectivos. De hecho,
cualquier cambio en esta lista ha demostrado convertir este analisis en un predictor no significativo.

En una realizacion, el genotipo DAT1 es la repeticion DAT1 3’ de 40 bp divulgada en Kirchheiner 2007.

En una realizacion, el genotipo DRD4 es la repeticion DRD4 de 48 bp en el intrén 3 divulgada en Johnson 2008.
En una realizacion, la repeticion GABARB3 de CA-dinucledtido se divulga en Feusner 2001.

Muestreo

Los participantes se identificaron y se inscribieron en asociacion con Inflexxion y ocho centros de tratamiento dispersos
geograficamente ubicados en los Estados Unidos. Los ocho centros de tratamiento incluyeron: Addiction Recovery
Resource, Catholic Charities of Maine, Center for Psychiatric Medicine, G & G Holistic Addiction Treatment Center,
Integrative Life Center, Malibu Beach Recovery Center, y Meadows Edge Recovery Center y centro de tratamiento de
Tennessee. De acuerdo con INGENE, LLC (Austin, Texas) y Dominion Diagnostics (North Kingstown, Rhode Islandia),
cada centro de tratamiento acordd identificar, autorizar e inscribir a 40 sujetos. Los protocolos de estudio fueron
revisados y aprobados por la Universidad de Vermont, la Facultad de Medicina (Burlington, VT) y las Juntas de
Revision Institucional (IRB) de la Fundacion PATH (NY). Para la proteccion del paciente, los datos de genotipado se
conformaron a las practicas estandar de HIPPA y de la Ley de No Discriminaciéon de Informacion Genética (GINA)
exigidos por la ley. Los participantes dieron su consentimiento informado por escrito.

Cuestionario y evaluaciones biolégicas

Los sujetos fueron entrevistados y evaluados por un clinico capacitado para cualquier dependencia de sustancias
utilizando una bateria estandar de cuestionarios de diagnoéstico y pruebas bioldgicas. Las pruebas en papel y lapiz
incluyeron el Cuestionario de Historial de Farmacos y los Cuestionarios de Severidad de Sintomas (73-Stranz y Welsh,
1995), y el indice de Severidad de Adiccion. Las pruebas bioldgicas incluyeron: pruebas de farmacos en orina, prueba
de alcoholimetro y una prueba de CBC basada en sangre. Los datos de uso de alcohol y farmacos se obtuvieron
mediante el indice de Encuesta de Adiccién Multi-Media (ASI-MV).

Las puntuaciones de severidad se determinaron utilizando un algoritmo patentado desarrollado por Inflexxion. Las
puntuaciones en las clasificaciones de severidad podrian variar entre ‘sin problema real’ (0) a ‘problema extremo’ (9)
e incluyeron preguntas sobre el consumo de farmacos de por vida. Clinicamente, las puntuaciones en las escalas de
clasificacion de severidad se utilizaron para identificar problemas de consumo de farmacos y planificacion del
tratamiento. En estos datos, las puntuaciones de severidad de alcohol y farmacos de ASI estaban ligeramente
sesgadas hacia la izquierda (Alcohol: asimetria = -0.211, curtosis = -1.473; Farmacos: asimetria = -0.922, curtosis = -
0.483), y sugirieron que esta muestra de pacientes tenia un mayor nimero de sujetos con puntuaciones de alcohol
mas bajos que altos.

Recoleccion de muestras y cadena de custodia

La saliva se recolect6 utilizando un proceso minimamente invasivo que requiere que un sujeto escupa en tubos de
recoleccion suministrados por el Instituto de Genética del Comportamiento (IBG), Universidad de Colorado Boulder,
Boulder, Colorado. Los tubos de muestras se etiquetaron con una identificacion predefinida y una barra codificada por
Dominion Diagnostics para limitar los errores de muestreo. Los sujetos suministraron 2 ml de saliva que se estabilizd
utilizando un tampén compuesto por dodecilsulfato de sodio, tampdn TRIS-EDTA, pH 8.0 y proteinasa K. Los tubos se
almacenaron a temperatura ambiente en cada centro de tratamiento y se enviaron a Dominion Diagnostics después
de haber inscrito a 40 sujetos. Luego se enviaron muestras de saliva de patente a AS en IBG para la extraccion y
aislamiento de ADN utilizando protocolos detallados en otra parte (74-Haberstick et al, 2014).

Genotipado
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Se proporciona un indice de los genes incluidos en el panel de puntuacion de riesgo de adiccion genética y los
polimorfismos de riesgo especifico en la TABLA 4. Cada variante genética o polimorfismo se seleccion6 en base a
RDS y a la contribucién conocida a un estado de bajo funcionamiento dopaminérgico o hipodopaminérgico en el circuito
de recompensa cerebral.

Tabla 4: Panel de Genotipo de Escala de Riesgo de Adiccion Genética

Polimorfismo | Gen | Variantes | Alelo de riesgo
Polimorfismos de un Solo Nucleétido (SNP)
rs4532 Receptor de Dopamina D1 (DRD1) A/G G
rs1800497 Receptor de Dopamina D2 (DRD2) A1 (A)JA2 (G) A1
Drs6280 Receptor de Dopamina D3(DRD3) CIT C
rs1800955 Receptor de Dopamina D4 (DRD4) C/IT C
rs4680 Catecol-O-Metiltransferasa (COMT) A (Met)/G (Val) G
rs1799971 Receptor opiaceo Mu (OPRM1) A (Asn40)/G (Asp40) G
Repeticiones de Secuencia Simple (Repeticiones en Tandem e Inserciéon/Supresiones de Numero Variable)
3’ repeticion de 40 Receptor de transportador de dopamina 9 Repeticion (R) 9R
pares base (DAT1)

Los ensayos para Amelogenin, MAOA-uVNTR, DRD4, DAT1 y SHTTLPR [se realizaron en una unica reaccion de PCR
multiple que consta de dos pl de ADN (20 ng o menos), MgCl, 1.8 mM, 180 uM de cada desoxinucledtido (dNTP,
NEB), con 7’-deaza-2’-deoxiGTP (deaza-GTP, Roche Applied Science, Indianapolis, Indiana) sustituido por la mitad
del dGTP, DMSO al 10 %, cebadores directos (marcados con fluorescencia) e inversos (secuencias y concentraciones
en la TABLA 5, una unidad de polimerasa AmpliTag Gold® (Life Technologies Grand Island, Nueva York) y 1x de
tampon PCR 1l en un volumen total de 20 pl. El ensayo para la repeticion del dinucledtido en GABRB3 se analizé por
separado en una reaccion de PCR que consiste de dos ul de ADN (20 ng o menos), MgCl, 2.5 mM, 200 uM de cada
desoxinucledtido (ANTP, NEB), cebadores directos (marcados con fluorescencia) e inversos, una unidad de polimerasa
AmpliTag Gold® y 1x tampon PCR 1l en un volumen total de 20 pl. Las amplificaciones se realizaron utilizando un
método de PCR de contacto modificado. [Anchordoquy 2003; Don 1992] Una incubacién a 95 °C durante 10 minutos
fue seguida por dos ciclos de 95 °C durante 30 s, 65 °C durante 30 s y 72 °C durante 60 s. La temperatura de
hibridacion disminuy6 cada dos ciclos desde 65 °C hasta 57 °C en incrementos de 2 °C (10 ciclos en total), seguido
de 30 ciclos de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C durante 60 s, una incubacion final de 30 minutos a
72 °C y una retencion a 4 °C. Cada placa de 96 pozos incluia estandares de ADN y de no plantilla de genotipo
conocido.

