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DESCRIPCION
Método para identificar receptores de aloinjertos de rifién en riesgo de lesion crénica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para identificar receptores de aloinjertos de rifion con riesgo de lesion
cronica y a un kit para usar en la invencion. Los métodos comprenden analizar las firmas del transcriptoma obtenidas
de biopsias tempranas de aloinjertos de rifidon que funcionan de manera estable con el fin de identificar y tratar a
dichos pacientes.

Antecedentes de la invencion

El trasplante de rifidn es el trasplante de 6rganos sélidos mas comun que se realiza en Estados Unidos; en 2010 se
realizaron mas de 16.000 trasplantes (informe de datos de SRTR de 2011). A pesar de una incidencia reducida de
rechazo agudo, no se han logrado mejoras en la supervivencia a largo plazo del aloinjerto (1-2).

El dafio cronico del aloinjerto (DCA) o la fibrosis intersticial y la atrofia tubular (FI/AT) de causa desconocida es el
principal factor determinante de la pérdida del injerto después del primer afio de trasplante (3). Los eventos clinicos e
histolégicos asociados con FI/AT son poco predictivos de la pérdida del injerto (4), lo que dificulta la identificacion de
aloinjertos que pueden beneficiarse de intervenciones tempranas para prevenir la progresion de la fibrosis. Las
biopsias de aloinjerto en respuesta a la disfuncion renal siguen siendo el enfoque diagndstico actual de la lesidn
crénica, en qué etapa se ha desarrollado la fibrosis irreversible. Existe evidencia sustancial de que los cambios
patolégicos en el aloinjerto renal son anteriores a los cambios funcionales (5). Las biopsias por protocolo han
sugerido que mas del cincuenta por ciento de los injertos con funcién renal estable tienen evidencia de FI/AT al afio
(6). El desarrollo de un ensayo predictivo para identificar los injertos en riesgo temprano después del trasplante es
esencial para disefar intervenciones terapéuticas dirigidas. Los presentes inventores han aprendido que los cambios
moleculares obtenidos a partir de biopsias por protocolo realizadas poco después del trasplante son anteriores al
desarrollo de la fibrosis. De acuerdo con la presente invencion, se ha desarrollado un conjunto de genes predictivos
que identifica aloinjertos en riesgo de lesion progresiva. Este hallazgo permite identificar a los receptores en riesgo
de pérdida del injerto en un momento en que la intervencion terapéutica puede prevenir la FI/AT.

Sumario de la invenciéon

Se ha identificado un conjunto de 13 genes que predice de forma independiente el desarrollo de fibrosis al afio y la
pérdida temprana del injerto. La alta capacidad predictiva del conjunto de genes (AUC 0,947) fue superior a los
indicadores clinicos (AUC 0,78). Los parametros histolégicos de rutina no lograron identificar aloinjertos
histolégicamente normales en los que progreso la fibrosis, mientras que el conjunto de genes predictivos discrimind
e identificé con precision aloinjertos histolégicamente normales en los que finalmente progreso la fibrosis (AUC =
0,987). Los 13 genes también predijeron con precision la pérdida temprana del injerto (AUC-0,86y 0,83 alos 2y 3
afios respectivamente). El valor predictivo de este conjunto de genes se validé utilizando una cohorte independiente
y dos conjuntos de datos de expresion independientes y disponibles publicamente.

El conjunto de genes obtenido a los 3 meses de aloinjertos renales de funcionamiento estable se correlacioné con la
progresion de los marcadores establecidos para el dafio crénico del aloinjerto a los 12 meses y demostrd ser
superior a las variables clinico-patologicas que se utilizan actualmente en la practica clinica para identificar a los
receptores de trasplantes renales en riesgo de dafio y pérdida del aloinjerto.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para identificar a un receptor de aloinjerto de rifidén en
riesgo de dafio crénico del aloinjerto, que comprende las etapas de proporcionar una muestra de biopsia de un
aloinjerto renal obtenido 3 meses después del trasplante.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona cebadores para un conjunto de firmas de 13 genes
seleccionado que comprende los genes KLHL13, KAAG1, MET, SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1, WNTO9A,
RNF149, ST5, TGIF1, RXRA y ASB15.

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona un método de seleccionar un receptor de aloinjerto renal para
tratamiento para reducir el riesgo de dafio crénico del aloinjerto o FI/AT comparando el nivel de transcripcion de un
conjunto de firmas del gen preseleccionado obtenido del aloinjerto con el nivel de transcripcion de una biblioteca de
expresion para comparacion y seleccionando al paciente para el tratamiento por rechazo o dafio de aloinjerto si el
nivel de transcripcion del conjunto de firmas del gen preseleccionado es significativamente mayor que el nivel de
transcripcion del patrén de comparacion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un conjunto de firmas génicas para identificar pacientes en riesgo de
dafo renal cronico o FI/AT, que comprende los genes KLHL13, KAAG1, MET, SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1,
WNT9A, RNF149, ST5, TGIF1, RXRA y ASB15.
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En un aspecto adicional mas, la presente invencion proporciona un kit para identificar receptores de aloinjertos
renales en riesgo de dafio crénico del aloinjerto, que comprende, en recipientes separados que comprenden
cebadores para un conjunto de firmas génicas de 13 miembros, tampones, tres genes de mantenimiento y controles
negativos e instrucciones de uso.

Estos y otros aspectos de la presente invencion resultaran evidentes para los expertos en la técnica a la luz de la
presente memoria descriptiva, reivindicaciones que definen el alcance de la presente invencion y dibujos.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" normalmente significa dentro de un
intervalo de error aceptable para el tipo de valor y método de medicion. Por ejemplo, puede significar dentro del
20 %, mas preferentemente dentro del 10 % y, lo mas preferentemente todavia, dentro del 5% de un valor o
intervalo dado. Como alternativa, especialmente en sistemas bioldgicos, el término "aproximadamente" significa
dentro de aproximadamente un registro (es decir, un orden de magnitud) preferentemente dentro de un factor de dos
de un valor dado.

En el presente documento se desvela un estudio prospectivo de biopsias de protocolo en serie en puntos de tiempo
predefinidos con conjuntos de datos clinicos, histolégicos y moleculares. Un conjunto de genes (el conjunto de firmas
génicas, KLHL13, KAAG1, MET, SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1, WNT9A, RNF149, ST5, TGIF1, RXRA,
ASB15) obtenido 3 meses después del trasplante de aloinjertos renales que funcionan de manera estable se ha
identificado y validado. Este conjunto de genes se puede utilizar para predecir la progresion del dafio cronico del
aloinjerto. Se ha descubierto que esta firma génica de riesgo molecular es superior a las variables clinico-patolégicas
en la identificacion de receptores de trasplante renal en riesgo de progresion histologica a lesion del injerto en varias
cohortes de pacientes y pérdida del injerto en una cohorte disponible publicamente. La presente invencion
proporciona un método para identificar receptores de aloinjertos renales en riesgo de lesion cronica del aloinjerto que
emplea un conjunto de firmas génicas seleccionadas como se describe en el presente documento. Los receptores de
aloinjertos que tienen una expresion aumentada del conjunto de firmas de 13 miembros tienen riesgo de lesion
cronica del aloinjerto. La presente invencion proporciona materiales y métodos para identificar dichos pacientes
como se expone en el presente documento.

La historia natural de la lesion crénica del aloinjerto ha revelado un deterioro histolégico temprano y rapido 12 meses
después del trasplante (3). La presencia de cambios histolégicos adversos (fibrosis y/o inflamacién) a los 12 meses
se correlaciono luego con los resultados adversos del aloinjerto a largo plazo en rifiones de riesgo estandar y bajo
(14-16). Especificamente, una puntuacién del indice de dafio crénico del aloinjerto a los 12 meses (CADI-12) de =2
ha identificado a los receptores en riesgo de pérdida del injerto a los 3 afios en la cohorte descrita en el presente
documento y de publicaciones anteriores (5, 17). Debido al deterioro histolégico mas gradual observado en los
aloinjertos después de 12 meses, las intervenciones en inmunoterapia una vez establecido el dafio crénico del
aloinjerto tienen menos probabilidades de alterar los resultados (3).

Si bien la histologia del aloinjerto en un punto temporal anterior se ha correlacionado con la progresion de la
neuropatia crénica del aloinjerto (NCA) y la pérdida del aloinjerto (18), no se han identificado variables clinico-
patolégicas que clasifican los aloinjertos en aquellos en riesgo de deterioro histologico temprano y pérdida posterior
del injerto, incluso con una sensibilidad moderada. Por ejemplo, mientras que el 60 % de la cohorte tenia
puntuaciones bajas de CADI (0-1) a los 3 meses, mas de la mitad de los pacientes con progresion histologica del
dano del aloinjerto a los 12 meses pertenecian a este grupo y no eran identificables a los 3 meses por histologia
solamente. También se ha observado la progresion de las puntuaciones de Banff (6) durante el primer afio sin
cambios detectables en la creatinina (19). En cambio, se ha observado que los cambios histologicos a los 3 meses
se revierten en las evaluaciones a los 12 meses (20).

En la cohorte desvelada en el presente documento, el 40 % de los aloinjertos con CADI-3 alto habian mejorado a
CADI-12 de 0-1. Por lo tanto, una aplicacion clinica significativa del conjunto de firmas génicas de 13 miembros de la
presente invencion es la capacidad de identificar riflones en riesgo de desarrollo y progresién de NCA, actualmente
no identificable solo por parametros clinico-patoldgicos, en una etapa en la que son susceptibles de intervencion.
Ademas, a diferencia de una estrategia de inmunosupresion de "talla unica", el conjunto de genes del presente
documento tiene el potencial de estratifica los receptores de aloinjertos de bajo riesgo que luego pueden beneficiarse
de una inmunosupresién reducida.

Como han demostrado muchos grupos, las causas de la lesiéon cronica por aloinjerto renal son diversas y
acumulativas (3, 15). Esto se refleja en el numero relativamente grande de genes que se asociaron con resultados
adversos del aloinjerto en las 2 cohortes de validacion de la técnica anterior. Einecke et al, identificaron una firma
génica de tejido (886 genes relacionados con la lesion tisular, efectos del TGF-B) que fue predictivo de la pérdida del
injerto en biopsias de aloinjerto por causa realizadas entre 1-31 afios después del trasplante8. Una firma de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 824 108 T3

conjuntos de 601 sondas de biopsias de protocolo de 6 meses en receptores pediatricos de bajo riesgo, mostré una
regulacion por aumento de los genes de respuesta inmunitaria en pacientes que tenian progresion histolégica en
comparacion con aquellos que no la tenian (9). El conjunto de firmas de 13 genes de la presente invencion se valido
con un alto valor predictivo en todas estas cohortes con la capacidad de predecir los resultados del aloinjerto a pesar
de las diferencias demograficas, la cronologia de biopsias postrasplante, la presencia de fibrosis preexistente y el
respectivo criterio de valoracion estudiado (tabla 9). Adicionalmente, estos dos estudios de la técnica anterior
utilizaron un conjunto de genes limitado basado en datos previos o rutas patolégicas predichas. Por el contrario, se
adoptdé un enfoque todo incluido no dirigido por hipotesis facilitado por el tamafio de la muestra y basado en la
naturaleza multifacética de las lesiones cronicas. Dado que CADI-12m es una variable ordinal, la lista de genes
inicial se derivd sobre la base de una sefial de correlacion, mayor expresion génica a los 3 meses y correlacion con
CADI-12, en lugar de una comparacion entre la expresion génica en 2 cohortes clinicas bien definidas, como en
estudios previos. El método de la presente invencion aumenta la solidez de la relacién identificada y mejora la
aplicacion clinica en cohortes no definidas.

La adicidon de predictores clinicos predictivos de CADI-12 alto (edad del donante, sexo del receptor, érgano de
donante fallecido y rechazo agudo dentro de los 3 meses posteriores al trasplante) no mejoré significativamente el
desempefio del conjunto de genes en la prediccion de NCA. En 20 de las biopsias de 3 meses hubo rechazo
subclinico, predominantemente limitrofe. Un analisis adicional en el que se excluy6 a los pacientes con rechazo
celular agudo (ACR) o i + t (la puntuacion combinada para inflamacion (i) y tubulitis (t))> 2 demostré claramente que
la inflamacién no era el impulsor predominante del conjunto de firmas de 13 genes identificado con el AUC restante 1
(datos no mostrados). El nuevo enfoque no sesgado utilizado en el presente documento ha identificado, asi, una
firma génica de riesgo que diferencia los aloinjertos en riesgo de progresion histologica en la cohorte. La presente
invencion tiene una aplicabilidad mas amplia para identificar rifiones en riesgo como sugiere su validacion para
predecir la lesién y el fracaso del aloinjerto en diversas cohortes de pacientes en quienes se tomaron biopsias en
diferentes puntos de tiempo después del trasplante con y sin dafio preexistente.

Las biopsias de protocolo en aloinjertos que funcionan de manera estable proporcionan una ventana a los
mecanismos patogénicos que se inician antes del desarrollo de una disfuncion detectable del aloinjerto. Se pueden
identificar rechazos subclinicos continuos, infeccién por poliomavirus BK, toxicidad por el inhibidor de la calcineurina
(CNI) y dafio mediado por anticuerpos, procesos que contribuyen a la NCA y que, cuando se detectan, pueden
intervenir (24-26). Sin embargo, otros estudios no han podido demostrar diferencias significativas en los resultados
del aloinjerto con intervenciones realizadas sobre fendmenos subclinicos detectados (27). Esta disparidad puede
reflejar las limitaciones de usar solo la histologia al interpretar las biopsias de protocolo, que pueden verse
influenciadas por la variabilidad entre observadores y de muestreo. Por otro lado, se han notificado cambios en el
transcriptoma de la biopsia del protocolo de 3 y 6 meses que se correlacionaron con la histologia del aloinjerto a los
12 meses (11, 28) y una firma génica del aloinjerto a los 12 meses que se correlaciono con la pérdida del aloinjerto
(15). Como se desvela en el presente documento, los genes cuyas expresiones se correlacionaron con CADI a los 3
o 12 meses se identificaron mediante analisis de correlaciones de Spearman y luego se sometieron a
enriquecimiento general de Ontologia Génica. Las funciones/rutas en Ontologia Génica (GO) asociadas con genes
correlacionados con CADI del analisis de correlacion también se validaron con el Analisis de Enriquecimiento de
Conjuntos de Genes (GSEA) (9).