Tabla 5: Marcador, Cebador y Rangos de Tamarfio Resultante de polimorfismos caracterizados

Gen Secuencia (5’ — 3’) Conc. Rango de tamafio (bp)
(nM)
Amelogenin-F NED-CCC TGG GCT CTG TAA AGAATAGTG 300 103, 109
Amelogenin-R ATC AGA GCT TAA ACT GGG AAG CTG 300 (X, Y)
MAO-uVNTR-F 6FAM-ACA GCC TGA CCG TGG AGA AG 200 291-381
MAO-uVNTR-R GAA CGG ACG CTC CAT TCG GA 200 (2R-5R)
DAT1-F 6FAM-TGT GGT GTA GGG AAC GGC CTG AG 300 200-600
DAT1-R CTT CCT GGA GGT CAC GGC TCA AGG 300 (3R-13R)
DRD4-F VIC-GCT CAT GCT GCT GCT CTA CTG GGC 600 279-711
DRD4-R CTG CGG GTC TGC GGT GGA GTC TGG 600 (2R-11R)
S5HTTLPR-F NED-ATG CCA GCA CCT AAC CCC TAATGT 600 376, 419-549
S5HTTLPR-R GGA CCG CAA GGT GGG CGG GA 600 (S, L-XL)
S5HTTLPR-Hu-F 6FAM-GCA ACC TCC CAG CAACTC CCT GT 500 138, 181
S5HTTLPR-Hu-R GAG GTG CAG GGG GAT GCT GGA A 500 (S, L)
GABRB3-F 6FAM-CTC TTG TTC CTG TTG CTT TCA ATA 500 171 -201
CAC
GABRB3-R CAC TGT GCT AGT AGATTCAGC TC 500

Tabla 6: Secuencias de ciertos polimorfismos utilizados en los métodos de la presente invencion

Polimorfismo Secuencia

MAOA-uVNTR ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT




10

15

20

25

30

35

ES 2813377713

rs25531 CTCGCGGCATCCCCCCTGCACCCCCIA/G]
GCATCCCCCCTGCAGCCCCCCCAGC

rs4532 GGGGCTCTGACACCCCTCAAGTTCC[C/T]
AAGCAGGGAATAGGGGTCAGTCAGA

rs1800497 TGGACGTCCAGCTGGGCGCCTGCCTIC/T]
GACCAGCACTTTGAGGATGGCTGTG

rs6280 GCCCCACAGGTGTAGTTCAGGTGGC[C/T]
ACTCAGCTGGCTCAGAGATGCCATA

rs1800955 GGGCAGGGGGAGCGGGCGTGGAGGG(C/T]
GCGCACGAGGTCGAGGCGAGTCCGC

rs4680 CCAGCGGATGGTGGATTTCGCTGGCIA/G]
TGAAGGACAAGGTGTGCATGCCTGA

rs1799971 GGTCAACTTGTCCCACTTAGATGGCIA/G]
ACCTGTCCGACCCATGCGGTCCGAA

Una descripcion del ensayo para rs25531 (A/G) se detalla en otra parte [Haberstick 2014]. Este SNP se ubica en la
forma larga del SHTTLPR y permite la determinacion de los alelos La y Le. El sitio SHTTLPR que contiene el SNP se
amplificé en una Unica reacciéon de PCR compuesta como se describié anteriormente con los cebadores descritos en
Hu 2005. Las condiciones de ciclado fueron una incubacion de 95 °C durante 10 min seguido de dos ciclos de 95 °C
durante 30 s, 65 °C durante 30 s, y 72 °C durante 60 s, dos ciclos de 95 °C durante 30 s, 63 °C durante 30 s,y 72 °C
durante 60 s, 30 ciclos de 95 °C durante 30 s, 61 °C durante 30 s 'y 72 °C durante 60 s, una incubacion final de 30
minutos a 72 °C y una retencion a 4 °C. Después de la amplificacion por PCR, se incubaron los productos de PCR
[Wendland 2006] con cinco unidades de Mspl (NEB, Ipswitch, Massachusetts) durante 90 minutos a 37 °C. Un
fragmento de digestion de restriccion de 97 pb es indicativo del alelo Lg. Para la codificacion de la puntuacion de riesgo
de adiccion genética, se informaron dos alelos combinados: el S’ que consiste en S, y los alelos Lg y L’ que consiste
en alelos La y extralargos. Tenga en cuenta que S’ y L’ se refieren a contenedores de actividad compuesta y que estos
no son alelos individuales per se. Cada placa de 96 pozos incluia estandares de ADN y de no plantilla de genotipo
conocido.

Después de la amplificacion, los productos de PCR y los digestos de Mspl se purificaron por filtracion utilizando los
kits de limpieza de secuenciacion de ADN ZR-96 Zymo Research (Irvine, California) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se combind una alicuota de productos de PCR con tampén de carga que contenia el estandar de tamafio
(Rox1000, Gel Company, San Francisco, California) y se analizé con un Analizador Genético ABI PRISM® 3130xl (Life
Technologies) utilizando los protocolos suministrados por la compafia. Los datos fueron analizados con el software
Genemapper y los tamafios de alelos resultantes se revisaron independientemente por dos investigadores.

Los ensayos de SNP para TaqlA (rs1800497), COMT va1158met (rs4680), DRD1 (rs4532), DRD3 (rs6280), DRD4-
521C/T (rs1800955) y OPRM1 (rs1799971) se realizaron utilizando una nucleasa fluorogénica de 5 (Método
Tagman®, ABI, Foster City, California) [Haberstick 2004] en un Sistema de Deteccion de Secuencia ABI Prism® 7000
a través del modo de discriminacion alélica. [Livak 1999].

Las reacciones que contenian 20 ng de ADN se realizaron en reacciones de 15 pl con la Mezcla Maestra de PCR
Universal TagMan® utilizando las condiciones de ciclado estandar. Las concentraciones de cebador y sonda fueron
900 uM y 200 uM, respectivamente. Las secuencias de los cebadores y sondas TaglA y COMT son sondas se
proporcionan en la TABLA 7. Todos los ensayos restantes se ordenaron directamente de Life Technologies. Cada
placa de 96 pozos incluia estandares de ADN y de no plantilla de genotipo conocido.

Tabla 7: Secuencias de Sonda y Cebador para Polimorfismos COMT va1158met y DRD2 Tag1A

Gen Sonda/Cebador Secuencia (5— 3)

COMT sonda T (met) VIC-ACCTTGTCCTTCATGCCAGCGAAAT-NFGMGB
Sonda C (val) FAM-CCTTGTCCTTCACGCCAGCGA-NFQMGB
Cebador Directo TCGAGATCAACCCCGACTGT
Cebador Inverso AACGGGTCAGGCATGCA

DRD2 Sonda T (A1) VIC-CCTGCCTTGACCAGC-NFQMGB
Sonda C (A2) FAM-CTGCCTCGACCAGC-NFQMGB
Cebador Directo GTGCAGCTCACTCCATCCT
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| | Cebador Inverso | GCAACACAGCCATCCTCAAAG

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de media, desviaciones estandar, chi-cuadrado y regresion utilizando SPSS (Version 21.0). Las
pruebas exactas de Fischer se utilizaron para probar si existian diferencias significativas entre las puntuaciones de
riesgo de severidad de alcohol y farmacos dicotomizados. Para el alcohol, las puntuaciones iguales o inferiores a la
media de 4.65 se consideraron ‘bajas’ (0), mientras que las puntuaciones por encima a la media se consideraron ‘altas’
(1). Para las puntuaciones de severidad del farmaco, las puntuaciones en o por debajo de a 4 se consideraron ‘bajas’
(0) mientras que las puntuaciones superiores se consideraron ‘altas’ (1). Se utilizaron analisis de regresién para
examinar la asociacion entre la puntuacion de riesgo genético y las medidas de puntuacion de riesgo de severidad,
ajustando por sexo (femenino = 0, masculino = 1) y edad (continua). Sin embargo, las puntuaciones en las escalas de
riesgo de severidad de alcohol y farmacos estaban ligeramente sesgadas hacia valores mas bajos, se examind el
impacto de las transformaciones de raiz cuadrada y log en la distribucién de puntuaciones. En una linea a priori, a los
alelos de riesgo se les asignd una puntuacion de 1. La puntuacion de riesgo genético de un individuo era la suma de
todos los alelos de riesgo para ese individuo.