En una realizacion, la presente invencion se refiere a cebadores para RT-PCR para la secuencia de firma génica de
13 miembros. En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un kit para identificar receptores de aloinjertos
en riesgo de lesién por aloinjerto renal que comprende un recipiente que tiene cebadores para RT-PCR para un
conjunto de firmas génicas de 13 miembros e instrucciones de uso. En una realizacién adicional, el kit comprende un
primer recipiente que tiene cebadores para RT-PCR para una firma génica de 13 miembros, un segundo recipiente
que tiene cebadores para los genes de mantenimiento, un tercer recipiente que contiene una solucién tampoén e
instrucciones de uso. Los pacientes se estratifican en funcién de la expresién y los que tienen una alta expresion del
conjunto de 13 firmas génicas se diagnostican con riesgo de dafio crénico del aloinjerto y, posteriormente, se tratan
para prevenir dicho dafio. De acuerdo con la presente invencion, los pacientes con alta expresion de los 13 genes se
pueden identificar usando, por ejemplo, PCR en tiempo real, Nanostring o miSeq. En cada caso, se genera un patrén
como referencia para identificar a los pacientes con riesgo de dafio cronico del aloinjerto o FI/AT.

Determinacioén del punto de corte diagndstico mediante RT-PCR, nanostring y miSeq

Usando un conjunto de entrenamiento de pacientes, el ARNm de la muestra de biopsia se analizara para determinar
los niveles de expresion del conjunto de 13 firmas génicas. Segun los datos de esta expresion, se desarrollara un
modelo matematico para estimar la probabilidad de que el paciente desarrolle fibrosis en un afio. Los pacientes se
estratificaran segun la sensibilidad/especificidad de esta puntuacion, los valores predictivos positivos (VPP) y los
valores predictivos negativos (VPN) determinados. Segun el VPP y el VPN se establecera un punto de corte 6ptimo
que categorice mejor el riesgo de rechazo de los pacientes. Esto puede ser un claro corte en dos grupos, ya que si
estan en el grupo superior, sus niveles de expresion son significativamente mas altos y tienen una alta probabilidad
de desarrollar fibrosis y se determina que la prueba es positiva, pero si estan en la parte inferior, tienen una
probabilidad muy baja de desarrollar fibrosis y se determina que la prueba es negativa. En una realizacion
alternativa, los pacientes pueden dividirse en terciles en funcién de su puntuacién de probabilidad determinada como



10

15

20

25

30

ES 2 824 108 T3

se ha indicado anteriormente. En este caso, si el paciente esta en (1) el tercil superior, sus niveles de expresion son
significativamente mas altos y tienen una alta probabilidad de desarrollar fibrosis y se determina que la prueba es
positiva; (2) si estan en el segundo tercil o grupo intermedio, su riesgo no se puede determinar con precision; y (3) si
estan en el tercil inferior, tienen una probabilidad muy baja de desarrollar fibrosis. y se determina que la prueba es
negativa.

El kit de ensayo de RT-PCR incluye:

1) Recipiente de cebador (16 tubos con un ensayo de qPCR por tubo para 16 genes, incluido el conjunto de firmas
génicas de 13 paneles de la presente invencion y genes de mantenimiento (ACTB y GAPDH) y la sonda de control
18s). Los ensayos se adquirieron en LifeTech. Los cebadores se exponen mas adelante.

Cebadores para el

ensayo de qPCR

ID de ensayo (LifeTech®) aD(;SpOﬂib”id S(l’ar::;nlo(s) de los
Hs99999901_s1 - ARNr 18s
Hs01060665_g1 INV* ACTB
Hs02758991_g1 INV GAPDH
Hs01067640_m1 INV RXRA
Hs00243321_ml INV WNT9A
Hs00534909_s1 INV FJX1
Hs01006506_m1 INV KLHL13
Hs00698334_m1 INV SERINC5
Hs01935412_s1 INV SPRY4
Hs00704044_s1 INV KAAG1
Hs01565584_m1 INV MET
Hs00395880_m1 INV ASB15
Hs00936461_m1 INV ST5
Hs01369775_g1 INV CHCHD10
Hs00411860_m1 INV RNF149
Hs00820148 g1 INV TGIF1

2) TagMan® Universal Master Mix II: reactivos para las reacciones de qPCR

3) PLACA DE 96 POCILLOS ARRAY TagMan® 6x16

4) Kit de sintesis de ADNc de Agilent AffinityScript QPCR: para la conversion de ARN a ADNc de mayor eficiencia y
totalmente optimizada para aplicaciones de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) * INV = Inventario

Procedimiento experimental y analisis de datos:

El ARN total se extraera de las muestras de biopsia del aloinjerto utilizando el kit Allprep (kit QIAGEN-ALLprep,
Valencia, CA, EE.UU.). El ADNc se sintetizara utilizando el kit AffinityScript RT con cebadores oligo dt (Agilent Inc.
Santa Clara, CA). Ensayos de qPCR TaqMan para el conjunto de 13 firmas génicas, 2 genes de mantenimiento
(ACTB, GAPDH) y 18s se adquieren en ABI Life Technology (Grand Island, NY). Los experimentos de qPCR se
realizaran en ADNc usando la mezcla universal TAQMAN vy las reacciones de PCR se monitorizaran y adquiriran
usando un sistema ABI7900HT. Las muestras se mediran por triplicado. Se generaran los valores de los tiempos de
ciclo (CT) para el conjunto de firmas génicas de 13 miembros, asi como los 2 genes de mantenimiento. El valor de
ACT de cada gen se calculara restando el valor de CT promedio para los genes de mantenimiento del valor de CT
de cada gen y luego se aplicara un modelo de ajuste de regresion logistica penalizado utilizando un paquete logistf R
en los valores de ACT para derivar el modelo estadistico a partir del cual se calculara la puntuacién de probabilidad
alta para cada paciente.

log %: Bio-B 1git+ Bligit...+ Brisgis
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donde (p (x) es la probabilidad de un CADI alto, 3* es el coeficiente penalizado y gi es la expresion ACT del gen i)
Segun la puntuacion de probabilidad, la prediccion de AUC, la sensibilidad/especificidad, se determinaran los valores
predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) determinados. Con una especificidad dada (90 %), se establecera un
punto de corte 6ptimo que categorice mejor el riesgo de fibrosis renal del paciente.

Ejemplo A

Una cohorte independiente de 45 pacientes de cohorte (18: CADI 22 y 27: CADI <2) se utiliz6 como conjunto de
entrenamiento para el ensayo de gPCR. Las muestras de ARN se extrajeron y se sometieron a experimentos de
gPCR utilizando este kit de ensayo de gPCR. Después de la adquisicion y normalizacion de datos, se construy6 un
modelo logistico penalizado con los siguientes valores de 3 (Tabla 1) y el AUC de predicciéon en el conjunto de
entrenamiento fue 0,866. El modelo estadistico basado en el conjunto de entrenamiento se utilizara para predecir la
probabilidad de fibrosis renal para nuevas muestras y el punto de corte de probabilidad es 0,548 con una
especificidad del 90 %.

Tabla 1. Parametros para el modelo de regresion logistica penalizado del conjunto de entrenamiento de

gPCR
B sd(B) 95 inferior |95 superior | Chicu

(Interseccion) -0,365 5,499985 11,1826 10,41205 0,005216
KLHL13 0,121359 0,121611 0,06046 0,514791 1,642695
MET -0,31735 0,247157 0,93868 0,066704 2,564086
KAAG1 0,279196 0,532691 0,75299 1,40152 0,266769
SERINC5 0,110388 0,492916 -0,785 1,022298 0,06097
CHCHD10 0,594793 0,513221 0,32058 1,637405 1,58411
SPRY4 -0,39334 0,721153 2,26251 0,839415 0,349045
FJX1 0,204501 0,33905 0,43074 0,932129 0,403804
RNF149 0,06954 0,457496 0,73284 0,898595 0,03126

ST5 0,740591 0,767047 0,48276 2,930863 1,272416
TGIF1 -0,40004 0,454692 1,32842 0,344652 1,089256
RXRA -0,28701 0,237485 0,76594 0,099958 2,098098
ASB15 -0,23106 0,173426 -0,6974 0,062775 2,251056

Kit de ensayo Nanostring:
El kit de ensayo Nanostring incluye:

1) Conjunto de codigos personalizado (conjuntos de sondas con codigo de barras para el panel de 13 genes que
incluyen 3 genes de mantenimiento y controles negativos proporcionados por Nanostring) Envase

2) nCounter® Master Kit que incluye nCounter Cartridge, nCounter Plate Pack y nCounter Prep Pack

3) QIAGEN RNeasy® Kit para extraccion de ARN total de alta calidad

Experimentos de Nanostring:
El ARN total se extraera con el kit QIAGEN RNeasy® siguiendo el protocolo del fabricante; Las sondas de codigo de
barras se hibridaran con el ARN total en solucion a 65 °C con el kit maestro. La sonda de captura capturara el

objetivo que se inmovilizara para obtener datos.

Después de la hibridacién, la muestra se transferira a Counter Pre Station y la sonda/objetivo se inmovilizara en el
nCounter Cartridge y, a continuacion, el analizador digital nCounter Digital Analyzer contara las sondas.

Analisis de datos transcriptémicos de ARNm
Los datos de recuento en bruto del analizador Nanostring se procesaran en el siguiente procedimiento: los datos de

recuento en bruto se normalizaran en primer lugar al recuento de los genes de mantenimiento y se filtraran los
ARNmM con recuentos inferiores a la mediana mas 3 desviaciones estandar de los recuentos de controles negativos.
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Debido a la variacion de datos que surge del lote de reactivo, el recuento de cada ARNm de diferentes lotes de
reactivos se calibrara multiplicando un factor de la relacion de los recuentos promediados de las muestras en
diferentes lotes de reactivos. Los recuentos calibrados de diferentes lotes experimentales se ajustaran aun mas
mediante el paquete ComBat.

A continuacion, se aplicara un modelo de ajuste de regresion logistica penalizado que utiliza el paquete logistf R
sobre los valores de recuento normalizados para derivar el modelo estadistico a partir del cual se calculara la
puntuacién de probabilidad para cada paciente.

Los datos de recuento en bruto del analizador Nanostring se procesaran en el siguiente procedimiento: los datos de
recuento en bruto se normalizaran primero al recuento de los genes de mantenimiento y se filtraran los ARNm con
recuentos inferiores a la mediana mas 3 desviaciones estandar de los recuentos de los controles negativos. Debido
a la variacion de datos que surge del lote de reactivo, el recuento de cada ARNm de diferentes lotes de reactivos se
calibrara multiplicando un factor de la relacién de los recuentos promediados de las muestras en diferentes lotes de
reactivos. Los recuentos calibrados de diferentes lotes experimentales se ajustaran aun mas mediante el paquete
ComBat.

A continuacion, se aplicara un modelo de ajuste de regresion logistica penalizado que utiliza el paquete logistf R
sobre los valores de recuento normalizados para derivar el modelo estadistico a partir del cual se calculara la
puntuacién de probabilidad de alta probabilidad para cada paciente.

( ) _ 0% ® ® ®
log #x(x)— B oP g1t Brigit....t P13gis

donde (p (x) es la probabilidad de un CADI alto, 3% es el coeficiente penalizado y gi es el recuento del gen i)

Segun la puntuacion de probabilidad, la prediccion de la AUC, la sensibilidad/especificidad, se determinaran los
valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN). Con una especificidad dada (90 %), se establecera un punto
de corte 6ptimo que categorice mejor el riesgo de fibrosis renal del paciente. Esto puede ser un claro punto de corte
en dos grupos, ya que si estan en el grupo superior tienen una alta probabilidad de desarrollar fibrosis y se
determina que la prueba es positiva, pero si estan en la parte inferior tienen una probabilidad muy baja de desarrollar
fibrosis y se determina que la prueba es negativa. La alternativa es que los pacientes pueden dividirse en terciles
segun lo anterior, su puntuacion de probabilidad determinada como se ha indicado anteriormente. En este caso, si el
paciente se encuentra en (1) el tercil superior, tiene una alta probabilidad de desarrollar fibrosis y se determina que
la prueba es positiva; (2) estan en el segundo tercil o grupo intermedio, su riesgo no se puede determinar con
precision; y (3) estan en la parte inferior, tienen una probabilidad muy baja de desarrollar fibrosis y se determina que
la prueba es negativa.

Experimentos MiSEQ:
El kit de ensayo MIiSEQ incluira:

1) Custom Assay (conjuntos de sondas con cédigo de barras para el panel de 13 genes, incluido el panel de 5
genes de mantenimiento)

2) lllumina® TruSeq® RNA Sample Preparation Kit v2

3) QIAGEN RNeasy® Kit para extraccion de ARN total de alta calidad

Experimentos MiSEQ:

El ARN total se extraerd con el kit QIAGEN RNeasy®. La biblioteca de secuenciacion se generara utilizando
lllumina® TruSeq® RNA Sample Preparation Kit v2 siguiendo el protocolo del fabricante: brevemente, el ARNm que
contiene poliA se purificara primero y se fragmentara a partir del ARN total. La sintesis de ADNc de la primera
cadena se realizara utilizando un cebador hexamero aleatorio y transcriptasa inversa seguida de la sintesis de ADNc
de la segunda cadena. Después del proceso de reparacion final, que convierte los salientes en extremos romos de
ADNCc, se afadiran multiples adaptadores de indexacién al final del ADNc bicatenario. A continuacioén, se realizara
una PCR para enriquecer los objetivos utilizando los pares de cebadores especificos para el panel de genes y los
genes de mantenimiento. Finalmente, las bibliotecas indexadas seran validadas, normalizadas y agrupadas para la
secuenciacion en el secuenciador MiSEQ.