El porcentaje de prevalencia de los alelos de riesgo se calculd y la severidad se clasificd en 273 sujetos como: Todos
los sujetos enviaron mensajes de texto positivos para la severidad del riesgo, 40.4 % (que tienen 9 o mas alelos de
riesgo de RDS), 30.9 % (7 u 8 alelos de riesgo de RDS) y 28.7 % (6 o menos alelos de riesgo de RDS).

Se confirm¢ el equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) para cada gen utilizando pruebas de x2.
Ejemplo No 1

En una realizacion de la presente invencion, se realizé un analisis para la estratificacion del riesgo genético para el
Sindrome de Deficiencia de la Recompensa (RDS). Los polimorfismos genéticos [DRD1 = G; DRD2 = A1; DRD3 = C;
DRD4 = C; DAT1 = 9R; DRD4 = 7-11R; HTTLPR = S o L; MAOA = 3.5-5R; COMT = G; OPRM1 = G; y GABRB3 =
181] se probaron en 393 participantes (o sujetos) de los cuales 273 de estos sujetos completaron el cuestionario y las
evaluaciones bioldgicas.

Sin controlar la edad o el género utilizando el analisis de x?, se encontr6 una asociacion predictiva significativa entre
individuos con 7 o mas alelos de riesgo y riesgo de severidad del alcohol (x? = 8.38, df = 1, p <0.004). Los resultados
de la regresion logistica mostrados por edad (b = 0.45, S.E. = 0.11, Wald x? = 15.29, df = 1, p <0.001) y por tener un
mayor nimero de alelos de riesgo de RDS (b = 0.741, S.E. = 0.29, Wald x? = 6.39, df = 1, p = 0.012) pronosticaron
significativamente las puntuaciones de severidad de alcohol recolectadas utilizando el indice de Severidad de Adiccion
en Version Media (ASI-MV). Experimentos similares también se lograron para la puntuacion de riesgo de severidad
ASI-Farmaco (opioides y psicoestimulantes).

Un valor p bajo (menor de 0.05) es altamente significativo. Los resultados anteriores fueron particularmente solidos,
ya que los valores de p observados fueron de alrededor de 0.01 y mejores. Esto es indicativo de que existe una relacion
entre la evaluacion de riesgos generada a partir del agrupamiento que se esta probando y la severidad del riesgo del
grupo investigado.

Ejemplos comparativos (cambio de alelos)

Los alelos de este panel probado (o agrupamiento) se evaluaron adicionalmente mediante el cambio de un alelo de
riesgo especifico en el agrupamiento como se establece en el Ejemplo No. 1. Los datos resultantes revelaron una
asociacion no significativa con la version ASI-Media para severidad del alcohol

Se descubrio que cuando se evaluo el alelo de riesgo para el MAOA = 3R en lugar del 4R (y manteniendo los otros
alelos del agrupamiento iguales que en el ejemplo establecido anteriormente), no se obtuvo asociacion significativa (p
=0.819).

Se obtuvo un hallazgo similar para el alelo de riesgo COMT que cambia de Val/met a met/met (de nuevo manteniendo
los otros alelos del agrupamiento iguales que en el ejemplo establecido anteriormente) por lo que no se obtuvo
significacion en términos de asociacion con la severidad del alcohol predicha por la version ASI-Media (p = 0.634).

También se descubrié que se perdié importancia cuando el alelo de riesgo del DAT1 se cambi6é de 9R a 10R (p =
0.728) (manteniendo de nuevo los otros alelos del agrupamiento iguales que en el ejemplo establecido anteriormente).

También es importante que el analisis sea predictivo de la severidad del alcohol cuando el sujeto llevaba 8 o mas
alelos de riesgo. Las pruebas 7; 6; 5; 4; 3; 2 y 1 no predijeron el riesgo. Se obtuvieron hallazgos similares para la
prediccion de la severidad del farmaco, excepto que el corte fue de 4 o mas como predictor.

Ejemplos comparativos (ponderacion)
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En términos de ponderacion de los genes y los alelos, el valor de cada alelo de riesgo puede mostrar un riesgo mas
poderoso por lo cual también se evalué utilizando el mismo conjunto de datos. La ponderacién estandar implica la
utilizacion de supercontroles contra el indice de severidad ASI-Alcohol y el indice de severidad del farmaco. En este
método, el problema de los cocientes de probabilidades (OR) resultante se utiliza para determinar el algoritmo
apropiado para ponderar cada alelo genético representativo.

Como no se utilizaron supercontroles (comportamientos no RDS en pro y en familia), se evaluaron una serie de genes
que parecian ser mas importantes para otros en términos de, por ejemplo, recaida y restablecimiento de farmacos.

Por ejemplo, se ha encontrado que el alelo DRD2 A1 esta significativamente involucrado en recaidas, mortalidad y
hospitalizacién. Estudios previos que implicaban asociacién con comportamientos adictivos habian identificado una
importancia con solo A1. En consecuencia, el valor de puntuaciéon para una indicacion positiva del alelo DRD2 A1
recibio un valor de 2 (en lugar de una puntuacién de 1 como se califico previamente en el Ejemplo No. 1 para todas
las indicaciones positivas de un alelo). Cuando se realizé esta ponderacion (y todos los demas alelos permanecieron
ponderados con una puntuacién de 1 para una indicacion positiva), los resultados fueron menos significativos que en
el Ejemplo, con un valor p igual a 0.059 (p = 0.059). Los valores de P se determinaron como se establece en el analisis
X2,

La repeticion de esta ponderacion solo para el gen/alelo COMT dio como resultado un hallazgo similar (p = 0.600).
Adicionalmente, repetir esta ponderacién solo para el gen DAT1 también mostré que los resultados fueron menos
significativos (p = 0.154).

Estos datos de analisis comparativos muestran que la ponderacion de los resultados del analisis de alelos (es decir,
en relacion con un alelo con respecto a los otros) no es tan significativa como la combinacion de pruebas que se
produce dentro del agrupamiento de genes/alelos. Se considera que un andlisis con supercontroles puede
proporcionar la ponderacion de uno o mas de los genes/alelos; sin embargo, dicha ponderacion no es necesaria. Esto
indica ademas la técnica de recuento de alelos de riesgo sin la necesidad de supercontroles.

Evaluacién de puntuacion

Por esto, ahora se ha descubierto una cuantificacion que realmente muestra un valor predictivo cuando se considera
el resultado clinico. Una cosa es evaluar, por ejemplo, el riesgo de farmacos y alcohol utilizando controles de casos
en comparacion con resultados individuales en términos de polimorfismos genéticos, pero sin una prediccion real del
riesgo clinico segun lo determinado por el ASI como ejemplo, una lista de genes y alelos es simplemente un juego de
suposicion.

Utilizando el grupo expuesto en la TABLA 3, los sujetos probados se clasificaron en rangos de riesgos de aditivos
genéticos bajos, moderados y altos para farmacos y alcohol. Por ejemplo, para este panel de alelos, una puntuacion
en los rangos de 0 a 1, 2 a 3 y 4 y superiores, corresponde a bajo, moderado y alto para los riesgos de aditivos
genéticos para farmacos. Adicionalmente, por ejemplo, para este panel de alelos, una puntuacién en los rangos de 0
a 3,4 a7y 8y superiores, corresponde a bajo, moderado y alto para los riesgos de aditivos genéticos para el alcohol.

Se observa adicionalmente que se pueden normalizar los resultados del anadlisis de alelos, es decir, dividir la
puntuacion (o recuento) por la puntuacion total posible. Esto proporciona rangos alternativos que se pueden clasificar
como de bajo, moderado y alto riesgo en vista de los alelos probados. Dichos rangos serian, por ejemplo, 0 a 0.3, 0.31
a0.59y 0.6 a1,y se clasificarian como de riesgo bajo, moderado y alto para los alelos probados. Es de destacar que
dichos rangos no son los mismos que los establecidos anteriormente para los riesgos de aditivos genéticos para los
farmacos y el alcohol. Por el contrario, estos proporcionan una métrica en cuanto al porcentaje de estos alelos que un
sujeto tiene en el panel, cuyos alelos se han correlacionado con riesgos de aditivos genéticos. Dichos resultados
normalizados proporcionan asi una métrica de donde cae el sujeto en un espectro, con un porcentaje mas alto que
indica que el sujeto tiene una mayor probabilidad de riesgo.