Analisis de datos transcriptémicos de ARNm

Los datos de RNAseq en bruto generados por el secuenciador MISEQ se procesaran mediante el siguiente
procedimiento: Las lecturas con buena calidad se alinearan en primer lugar con varias bases de datos de referencia
humanos, incluido el genoma humano hg19, exdn, unién de corte y empalme de unidon y base de datos de
contaminacion, incluyendo secuencias de ARN de ribosomas y mitocondrias utilizando el algoritmo de alineacion
BWA conocido. Después de filtrar las lecturas asignadas a la base de datos de contaminacion, las lecturas que estan
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alineadas de forma Unica con un maximo de 2 apareamientos de bases erréneos con las regiones de amplicon
deseadas se contaran después como nivel de expresion para el gen correspondiente y se someteran ademas a la
normalizacion de cuantiles en las muestras después de la transformacion log2.

A continuacion, se aplicara un modelo de ajuste de regresion logistica penalizado que utiliza el paquete logistf R
sobre los valores de recuento normalizados para derivar el modelo estadistico a partir del cual se calculara la
puntuacién de probabilidad de alta probabilidad para cada paciente.

( ) _ n* ® ® ®
log%— BoPigit Brigit....t P 13gi3

(donde (p(x) es la probabilidad de un CADI alto, 3*i es el coeficiente penalizado y gi es el recuento del gen i). Segun
la puntuacién de probabilidad, la prediccion de la AUC, la sensibilidad/especificidad, se determinaran los valores
predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN). Con una especificidad dada (90 %), se establecera un punto de corte
optimo que categorice mejor el riesgo de fibrosis renal del paciente. Esto puede ser un claro punto de corte en dos
grupos, ya que si estan en el grupo superior tienen un nivel de transcripcion significativamente mas alto del conjunto
de firmas génicas de 13 miembros y tienen una alta probabilidad de desarrollar fibrosis y se determina que la prueba
es positiva, pero si estan en la parte inferior tienen una probabilidad muy baja de desarrollar fibrosis y se determina
que la prueba es negativa. La alternativa es que los pacientes pueden dividirse en terciles segun lo anterior, su
puntuacién de probabilidad determinada como se ha indicado anteriormente. En este caso, si el paciente se
encuentra en (1) el tercil superior, tiene un nivel de transcripcion significativamente mas alto del conjunto de firmas
génicas de 13 miembros y una alta probabilidad de desarrollar fibrosis y se determina que la prueba es positiva; (2)
estan en el segundo tercil o grupo intermedio, su riesgo no se puede determinar con precision; y (3) estan en la parte
inferior, tienen una probabilidad muy baja de desarrollar fibrosis y se determina que la prueba es negativa.

El desarrollo de un conjunto de genes predictivos que identifica poco después del trasplante a los pacientes que
tienen un mayor riesgo de lesion progresiva del injerto tiene varias aplicaciones: terapia de individualizaciéon basada
en el perfil de riesgo, incluida la seleccién de individuos "en riesgo" para una terapia de individualizacion temprana
basada en el perfil de riesgo que incluye dirigirse a individuos "en riesgo" para una intervencion temprana y
minimizar la terapia en aquellos con buen prondstico. Ademas, se puede utilizar para la estratificacion del riesgo en
ensayos clinicos, lo que permite probar nuevos regimenes terapéuticos en poblaciones especificas.

En resumen, se ha desarrollado y validado una firma génica de biopsias de protocolo de aloinjertos renales que
funcionan de manera estable a los 3 meses. La firma génica identifica a los receptores de aloinjertos de rifidn en
riesgo de deterioro histologico y deterioro funcional a los 12 meses. Esta firma génica fue validada externamente
para predecir aloinjertos que sufrieron diversos resultados adversos, que representan los rifiones en riesgo a medio
y largo plazo. La firma génica también tiene el potencial de identificar receptores de aloinjertos de menor riesgo que
pueden beneficiarse con menos intensidad.

La presente invencion se refiere a métodos para identificar receptores de aloinjertos de rifién que estan en riesgo de
desarrollar una lesion crénica del injerto, expresada como fibrosis intersticial y atrofia tubular (FI/AT). Los pacientes
pueden monitorizarse a los 3, 6, 9, 12 meses y, posteriormente, anualmente. Cuando se identifica que los pacientes
tienen riesgo de desarrollar una lesion crénica del aloinjerto, la presente invencion incluye métodos para tratar tales
pacientes. Los enfoques de tratamiento serian los siguientes: en pacientes identificados como de alto riesgo de
fibrosis cronica del aloinjerto con bajo riesgo inmunolégico determinado por parametros, incluidos ausencia del
rechazo agudo, rechazo subclinico, incluido rechazo subclinico limitrofe en la biopsia segun lo definido por los
criterios de Banff (American Journal of Transplantation 2008; 8: 753-760), anticuerpos especificos del donante y un
panel de anticuerpos reactivos calculado bajo (PRA, una medida de anticuerpos anti-HLA), los métodos incluyen, sin
limitacion, retirada del inhibidor de la calcineurina (CNI), tales como ciclosporina o tacrolimus, y sustitucion por un
farmaco inmunosupresor menos fibrogénico, TAL como belatacept o sirolimus; y, en aquellos pacientes identificados
como de alto riesgo de fibrosis crénica del aloinjerto con rechazo subclinico, incluido rechazo subclinico Limitrofe en
la biopsia, segun la definicion de los criterios de Banff (American Journal of Transplantation 2008; 8: 753-760), dado
que el rechazo subclinico puede contribuir al desarrollo de fibrosis, los métodos incluyen, sin limitacion, aumento de
la inmunosupresion, tal como un aumento de la dosis de inhibidor de la calcineurina (CNI), tal como ciclosporina o
tacrolimus o adicién de otro agente, tal como prednisona o micofenolato de mofetilo.

Ademas, los pacientes que se identifica que estan en riesgo de desarrollar una lesion crénica del aloinjerto pueden
tratarse con agentes antifibroéticos, tal como pirfenidona, relaxina, proteina morfogenética 6ésea 7 (BMP-7), factor de
crecimiento hepatico (HGF) 6.

La presente invencion se describe a continuacion usando ejemplos con los que se pretende describir mas la
invencion sin limitar el alcance de la misma.

En los ejemplos siguientes, se utilizaron los siguientes materiales y métodos.
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Poblacion de pacientes y muestras de biopsia

Los criterios de exclusiéon para los pacientes descritos en el presente documento incluyeron una compatibilidad
cruzada T/B-CDC positiva, desensibilizacion para anticuerpos especificos del donante, receptores pediatricos e
incapacidad para dar su consentimiento. Se obtuvieron biopsias de aloinjerto renal de protocolo a los 0, 3, 12 y 24
meses postrasplante en 3 lugares, y a los 0 y 24 meses en 2 lugares. Se realizaron biopsias de protocolo a los tres
meses a 244 pacientes, 204 de los cuales tenian una biopsia correspondiente a los 12 meses. Se realizé una
micromatriz en las primeras 159 biopsias de protocolo de 3 meses en adelante "m3_Bx") y las 45 restantes se
utilizaron para validacion.

Coleccién de datos

Los datos de donantes y receptores se recopilaron al inicio del estudio. La informacién del donante incluyd la edad
del donante, la raza, el sexo, HLA, la causa de la muerte, el estado de vivo frente a fallecido (SCD, ECD o DCD). Los
datos del receptor incluyeron la edad, el sexo, la raza, la causa de la enfermedad renal en etapa terminal (ESRD)
HLA, PRA, anticuerpos anti-HLA, el tiempo isquémico frio (CIT), la funcion retardada del injerto (DGF), la
inmunosupresion de induccién y mantenimiento, el estado de citomegalovirus (CMV), los estados del virus de la
hepatitis C (VHC) y del virus de la hepatitis B (VHB), la duracién 3, 6, 12 y 24 meses, incluyendo exploracion fisica,
infecciones actuales, resultados de laboratorio (CBC, BUN, creatinina, panel metabdlico y niveles de
inmunosupresion). Ademas, los datos clinicos se recopilaron cuando se realizd una biopsia clinicamente indicada.

Prueba de deteccién de anticuerpos HLA

Se analizé el suero para detectar anticuerpos anti-HLA circulantes al inicio del estudio utilizando perlas One Lambda
Labscreen® (One Lambda Inc, Canoga Park, CA). Se consider6 positiva una intensidad media de fluorescencia
(MFI)> 1.000. Las muestras se analizaron en un Luminex LabScan 200™ usando el software HLA Fusion. Los
anticuerpos especificos del donante (DSA) se determinaron utilizando la tipificacion de HLA del donante y del
receptor. Se excluyo del estudio a los pacientes con DSA preformados que requerian protocolos de desensibilizacion
antes 0 en el momento del trasplante.

Histopatologia y clasificacién diagndstica

Se tomaron dos nucleos de tejido de cada una de las biopsias renales de protocolo de 3 meses y 1 afio de la cohorte
de estudio. Un nucleo se proceso para histologia y el otro nicleo se procesé para ARNm. Cuando solo se pudo
obtener un nucleo, se dio prioridad al ARNm.

Las biopsias renales se procesaron y leyeron de forma centralizada. Las secciones incluidas en parafina y fijadas en
formalina se procesaron para tinciones histoldgicas (hematoxilina y eosina, acido peryddico de Schiff, tricromico y
tinciones elasticas Weigerts). La inmunohistoquimica para C4d se realizé en un tefiidor automatico en secciones de
parafina tefiidas con un anticuerpo policlonal de conejo (American Research Products, Inc.). Todas los portaobjetos
se escanearon con un escaner de portaobjetos completo (Aperio CS) y las imagenes digitales de alta resolucion se
archivaron en una base de datos de imagenes.

Las biopsias se evaluaron y puntuaron por separado por 2 anatomopatélogos renales, sin conocimiento de los datos
clinicos, utilizando la conocida Clasificacion de Banff 2007 revisada para la anatomopatologia del aloinjerto renal (6).
Cuando los diagnésticos fueron discordantes, se realizd una reunion con un tercer anatomopatélogo para un
diagndstico de consenso. La puntuacion se realizo en todas las imagenes del portaobjetos completo para todos los
casos. Las puntuaciones se introdujeron en una base de datos Filemaker Pro personalizada que calculd las
categorias de Banff y el indice de Dafio Crénico de Aloinjertos (CADI).

Experimentos en micromatriz, andlisis de datos y validacién cruzada

Los detalles de los experimentos de micromatrices y el andlisis de datos se describen a continuacién. En resumen,
se extrajeron muestras de ARN total de muestras de biopsia y se sometieron a experimentos de micromatriz
utilizando la matriz de exdn humano Affymetrix 1.0 ST. Los datos de intensidad a nivel de gen se extrajeron con el
algoritmo RMA 7 y se corrigieron para el efecto de lote experimental utilizando el paquete 8 ComBat R de cédigo
abierto después de la evaluacion de calidad. Los genes cuyas expresiones se correlacionaron con CADI a los 3 0 12
meses se identificaron mediante analisis de correlaciones de Spearman y, a continuacion, se sometieron a
enriquecimiento general en Ontologia Génica. Las funciones/rutas de GO asociadas con genes correlacionados con
CADI del analisis de correlacion también se validaron con el Analisis de Enriquecimiento del Conjunto d Genes
(GSEA) (9).

Para identificar un conjunto minimo de genes para predecir la fibrosis renal futura, se empled un conjunto de genes
de foco. El conjunto de genes se asocid especificamente con CADI de 12 meses segun lo determinado por un
analisis de aleatorizacion de 100 veces seguido de la correccion de los parametros clinicos de confusion (CIT,
donante fallecido, edad del donante, anticuerpos anti HLA, rechazo agudo). Se identific6 un conjunto de genes
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6ptimo con la mejor puntuacion AUC de prediccion después de 5.000 iteraciones de un modelo de ajuste de
regresion logistica penalizado en el conjunto de genes de foco. El conjunto de genes se validé de forma cruzada
utilizando un método de validacién cruzada de 3 veces con 100 iteraciones en nuestros datos. El conjunto de genes
se validoé aun mas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) en una cohorte de pacientes
independiente y también mediante el analisis de tres conjuntos de datos independientes disponibles publicamente de
diferentes plataformas de matriz (11-13). Los archivos de expresidon de micromatriz se publican en el sitio web de
Gene Expression Omnibus (GSE).

Analisis estadistico de datos clinicos

Se utilizaron estadisticas descriptivas (medias y desviaciones estandar) para resumir las caracteristicas basales de
donantes y receptores, y se compararon entre los grupos de estudio (CADI-12 alto frente a CADI-12 bajo, con
progresion frente a sin progresion) utilizando la prueba de chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher. Las
comparaciones univariadas de variables continuas se realizaron mediante una prueba T no pareada (prueba de
Mann-Whitney para el analisis no paramétrico correspondiente). Se trazaron curvas de Kaplan-Meier para la
duracion del estudio, con pérdida del injerto (no censurado por muerte) como resultado. Las curvas de supervivencia
de los diferentes grupos se compararon mediante la prueba de rango logaritmico y las pruebas de Gehan-Breslow-
Wilcoxon. P <0,05 se consideré significativa (GraphPad Prism version 5.03, Graphpad inc, La Jolla, CA). Para
determinar los factores predictivos de tener un CADI alto (puntuacion 22) a los doce meses del trasplante, Se realizé
una regresion logistica multiple utilizando la seleccion de predictores hacia atras. Los predictores evaluados fueron:
edad del donante, raza del donante, sexo del donante, estado del donante, rechazo agudo antes de los 3 meses,
raza del receptor, sexo del receptor, donante de criterios expandidos, terapia inmunosupresora de induccion y
mantenimiento y la presencia de anticuerpos anti-HLA. El tiempo de isquemia fria y la funcion retardada del injerto se
consideraron en un analisis de subgrupos que incluyé unicamente donantes fallecidos. Se construyeron modelos
logisticos utilizando los mismos predictores para evaluar los factores predictivos de progresién al mes 12 en la
poblaciéon de trasplantes completos y en la poblacion de donantes fallecidos Unicamente. Todos los analisis se
completaron utilizando SAS version 9.2 (SAS, Cary, Carolina del Norte).