La Tabla 8 muestra los resultados de una prueba de riesgo de adicién genética que tienen una puntuacion de riesgo
y una puntuacion de riesgo normalizada indicadas.

Tabla 8: Resultados de la prueba de Puntuacion de Riesgo de Adiccion Genética

Médico Muestra Paciente
Nombre: Dr. X Tipo de muestra: Nombre: Paciente Y
Direccion: Fecha de recoleccion: Fecha de nacimiento:
Tiempo recolectado: ID de acceso:
Fecha de recepcion: ID de laboratorio:
Fecha de informe: Género:
Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
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Gen Ubicacion/ Genotipo Alelo de Resultado Recuento de
Riesgo alelos de
Riesgo
COMT +nnnnn A > G G G,G 2
DRD1 +48A>G G AA 0
DRD2 +nnnnn A > G A AA 2
DRD3 +nnnnn C>T C C,T 1
DRD4 -521C>T C C,T 1
OPRM1 +nnnnn A > G G GA 1
Repeticiones en Tandem e Insercién/Supresiones de Numero Variable
Gen Ubicacion/ Genotipo Alelo de Resultado Recuento de
Riesgo alelos de
Riesgo
DATA1 + nnnnn 3 Repeticiones de 40 9R S,L 1
pares base (R) < 9R es corto, > 9R
es largo
DRD4 + nnnn Intrén 3, Repeticiones de 48 | >7,8,9, 10u S,L 1
pares base (R) < 7R es corto, > 7R 11 (R)
es largo
S5HTTPLPR + nnnnn 5’ insercién/supresion de SolL S,S 2
43 pares base
MAOA + nnnnn 3 Repeticiones de 30 4R 5R 0
pares base (R) solo sobre el
cromosoma X
Repeticiones de dinucleétidos
GABRA3 + nnnn Repeticiéon de CA (171 - 181 181, 194 1
201)
Recuento de alelos de riesgo 12 de posibles 22
Puntuacion de riesgo 12
Puntuacioén de riesgo normalizado 0.55

Como se ve en la Tabla 8, el recuento de alelos de riesgo se basa en la indicacion positiva de los alelos en el panel
analizado. Por ejemplo, el analisis alélico de la muestra mostré que para el alelo G del gen COMT, el resultado fue “G,
G”, que da un recuento de 2. Adicionalmente, el analisis alélico de la muestra mostré que para el alelo G del gen
DRD1, el resultado fue “A, A” que da un recuento de 0. También, por ejemplo, el analisis alélico de la muestra mostrd
que para el alelo C del gen DRD3, los resultados fueron “C, T” que da un recuento de 1. Los recuentos de riesgo
obtenidos para cada uno de los alelos probados se sumaron para obtener la puntuacion de riesgo que, como se
muestra en la muestra de la TABLA 8, fue 12. Como la puntuacién de riesgo maximo fue 22 (dado que se probaron
11 alelos), la puntuaciéon normalizada fue de 0.55 (que también se muestra en la Tabla 8).

Dicha puntuacioén de riesgo de 12 es indicativa de un paciente que tiene un alto riesgo de adicion genética para el
alcohol (porque la puntuacién de riesgo es superior a 8) y un alto riesgo de adiccion genética a los farmacos (porque
la puntuacion de riesgo es superior a 4). Dicha puntuacion de riesgo normalizada de 0.55 (es decir, 55 %) cae en la
categoria de ser un riesgo de adiccion modesto en la escala normalizada (que es un analisis mas conservador). Esto
refleja que existen multiples estratificaciones que se pueden utilizar para determinar los riesgos adictivos genéticos.

La evaluacion de los grupos de bajo, moderado y alto riesgo se cuantifica por la puntuacion recibida al utilizar el panel
de alelos. Si se utilizd un limite de conteo de ocho alelos y superiores, no se obtuvo una prediccion significativa
utilizando el indice de severidad de alcohol-ASI. Mas aun, esto era cierto incluso si el Solicitante se adhirié a un
recuento alélico estricto basado en los alelos de riesgo presentados anteriormente como se ve en la Tabla 3. Sin
embargo, cuando se utilizd el punto de corte de siete alelos de riesgo, se observaron asociaciones altamente
significativas.

El hecho de que haya muchos alelos de riesgo para varios genes de recompensa (especialmente para los opiaceos
como solo un ejemplo), fue solo cuando se utilizé un proceso para identificar una combinacién adecuada de genes y
alelos (que tiene un valor p bajo) que se encontrd la relacion entre este agrupamiento y la puntuacién de riesgo. Es un
descubrimiento significativo que no solo se debe seleccionar un grupo apropiado de genes para probar, sino que
también se deben utilizar los alelos apropiados de cientos de SNPS.

Mediante este proceso de seleccion de genes y adicionalmente de seleccion de alelos para probar para obtener una

puntuacién que corresponde a rangos de riesgo bajo, moderado y alto observables (con valor p bajo), el Solicitante ha
podido crear una prueba Util que se puede aplicar facil y rapidamente.
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Como representante de la dificultad para seleccionar el grupo apropiado de genes y alelos, lo siguiente es indicativo
de pruebas para opiaceos.

En términos de, por ejemplo, sensibilidad al dolor, se han estudiado ciertos genes candidatos. Los genes candidatos,
tales como aquellos de catecol-O-metiltransferasa, el receptor de melanocortina-1, la guanosina trifosfato
ciclohidrolasa y el receptor opioide mu, se han investigado intensamente y se han encontrado asociaciones con la
sensibilidad al dolor y con los requisitos analgésicos en estados de dolor agudo y crénico. En contraste, se describira
bien el impacto de las variantes genéticas de las enzimas metabolizadoras de farmacos en la respuesta a la
farmacoterapia. Los polimorfismos de las enzimas del citocromo P450 influyen en la eficacia analgésica de la codeina,
el tramadol, los antidepresivos triciclicos y los farmacos antiinflamatorios no esteroideos. Junto con genes candidatos
adicionales, son objetivos principales de la investigacion en curso para identificar asociaciones entre el perfil genético
de un individuo y la respuesta a los farmacos (farmacogenética). Mas aun, la sensibilidad y la tolerancia a la morfina
se determinaron en 2 cepas de ratones, BALB/cBy y C57BL/6By, sus hibridos F1 reciprocos y siete de sus cepas
endogamicas recombinantes. La sensibilidad se establecid con base en la actividad locomotora después de la
administracion de solucién salina, 10 o 20 mg/kg de clorhidrato de morfina, mientras que la tolerancia se establecio de
acuerdo con el método de “placa caliente” después de la administracion Unica o repetida de solucién salina, 5, 10 o
20 mg/kg de clorhidrato de morfina. Los resultados indican que tanto la sensibilidad como la tolerancia a la morfina
dependen del genotipo y su herencia se caracteriza por dominacion o dominacién parcial.

El tratamiento mas comuln para la dependencia de opioides es la terapia de sustitucién con otro opioide como la
metadona. La dosificacién de metadona es individualizada pero muy variable, y las tasas de retencion del programa
son bajas debido en parte a una dosificacion no éptima que resulta en sintomas de abstinencia y un mayor deseo y
uso de heroina. La metadona es un sustrato para el transportador de glicoproteina P, codificado por el gen ABCB1,
que regula la exposicion del sistema nervioso central. La variabilidad genética de ABCB1 influy6 en los requerimientos
diarios de dosificacion de metadona, de modo que los sujetos que portaban 2 copias del haplotipo de tipo silvestre
requirieron dosis mas altas en comparacién con aquellos con 1 copia y aquellos sin copias (98.3 +/- 10.4, 58.6 +/- 20.9
y 55.4 +/- 26.1 mg/d, respectivamente; P = .029). Adicionalmente, los portadores del haplotipo AGCTT requirieron
dosis significativamente mas bajas que los no portadores (38.0 +/- 16.8 y 61.3 +/- 24.6 mg/d, respectivamente; P =
.04). Aunque la variabilidad genética de ABCB1 no esta relacionada con el desarrollo de la dependencia de opioides,
la identificacién de haplotipos variantes puede, después de realizar estudios prospectivos mas amplios, proporcionar
a los médicos una herramienta para la individualizacién de la dosificacion de metadona. Los estudios de polimorfismos
en el gen del receptor de opioides mu, que codifica el objetivo del receptor de algunos opioides enddgenos, heroina,
morfina y opioides sintéticos, han contribuido sustancialmente al conocimiento de las influencias genéticas sobre la
adiccion a los opiaceos y la cocaina. También se han implicado otros genes de los sistemas opioides y
monoaminérgicos endogenos, particularmente los genes que codifican la beta-hidroxilasa de dopamina, y los
transportadores de dopamina, serotonina y noradrenalina.

Mas aun, la inactividad proporcionada genéticamente del citocromo P450 (CYP) 2D6 hace que la codeina sea ineficaz
(falta de formacién de morfina), disminuye ligeramente la eficacia del tramadol (falta de formacion del O-
desmetiltramadol activo) y disminuye ligeramente la eliminacién de metadona. Las mutaciones de MDR1 a menudo
demuestran consecuencias farmacogenéticas, y dado que los opioides se encuentran entre los sustratos de la
glicoproteina P, la farmacologia de los opioides puede verse afectada por las mutaciones de MDR1. El polimorfismo
de un solo nucleotido A118G del gen del receptor opioide mu se ha asociado con una disminucion de la potencia de
la morfina y el glucurénido de morfina-6, y con una disminucion de los efectos analgésicos y una mayor demanda de
dosis de alfentanilo en portadores del alelo G118 mutado. Las causas genéticas también pueden desencadenar o
modificar las interacciones farmacoldgicas, lo que a su vez puede alterar la respuesta clinica a la terapia con opioides.

Por ejemplo, al inhibir CYP2D6, la paroxetina aumenta las concentraciones plasmaticas de (R)-metadona en estado
estacionario en metabolizadores extensos, pero no pobres de la debrisoquina/esparteina. Hasta ahora, las
consecuencias clinicas de la farmacogenética de los opioides se limitan a la codeina, que no debe administrarse a
metabolizadores lentos de la debrisoquina/esparteina. Las interacciones farmacoldgicas precipitadas genéticamente
pueden hacer que una dosis estandar de opioides sea tdxica y, por lo tanto, se deben tener en cuenta. Las mutaciones
que afectan los receptores de opioides y la percepcion/procesamiento del dolor son de interés para el estudio de las
acciones de los opioides, pero con la practica moderna de la administracién a demanda de opioides, su utilidad puede
limitarse a explicar por qué algunos pacientes necesitan dosis mas altas de opioides; sin embargo, el perfil de efectos
adversos puede ser modificado por estas mutaciones. No obstante, en un nivel limitado, se puede esperar que la
farmacogenética facilite la terapia con opioides individualizada. Se ha demostrado que la variante muOR 304G reduce
significativamente la fentanil ED intratecal (50) para la analgesia laboral, lo que sugiere que las mujeres con la variante
G pueden responder mejor a los opioides y requieren menos analgésicos. Estos hallazgos para la farmacogenética
intratecal de fentanilo pueden tener implicaciones para los pacientes que reciben opioides en otros entornos.

La siguiente es una muestra de genes involucrados en el proceso adictivo que puede ser informativo en relacién con
la adiccion a los opiaceos:

Receptor opioide Mu, receptor opioide delta; los receptores metabotropicos mGIluR6 y mGIuRS8, el receptor nuclear
NR4A2 y el criptocromo 1 (tipo fotoliasa), el gen DRD (D1-D5), Dat1, DBH, proenkefalina (PENK) y prodinorfina

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2813377713

(PDYN), CAMKII; GnRH; CYP2D6; BDNF; genes NT-3; genes de la subunidad del receptor GABA en 5q33; GABA (A)
gamma2; OPRM1; subunidades alfa de proteina G; OPRK1; alfa2-adrenoceptor; TTC12; ANKK1; NCAM1; ZCRB1;
CYP2B6; CYP2C19; CYP2C9; interleucina-2; RGS-R7; Gbeta5; MAO-A; 287 polimorfismo A/G de catecol-O-
metiltransferasa; transportador de serotonina; proteina de unién al elemento sensible a Ca2+/AMPc; CNR1; ABCB1,
P-glucoproteina, UGT2B7 y CREB.