Métodos suplementarios

Obtencion de datos clinicos

Los datos de donantes y receptores se recopilaron al inicio del estudio. La informacion del donante incluyé la edad,
la raza, el sexo, el genotipo HLA, la causa de muerte y el estado del aloinjerto (es decir, SCD, ECD o DCD). Los
datos del receptor incluyeron la edad, el sexo, la raza, la causa de ESRD, el genotipo HLA, PRA, la presencia y el
tipo de anticuerpos anti-HLA, el estado de coincidencia cruzada, el tiempo de isquemia fria (CIT), la funcion
retardada del injerto (DGF), el régimen de inmunosupresion, el estado de CMV, el estado de VHC y VHB, el estado
de dialisis, la modalidad de didlisis, el historial de transfusiones, los antecedentes de embarazo y los trasplantes
previos.

Histopatologia:

Se tomaron dos nucleos de tejido de cada una de las biopsias renales de protocolo de 3 meses y 1 afio de la cohorte
de Gendmica de la cohorte de Rechazo Crénico del Aloinjerto (GoCAR). Un nucleo se proceso para histologia y el
otro nucleo se procesé para ARNm. Cuando solo se pudo obtener un nucleo, se dio prioridad al ARNm a los 3
meses y a la histologia a los 12 meses. Las biopsias renales se procesaron y leyeron de forma centralizada. Las
secciones incluidas en parafina y fijadas en formalina se procesaron para tinciones histologicas (hematoxilina y
eosina, acido peryddico de Schiff, tricromico y tinciones elasticas Weigerts). La inmunohistoquimica para C4d se
realiz6 en un tefiidor automatico en secciones de parafina tefiidas con un anticuerpo policlonal de conejo (American
Research Products, Inc.). Todos los portaobjetos se escanearon con un escaner de portaobjetos completo (Aperio
CS) e imagenes digitales de alta resolucion y se archivaron en una base de datos de imagenes.

Las biopsias se evaluaron y puntuaron por separado por 2 anatomopatélogos renales, sin conocimiento de los datos
clinicos, utilizando la clasificacion revisada de Banff 2007 para anatomopatologia del aloinjerto renal 1 (referencia
SIS). Cuando los diagndsticos fueron discordantes, se realizd una reunién con un tercer anatomopatélogo para un
diagnéstico de consenso. La puntuacion se realizo en todas las imagenes del portaobjetos completo para todos los
casos. Las puntuaciones se introdujeron en una base de datos Filemaker Pro personalizada que calculd las
categorias de Banff y el indice de Dafio Crénico de Aloinjertos (CADI). La puntuacién CADI es una puntuacion
compuesta que incluye seis componentes histolégicos: esclerosis de la intima vascular (cv), atrofia tubular (ct),
fibrosis intersticial (ci), inflamacion intersticial (i), aumento de la matriz mesangial (mm) y glomeruloesclerosis (g).
Cada componente se puntia entre 0 y 3, dando una puntuacion maxima posible de 18. Varios autores 2-3 han
validado las puntuaciones CADI en biopsias de protocolo para que se correlacionen directamente con los resultados.

Experimentos en micromatriz

El ARN total se extrajo de muestras de biopsia de aloinjerto percutaneo obtenidas 3 meses después del trasplante
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utilizando el kit All prep (kit QIAGEN-ALLprep, Valencia, CA, EE.UU.) y se estabilizé con RNA-later (Qiagen, Inc). La
calidad del ARN se evaluo utilizando Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Las muestras con un numero de
integridad de ARN superior a ocho se utilizaron en experimentos de micromatriz posteriores. Se utilizaron matrices
1.0 ST de raton Affymetrix siguiendo el protocolo estandar proporcionado por el fabricante (Affymetrix Inc.). En
resumen, se aplicé un kit de amplificacion y etiquetado ENCORE (NuGen, San Carlos, CA) al primer lote de
muestras comenzando con aproximadamente 100 ng de ARN total para generar fragmentos de ARN marcados con
biotina para la hibridacién con el chip. Para muestras con baja concentracién de ARN, se aplicé el kit de
amplificacion Nugen Ovation PICO (NuGen, San Carlos, CA). Los chips se escanearon usando GeneChip Scanner
7G (Affymetrix Inc.).

Procesamiento de datos de micromatriz

Los datos de intensidad de los experimentos de micromatriz a nivel de genes se extrajeron y resumieron con el
algoritmo RMA4. La calidad de los datos se evalué mediante la Affymetrix Expression Console (Affymetrix Inc). Los
conjuntos de sondas de control de Affymetrix y los conjuntos de sondas con baja intensidad en todas las muestras
se excluyeron del analisis posterior. Los efectos por lotes se ajustaron utilizando el paquete ComBat R5.

Analisis bioinformaticos

El flujo de trabajo del analisis bioinformatico se realiz6 con paquetes estadisticos R. El objetivo de los analisis fue
derivar un conjunto relativamente robusto de genes (~ 10-20) que predice el desarrollo de nefropatia crénica por
aloinjerto.

Identificacion de la firma transcripcional del aloinjerto:

Se realizaron analisis de correlacion de Spearman en los datos de expresion génica del aloinjerto de 3 meses para la
puntuacion CADI del aloinjerto de 3 meses (CADI-3) asi como la puntuacion CADI de 12 meses (CADI-12). El
coeficiente de correlacion y el valor p para la relacion entre el nivel de expresion y la puntuacion CADI se calcularon
para cada gen. La pendiente de la expresion génica frente a la puntuacion CADI también se calcul6 utilizando un
modelo de regresion lineal. Se seleccionaron genes con un valor de p <0,05. Se generaron dos listas de genes con p
<0,05 correspondientes a las puntuaciones CADI de 3 meses o de 12 meses. Los mecanismos anotados funcionales
y moleculares de estas dos listas de genes se determinaron mediante analisis de enriquecimiento por Ontologia
Génica (GO) basado en la prueba exacta de Fisher. Como alternativa, se analizé el conjunto de datos de expresion
génica para determinar las funciones bioldgicas que se enriquecen en biopsias con puntuaciones CADI mas altas.
Para lograr esto, se aplico el analisis de enriquecimiento del conjunto de genes (GSEA) (6-7) a todo el conjunto de
datos de micromatriz y se determinaron las funciones de los genes que se enriquecen en muestras con una
puntuacion alta de CADI (CADI=2) frente a aquellas con una puntuacion baja de CADI (CADI <2). Se determinaron
los términos de GO superiores asociados con los grupos de CADI alto y bajo, y se compararon con los resultados del
analisis de enriquecimiento de GO derivados de los andlisis de correlacion entre el nivel de expresion génica y la
puntuacién CADI descritos anteriormente.