Dichos polimorfismos incluyen un polimorfismo en un gen que codifica un receptor Beta-adrenérgico; un polimorfismo
en un gen que codifica una enzima convertidora de angiotensina (ACE); un polimorfismo en un gen que codifica un
receptor de angiotensina 11 TI; un polimorfismo en un gen que codifica la proteina de transferencia de éster de
colesterilo; un polimorfismo en un gen que codifica un canal de potasio; un polimorfismo en un gen que codifica una
enzima de citocromo P-450, opcionalmente CYP2D6; un polimorfismo en un gen que codifica un producto de proteina
del oncogén HER2/neu; un polimorfismo del gen C825T; un polimorfismo en el locus del gen APOE); un polimorfismo
en el alelo CT o TT del gen del receptor de dopamina D2; un SNP (polimorfismo) designado AA, en la posicion de
nucledtido -6 del gen ANG; un polimorfismo en un gen que codifica Apo-Al; un polimorfismo en un gen que codifica
Tetrahidrofolato Reductasa de Metileno (MTHFR), opcionalmente un polimorfismo C677T; un polimorfismo en el gen
del factor de necrosis tumoral (TNF); un polimorfismo en el gen de la proteina de union al elemento sensible a
carbohidrato (ChREBP); un polimorfismo del gen receptor de Leptina; un polimorfismo del gen de los receptores de
dopamina D2 (DRD2); un polimorfismo de cualquiera de los genes de dopamina D1, D3, D4, y D5; un polimorfismo
del receptor de dopamina D2 seleccionado del grupo que consiste en Ser311cys y TaglA; un polimorfismo en un gen
c-fos; un polimorfismo en el gen cjun; un polimorfismo en el gen c-myc, un polimorfismo en un gen que codifica la
Proteina del Elemento Regulador de Esteroles 1 (SREBP-Ic); un polimorfismo en un gen que codifica el gen
mitocondrial glicerol -3-fosfato acetiltransferasa (MGPAT); un polimorfismo en un gen que codifica el gen del receptor
activado por proliferador de peroxisoma (PPAR-gamma-2); el polimorfismo Prol2Ala del gen PPARgamma; un
polimorfismo en un gen que codifica Triptéfano 2, 3- Dioxigenasa (TDO2); un polimorfismo en un gen que codifica
TCP-I; un polimorfismo en un gen que codifica Mc4R; un polimorfismo en un gen que codifica CART; un polimorfismo
en un gen que codifica la interleucina-1 beta; un polimorfismo en un gen que codifica factor de necrosis tumoral alfa;
un polimorfismo en un gen que codifica una molécula de adhesion intracelular; un polimorfismo en un gen que codifica
la interleucina-8, un polimorfismo en un gen que codifica la interleucina-10; un polimorfismo en un gen que codifica el
interferon-alfa; un polimorfismo en un gen que codifica la Proteina Ras y (HLA-DRBI 0404 y OlOlor PTPN22 R620W);
el polimorfismo del Receptor de Dopamina D3 Ser9Gly (-205-G/A, - 7685-G/C); un polimorfismo en un gen que codifica
Glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFPT1 o GFPT 2), opcionalmente polimorfismos en el exén 14,
opcionalmente 1471V, o 3’ UTR; o un polimorfismo en un gen que codifica glucosamina 6-P aciltransferasa; un
polimorfismo en el alelo proteoglicano Aggrecan 27; un polimorfismo en un gen que codifica 11-beta hidroxisteroide
deshidrogenasa tipo 1; un polimorfismo en un gen que codifica la proteina de union FK506 5; un polimorfismo en un
gen que codifica suero/glucosteroide quinasa; un polimorfismo en un gen que codifica triptofano 2,3 dioxigenasa; un
polimorfismo en un gen que codifica Mielina; un polimorfismo en un gen que codifica una glucoproteina asociada a
mielina, opcionalmente glucoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG), opcionalmente un polimorfismo en una
repeticion de tetranucledtidos TAAA (M0G4), C10991T SNP; un polimorfismo en un gen que codifica Edg2; un
polimorfismo en un gen que codifica Fgfr2; un polimorfismo en un gen que codifica Decorina; un polimorfismo en un
gen que codifica Brevican; un polimorfismo en un gen que codifica receptores-1 de Neurotensina (NT); un polimorfismo
en un gen que codifica receptores-2 de Neurotensina (NT); un polimorfismo en un gen que codifica receptores-3 de
Neurotensina (NT); un polimorfismo en un gen que codifica Proenkefalina; un polimorfismo en un gen que codifica
prodinorfina, opcionalmente 946C>G; un polimorfismo en un gen que codifica Bdnf (Factor Neurotréfico,
opcionalmente BDNF Val66Met y -281 C>A, alelo T del C270T); un polimorfismo en un gen que codifica Sgk (Quinasa
regulada por suero y glucosa (SGK 1), opcionalmente intrén 6 de SNP, Exén 8 (CC, CT, TT); un polimorfismo en un
gen que codifica Gabl; 1d2; un polimorfismo en un gen que codifica COMT; un polimorfismo en un gen que codifica
ANKKI; un polimorfismo en un gen que codifica DATI; un polimorfismo en un gen que codifica DBH; un polimorfismo
en un gen que codifica HTT; un polimorfismo en un gen que codifica HTR1A; un polimorfismo en un gen que codifica
HTR1D; un polimorfismo en un gen que codifica HTR2A; un polimorfismo en un gen que codifica HTR2C,
opcionalmente 5-HT-2A, 5-HT 2B, 5-HT-4, y 5-HT-7); un polimorfismo en un gen que codifica ADRA2A; un
polimorfismo en un gen que codifica ADRAZ2; un polimorfismo en un gen que codifica NET; un polimorfismo en un gen
que codifica MAOA,; un polimorfismo en un gen que codifica GABRA3; un polimorfismo en un gen que codifica
GABRBS3; un polimorfismo en un gen que codifica CNR1; un polimorfismo en un gen que codifica CNRA4; un
polimorfismo en un gen que codifica NMDARI; un polimorfismo en un gen que codifica POMC; un polimorfismo en un
gen que codifica MGPAT; un polimorfismo en un gen que codifica NYP; un polimorfismo en un gen que codifica AgRP;
un polimorfismo en un gen que codifica OBR; un polimorfismo en un gen que codifica Mc3R:UCP- 1; un polimorfismo
en un gen que codifica GLUT4; un polimorfismo en un gen que codifica PDGS; un polimorfismo en un gen que codifica
ALdB; un polimorfismo en un gen que codifica LNC2; un polimorfismo en un gen que codifica E23K Kir6.2; un
polimorfismo en un gen que codifica sulfatasa esteroidea (STS); un polimorfismo G82G en PTPN1; el polimorfismo
IVS6+G82A; un polimorfismo en un gen que codifica receptor 1de Sulfonilurea; un polimorfismo en un gen que codifica
beta(3)-AR Trp64Arg; un polimorfismo en un gen que codifica PC1; un polimorfismo en un gen GHRELIN; un
polimorfismo en un gen que codifica FKBP5; un polimorfismo en un gen que codifica un RECEPTOR DE VITAMINA
D, opcionalmente BSMI Y FOKI; un polimorfismo en un gen que codifica tirosina fosfatasa linfoide (LYP),
opcionalmente un polimorfismo en un gen que codifica gen de la proteina tirosina fosfatasa-22 (PTPN22), y un
polimorfismo en un gen que codifica cualquier ATPAsa sodio.
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El analisis alélico incluye identificar al menos una mutacion que es un polimorfismo seleccionado del grupo que
consiste en un polimorfismo (valor Rs de SNP) de un gen que codifica DRD2 (Rsl800497, Rs6278, Rs6276,
RslO79594, Rs 6275, RslI801028, Rsl076560, Rs2283265, RslO79727, RslO76562, Rslli25394, Rs4648318,
Rs4274224, Rs7131056, Rs4648317, Rsl799732, Rsl799978; 5HT2A(Rs6314, Rs3742278, Rs6561333, Rs|923886,,
Rs643627, Rs2770292, Rsl928040, Rs2770304, Rs594242, Rs6313;ANKKI (RS2734849, RS1800497, Rslli604671,
Rs4938016); OPRKI(Rs35160174, Rs35373196, Rs34709943 RS6473797) OPRMI (Rs510769, Rs553202,
Rs514980, Rs561720, Rs534673, Rs524731, Rs3823010, Rs3778148, Rs7773995, RS495491, Rsl2333298,
Rsl461773, Rsl381376, Rs3778151, Rs506247, Rs563649, Rs9479757, Rs2075572, Rsl0485057, Rs540825,
Rs562859, Rs548646, Rs648007, Rs9322447, Rs681243, Rs609148, Rs3798687, Rs648893);COMT (Rs737864,
Rs933271, Rs5993882, Rs740603, MTRs4646312, Rsl65722, Rs6269, Rsl7699); SLC6A3 (Rsl2516948, Rsl042098,
Rs40184, Rsll564773, Rslli33767, Rs6876225, Rs3776512, Rs2270912, Rs6347, Rs27048, Rs37022, Rs2042449,
Rs464069, Rs463379, Rs403636, Rs2617605, Rsl3189021, Rs6350, Rs2975223, Rs2963238, Rs 11564752
Rs2975226); HTR3B(Rs3758987, Rs2276307, Rs3782025, Rsl672717); NOS3 (Rs891512, Rsl808593, Rs2070744,
Rs3918226, Rs7830); PPARG (Rsl801282, Rs2938392, Rsll75542, Rsl7036314, Rsl805192, Rs4684847, Rs2938392,
Rs709157, Rs709158, Rsll75542); ChREBP (Rs3812316); FTO (Rs8050136, Rsl421084, Rs9939609, Rsl861868,
Rs9937053, Rs9939973, Rs9940128, RslI558902, Rsl0852521, Rsl477196, Rsll21980,, Rs7193144, Rsl6945088,
Rs8043757, Rs3751812, Rs9923233, Rs9926289, Rs|2597786, Rs7185735, Rs9931164, Rs9941349, Rs7199182,
Rs9931494, Rsl7817964, Rs7190492, Rs9930506, Rs9932754, Rs9922609, Rs7204609, Rs8044769, Rsl2149832,
Rs6499646, Rsl421090, Rs2302673); TNFalpha (Rsl799964, RsI800629, Rs361525, RsI800610, Rs3093662); MANEA
(RslI33503); LeptinOb (Rs4728096, Rsl2536535, Rs2167270, Rs2278815, Rsl0244329, Rsll763517, Rsll760956,
Rsl0954173); PEMT (Rs4244593, Rs936108); MAO-A (Rs3788862, Rsl465108, Rs909525, Rs2283724, Rs|2843268,
RslI800659, Rs6323, Rsl799835, Rs3027400, Rs979606, Rs979605 Rsll37070); CRH (Rs7209436, Rs4792887,
Rsll0402, Rs242924, Rs242941, Rs242940, Rs242939, Rs242938, Rsl73365, RsI876831, Rsl876828, Rs937,
Rs878886 Rs242948) ;ADIPOQ (Rsl7300539, Rs2241766); STS (Rsl2861247); VDR (Rsl7467825, Rs731236,
Rsl544410, Rs2229828, Rs2228570, Rs2238136);DBl (Rs3091405, Rs3769664, Rs3769662, Rs956309,
Rs8192506); GABRA6 (Rs3811995, Rs3219151, Rs6883829, Rs3811991); GABRB3 (Rs2912582, Rs2081648,
Rsl426217, Rs754185, Rs890317, Rs981778, Rs2059574); MTHFR(Rs4846048, Rsl801131, RslI801133,
Rs2066470); MLXIPL[elemento de unién a carbohidrato] (Rs3812316, Rsl7145738); VEGF (Rs2010963, Rs833068,
Rs3025000, Rs3025010, Rs3025039, Rs3025053); DRD4 (Rs936460, Rs41298422, Rs3758653, Rs936461,
Rsl2720373, Rs747302, RslI800955, Rs916455, Rs916457, Rs7 124601); CLOCK (Rsl801260, Rs934945,
RslI3033501); Melatonina (cualquier polimorfismo); Orexina (todos los polimorfismos), PENK ( RS16920581,
RS1437277, RS1975285, RS260998, RS2609997), y CBI (RS1049353).

La pregunta es cual de todos estos genes dara como resultado la prediccion del resultado clinico. Este desafio fue
superado por la metodologia de la presente invencion.

Utilidad de la presente invencién

Los métodos vy kits de analisis de riesgo adictivo genético divulgados y ensefiados en el presente documento tienen
muchos beneficios industriales para todo el campo de RDS.

Por ejemplo, estos reduciran/eliminaran las conjeturas relacionadas con la administracion de opioides potentes para
tratar el dolor agudo y crénico. Al implementar la prueba de analisis de riesgo genético adictivo, que ahora ha
demostrado predecir la severidad clinica (alcohol como ejemplo) para la adiccién, se vera como un gran avance en el
campo de la adiccion. De hecho, un grupo focal realizado con Dominion Diagnostics (el desarrollador de la prueba
genética) revel6 un 100 % de entusiasmo por su utilizacién en el espacio industrial de la adiccion.

Una de las cuestiones principales en el tratamiento de la adiccién es la desmentir y negar el rasgo/estado
hipodopaminérgico patolégico. Con la informaciéon proporcionada por el analisis de riesgo genético adictivo, el
paciente/individuo podra alcanzar y comprender su riesgo como si estuviera determinando el riesgo de ofras
enfermedades crénicas como la diabetes.

Otros beneficios incluyen, pero no se limitan, la determinacion de la monitorizacién médica (medicacion de tratamiento)
en funcion de diferentes polimorfismos del gen de recompensa.

Adicionalmente, el desarrollo de la medicina personalizada ya se ha demostrado al dirigir los polimorfismos del gen de
recompensa utilizando una variacion del analisis de riesgo adictivo genético para la obesidad. De hecho, existe una
gran necesidad de comercializar una prueba genética predictiva y un riesgo individual para todos los comportamientos
adictivos propuestos en el marco del RDS.

La utilizacion de la prueba de andlisis de riesgo adictivo genético en la practica clinica deberia: (1) reducir la negacion;
(2) reducir la culpa; (3) reducir la prediccion de errénea de la posibilidad de recaida; (4) conducir a objetivos
terapéuticos apropiados basados en polimorfismos genéticos conocidos y dosificacion de medicamentos; (5) mejorar
la seleccioén y evaluacion de farmacos; (6) analizar el riesgo del paciente de tolerancia a la medicacion para el dolor,
dependencia y/o abuso; y (7) mejorar los resultados basados en la necesidad médica.
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Se ha demostrado que la asociacion significativa de la estratificacion del riesgo genético como predictor de las pruebas
de ASI. Segun el conocimiento del Solicitante, este es el Unico conjunto de genes y los alelos respectivos proporcionan
informacion basada en el paciente para ayudar al clinico con una herramienta de diagndstico objetiva basada en la
biologia para respaldar un nuevo plan de tratamiento.
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agggcctgyat
gogocgggog
cogoogoath
tgggctoacg

cagggtoocgy

ctceocacagt
ggaattctet
Lototocacto
gotiteoagtt
coaggotoce
grtatggaatt
Jaaggtgtat
actttaaaat
tggcaaaagt
tctocccttga

gtt

ggcoocttag
gaagagtoca
acctacoocy
gtocoogggac
gJagggaatgg
ccacgogagyg
ctgagggoca
cgggycgogga
groocgoggdy
cryggaggga
geacgeacgd
ctggcoccgcce
atgotggeoet
cgtocacgty
gtggagogoc

cogaggegty

cocgeggtgct o
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gocasggaga
acccaactgo
Ltgacgggaga
agagctcaga
tgaagcagat
ttgaaagyic
ttgtcaaggt
atttaageat
agaggctgac

ttaggagacc

tLgacagacta
tagaattcte
gootgtogtyg
coocctgooca
aggadgggagc
atcaactgtg
gaggoctgcgg
gtegggggoa
Jaggegggoa
ggttttgoca
goegggtagg
ctocatooctt
gocegtggeo
coocgtotote
gogggggoec

cocgagggda

1620

1680

1740

1300

1860

1920

1980

2040

2100

2180

2203

&0

120

180

240

300

360

420

480

340

&00

G600

720

780

240

500

360
1001



10

<211> 1001
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7

agagggcadc
accagogtga
coaggtacty
gtgggcagag
taggagdooyg
gtococaaco
tgoetgotgga
caccaggggc
ggatggtgga
tagaaaaagyg
ttcacaccac
ggclgaggaa
aaggbggoac
asactgatga
actgacaggo
actgacaggo

agoltgaagaa

<210> 8
<211> 1001
<212> ADN

totgtgttag
goatagaggo
gaggctgdad
Jagggocage
Lgcoctagaga
ctgocacaggc
Jqotgggggoo
Jaggoteate
tttegotgge
googgotaty
gttcactgaa
agacocootoc
caggaggagc
atgottgtat
gotgttgtat
goctgttocag

gaagtatgat

<213> Homo sapiens

<400> 8

tgtgtttgea cagaagagty

atccacccoct tttocctocot

coctoctgca goggtacday

gctatacgca gaggagaatyg

ctgtoteade caggactggt

ES 2813377 T3

gacacactgg
taagggacca
acaccaggga
ggcocaggoat
Locaagttoc
aagatogtgg
tactgtggot
accatogaga
rtgaaggaca
dgcagggadd
aacccactat
agcagoelcag
agggacagad
gggtgtgtaa
aggtgtgtag
gtcacoccttg

gtggacacac

cocagtgaag
cectecctte
gcaggtaaty
tcagatgctc

ttetgtaaga

ggocagocag
tgggagctoo
ggtgaaatac
ttgggagggy
cctoctotecca
acgoogtgat
actcagotgt
tcaacccocga
aggtgtgeat
geatgogoac
caccaggooo
tgagggtete
tgaggectiy
agataggeocte
ggatggocto
tggttggags

tggacatggt

agacctacteo
cagocotocga
agectotyty
agctoggtec

aacageagga
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gaagggtgga
aagogogeto
cootocagog
ctocotgotot
cotgtgoctca
tcaggagcac
Jogoatggo
ctgtgoogoo
gootgaccog
tttgtectce
ctcagtgett
acagototgy
tcatcocaga
ctgtotgtgt
ctgtotgtga
gtocococaggac

>4

aaagataggg
acagtgggga
ggtagogagy
ttgggagagy
cototootoo
cagoocotoog
cgootgotgt
atcacccago
ttgtcagacc
coaccaggtg
cocagectgg
gtaaactgoo
accotaaaga
JIFCILIGIC
ggacgtggac

atcatceococo

cttggatoge tttgcgoaza

atcoogoaty goccacgoto

aactactaad gradgdagaay

cctoogooty acgotoctot

getgtggeag cggogaaagg

&0
120
1E0
240
300
a0
420
480
540
&00
&60
720
780
a40
00
960

1001

&0
1z0
180
240

200



aagcggctga
gtgcocogooo
geactgatges
acttgtecca
gogggagaga
tcatggooct
atgrgattgt
gagtacaaag
aggtaaactyg
acctactibtt
gaagttgott

atagactlioy

ggcgottgga
ggccgtcagt
cttggogtac
cttagatgge
cagoctgtgc
ctactccatce
caggtaagga
agacacctaa
JogIgactct
ctgtttttte
tggtaaaagc

agogotioct
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acocgasaasag
accatggaca
toaagttgot
racctgtoog
cotoogacag
gtgtgcgtgg
aagodgocadg
cteccaagge
Jgaggagacc
tteaactgat
tacasatgtec

tatactgage

toctoggtget
goagogotge
coocajeaco
acccatgogyg
goagtoocto
tggggotott
gotocogagodg
tcaatgtbgy
acggacagtyg
aaagaaagaa
tagggatggy

aaagagggct

23

coctggeotace
ccoccacgaac
cagocooggt
toocgaacogs
catgatcacyg
cggaaacttc
qagggtitcay
gogggaggat
attgttattt
ttcaaaattt
gageggagyy

[s4

tocgocacagog
gocagceaatt
tectgggtea
acocgaccotgg
gocatoacga
ctggteatgt
cggottaagg
Jaaagaggdy
ctatgagaaa
caggagoaga

aagctatageo

3&0

4z0

480

540

&00

&60

TZ0

7E0

840

00

460

1001
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REIVINDICACIONES

1. Un método para obtener una puntuacion de riesgo para evaluar la estratificacion de una pluralidad de rangos para
un riesgo de adiccion genética que comprende las etapas de:

(a) realizar un analisis alélico sobre una muestra bioldgica obtenida de un sujeto para determinar la presencia de cada
alelo en una pluralidad de alelos predeterminados, en los que

(i) cada uno de los alelos en la pluralidad de alelos predeterminados se asocia con un gen en una pluralidad de genes
predeterminados,

(ii) hay al menos diez genes en la pluralidad de genes predeterminados, y

(iii) hay al menos un alelo para cada uno de los genes en la pluralidad de genes predeterminados, en la que la
pluralidad de alelos predeterminados comprende:

(a) alelo G del gen DRD1;

(b) alelo A1 del gen DRD2;
(c) alelo C del gen DRD3;

(d) alelo C del gen DRD4;

(e) alelo 9R del gen DAT1;

(f) alelo 7-11R del gen DRD4;
(g) alelo S o L del HTTLPR,;
(h) alelo 4R del gen MAOA,;
(i) alelo G del gen COMT;

(j) alelo G del gen OPRM1; y
(k) alelo 181 del gen GABRB3, en la que los alelos se enumeran en la Tabla 3;

(b) asignar un recuento para cada uno de los alelos en la pluralidad de alelos predeterminados que se presento en la
muestra biologica; y

(c) determinar una puntuacioén de riesgo basada en el recuento, en la que la estratificacion de la pluralidad de rangos
identifica una severidad del riesgo de adiccion genética.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la pluralidad de alelos predeterminados consiste en:

(a) alelo G del gen DRD1;

(b) alelo A1 del gen DRD2;
(c) alelo C del gen DRD3;

(d) alelo C del gen DRD4;

(e) alelo 9R del gen DAT1;

(f) alelo 7-11R del gen DRD4;
(g) alelo S o L del HTTLPR,;
(h) alelo 4R del gen MAOA,;
(i) alelo G del gen COMT;

(j) alelo G del gen OPRM1; y
(k) alelo 181 del gen GABRB3.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que

(i) la puntuacién de riesgo en un primer rango es indicativa de un riesgo de adiccion genética bajo,
(ii) la puntuacion de riesgo en un segundo rango es indicativa de un riesgo de adiccion genética moderado,
(iii) la puntuacion de riesgo en el tercer rango es indicativa de un riesgo de adiccion genética alto.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que la pluralidad de alelos predeterminados consiste en:

(a) alelo G del gen DRD1;

(b) alelo Al del gen DRD2;

(c) alelo C del gen DRD3;

(d) alelo C del gen DRD4;

(e) alelo 9R del gen DAT1;

(f) alelo 7-11R del gen DRD4;
(g) alelo S o L del HTTLPR,;
(h) alelo 4R del gen MAOA,;
(i) alelo G del gen COMT;

(j) alelo G del gen OPRM1; y
(k) alelo 181 del gen GABRBS3.
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5. El método de la reivindicacion 3, en el que, para el riesgo de adiccidon genética para farmacos, el alto rango es 4 y
superior, y opcionalmente el bajo rango es desde 0 hasta 1.

6. El método de la reivindicacion 3, en el que, para el riesgo de adiccion genética para alcohol, el alto rango es 8 y
superior, y opcionalmente el bajo rango es desde 0 hasta 3.

7. El método de la reivindicacioén 1, en el que

(a) la puntuacion de riesgo es la suma de los alelos en la pluralidad de alelos predeterminados encontrados por estar
presentes en la muestra bioldgica; o

(b) la etapa de determinar la puntuacion de riesgo no incluye ponderar los resultados del analisis alélico de la muestra
biolégica; o

(c) la puntuacion de riesgo identifica la estratificacion de un sindrome de deficiencia de la recompensa seleccionado
del grupo que consiste en alcohol, psicoestimulantes, marihuana, nicotina, opiaceos, funcién epigenética inducida por
la alteracion del receptor de opiaceos, carbohidratos, obesidad, juego, adiccion al sexo, agresion, estrés, trastornos
de personalidad, y busqueda de novedad, ADHD, sindrome de Tourette, Autismo, y combinaciones de los mismos.

8. Un método que comprende un analisis genotipico de un panel de genes para identificar una pluralidad de alelos
que comprende:

(a) alelo G del gen DRD1;

(b) alelo Al del gen DRD2;

(c) alelo C del gen DRD3;

(d) alelo C del gen DRD4;

(e) alelo 9R del gen DAT1;

(f) alelo 7-11R del gen DRD4;
(g) alelo S o L del HTTLPR,;
(h) alelo 4R del gen MAOA,;
(i) alelo G del gen COMT;

(j) alelo G del gen OPRM1; y
(k) alelo 181 del gen GABRB3 como se enumera en la Tabla 3.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la pluralidad de alelos consiste en:

(a) alelo G del gen DRD1;

(b) alelo Al del gen DRD2;

(c) alelo C del gen DRD3;

(d) alelo C del gen DRD4;

(e) alelo 9R del gen DAT1;

(f) alelo 7-11R del gen DRD4;
(g) alelo S o L del HTTLPR,;
(h) alelo 4R del gen MAOA,;
(i) alelo G del gen COMT;

(j) alelo G del gen OPRM1; y
(k) alelo 181 del gen GABRB3.

10. Un kit para analizar un panel de genes, en el que el kit comprende:

(a) un cebador de secuenciacion (5" a 3’) de alelo G del gen DRD1;

(b) un cebador de secuenciacion (5’ a 3’) de alelo Al del gen DRD2;

(c) un cebador de secuenciacion (5’ a 3') de alelo C del gen DRD3;

(d) un cebador de secuenciacion (5’ a 3’) de alelo C del gen DRD4;

(e) un cebador de secuenciacion (5" a 3’) de alelo 9R del gen DAT1;

(f) un cebador de secuenciacion (5’ a 3’) de alelo 7-11R del gen DRD4;
(g) un cebador de secuenciacion (5’ a 3’) de alelo S o L del HTTLPR;
(h) un cebador de secuenciacion (5 a 3’) de alelo 4R del gen MAOA,;
(i) un cebador de secuenciacion (5" a 3') de alelo G del gen COMT;

(j) un cebador de secuenciacion (5’ a 3') de alelo G del gen OPRM1; y
(k) un cebador de secuenciacion (5 a 3’) de alelo 181 del gen GABRB3, en el que los alelos se enumeran en la Tabla
3.
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