Analisis de prediccion:

Para derivar un conjunto de genes centrales mas significativo de la gran lista de genes que tienen una asociacion
estadisticamente significativa con las puntuaciones CADI, la lista de genes se filtré aplicando varios modelos de
prediccion estadistica. En primer lugar, toda la cohorte de pacientes se asigné aleatoriamente a 2 grupos en una
proporcion de 1:1. Se aplicé el analisis de correlacion de Spearman para determinar los genes con niveles de
expresion que se correlacionaron con la severidad de la puntuacién CADI a los 3 y 12 meses. La aleatorizacion 1:1
se repitio 100 veces y se realizd un andlisis de correlacion de la expresion génica con la puntuacion CADI a los 3 y
12 meses para cada una de las 100 iteraciones. Los genes que ocurrieron mas de dos veces en las 100 iteraciones
de la aleatorizacion con una correlacion de una P <0,05 con CADI en ambos grupos se consideraron como un
conjunto de genes centrales a partir del cual se identificd un conjunto de prediccién minima para predecir la fibrosis
renal. Los genes que eran exclusivos del conjunto de genes centrales de CADI-12 (es decir, genes no compartidos
con el conjunto de genes centrales CADI-3) se derivaron y se filtraron mediante la correccidon de los factores de
confusion clinicos (edad del donante, donante vivo frente a donante fallecido, sexo y raza del donante, CIT min,
terapia de induccion, anticuerpos anti-HLA de clase | y Il) mediante analisis de regresion lineal multiple, asi como la
exclusion de genes con una mediana de intensidad log2 baja de menos de 5.

Finalmente, se realizé un ajuste de modelo logistico iterativo (5.000 iteraciones) con el fin de identificar un conjunto
de genes minimo y 6ptimo para la prediccion de fibrosis renal futura. Inicialmente, se seleccionaron al azar 20 genes
del conjunto de genes centrales de CADI-m12 filtrados. Los datos de expresion del grupo de 20 genes se ajustaron
al modelo de regresion logistica penalizado para la prediccion de CADI alto (CADI =2) y bajo (CADI <2). Los genes
con asociacion significativa con CADI alto/bajo (p <0,05) se identificaron a partir del modelo de regresion para cada
uno del grupo de 20 genes. Las etapas anteriores se repitieron 5.000 veces. Se identificaron genes estadisticamente
significativos (P <0,05) de cada operacion iterativa. Se calculd la aparicion de genes significativos de las 5.000
iteraciones. Finalmente, los 40 genes principales clasificados por el nimero de apariciones se volvieron a aplicar al
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modelo de regresion logistica penalizado para la prediccion de CADI alto frente a bajo. Los genes estadisticamente
significativos (P <0,05) que utilizan este modelo se consideraron el conjunto de genes 6ptimo final. La puntuacién de
el AUC y la sensibilidad y la especificidad se calcularon a partir del modelo de regresion logistica utilizando el
conjunto de genes 6ptimo final. Las curvas de caracteristicas operativas del receptor del conjunto de genes 6ptimo
final se compararon con conjuntos de genes seleccionados al azar de igual tamafio para predecir CADI alto frente a
bajo para demostrar que el conjunto de genes 6ptimo final dio la mejor prediccion. Ademas, se seleccionaron 10.000
conjuntos de genes seleccionados al azar y se calcularon las AUC de estos conjuntos de genes y se compararon
con el AUC del conjunto de genes 6ptimo final.

El conjunto de genes 6ptimo final se validé de forma cruzada utilizando un método de validaciéon cruzada de tres
veces. En resumen, los pacientes se dividieron aleatoriamente en 3 grupos de igual tamarfio y el mismo nimero de
pacientes con CADI alto y bajo y los datos de dos grupos cualesquiera se utilizaron como conjunto de entrenamiento
con el tercero como conjunto de prediccion. El modelo de regresion logistica penalizado que se construyé en el
conjunto de entrenamiento se aplicé al conjunto de prediccion para predecir el resultado y las tasas de verdaderos y
falsos positivos. La precision de la prediccion se calculd a partir del conjunto de datos de prediccion y luego se
promedié a partir de tres posibles permutaciones. Las etapas se repitieron mas de 100 veces. Se calcularon las
tasas globales de positivos verdaderos o falsos y la precision de la prediccion. Se trazo la distribucion de las AUC en
el conjunto de pruebas en funcion del modelo derivado utilizando el conjunto de entrenamiento para 100 iteraciones.
Para evaluar aun mas la confianza de la prediccion, las etiquetas de grupo se asignaron aleatoriamente a los
pacientes y el AUC se calculdé sobre los datos permutados de la etiqueta de grupo. Las etapas anteriores se
repitieron 10.000 veces y se calculd la proporcién de AUC de 10.000 iteraciones mas altas que las AUC originales.

También se realiz6 la prediccion de CADI alto/bajo en diferentes umbrales de CADI-12 (CADI-12 23 alto o CADI-12
24 alto) para evaluar la solidez de la prediccion de 13 conjuntos de genes. Para investigar si la prediccion por el
conjunto de genes es superior a la prediccion por variables clinicas, se realizé6 una regresion logistica multivariada
para la prediccion de CADI-12 alto/bajo al incluir las siguientes variables demograficas/clinicas: CADI-3, edad del
donante, donante fallecido, riién ECD, DGF, sexo, raza, CIT_min, terapia de induccién, Ab anti-HLA de clase |, Ab
anti-HLA de clase Il, Tacrolimus y CYA. Después de la seleccion escalonada, las variables que siguieron siendo
significativas se utilizaron en el modelo final. A continuacion, se calcul6 el AUC para la curva ROC del modelo final y
se comparo con la prediccion CADI-12 con el conjunto de genes. Por dltimo, para comprobar si la inflamacion fue la
causa del conjunto de 13 genes, la precision de la prediccion del rechazo agudo se evalu6 a los 12 meses en 101
pacientes y el CADI-12 alto/bajo para los pacientes sin rechazo agudo.

Para probar si el conjunto de genes podria predecir la pérdida temprana del injerto después del trasplante para los
155 pacientes originales después de la exclusion de los 4 pacientes que murieron con un injerto en funcionamiento,
en primer lugar se aplicé un modelo de prediccidn de regresion logistica con el conjunto de genes solo entre aquellos
pacientes que habian tenido pérdida del injerto en los 3 afios o habian sido seguidos durante al menos tres afios sin
pérdida del injerto y se calculé la AUC. En segundo lugar, se realizé un andlisis de supervivencia en los 155
pacientes para examinar si el conjunto de genes esta asociado con la pérdida del injerto: el analisis de componentes
principales (PCA) sobre los datos de expresion de los 13 genes se realizd inicialmente y los 10 componentes
principales (PC) principales se aplicaron al modelo de riesgos proporcionales de Cox del tiempo hasta la pérdida del
injerto. Se seleccionaron los componentes principales (PC) que estaban significativamente asociados con la pérdida
del injerto (p <0,05) y se utilizé la combinacion lineal de valores propios de componentes significativos multiplicados
por los coeficientes de los PC correspondientes del modelo de Cox como puntuacion de riesgo del conjunto de
genes (puntuacion GR). Las variables demograficas y clinicas, incluyendo CADI-3, la funcién retardada del injerto, el
rechazo agudo a los 3 meses o antes, los anticuerpos contra HLA1 o HLA2, la raza del donante, la edad del
donante, la raza del receptor, la edad del receptor, el estado del donante (vivo/fallecido) y la terapia de induccion,
solos o junto con las puntuaciones de riesgo del conjunto de genes se ajustaron en el modelo de riesgos
proporcionales de Cox del tiempo hasta la pérdida del injerto para el investigador si alguna de las variables
demograficas o clinicas esta asociada con la pérdida del injerto. A continuacion, los pacientes se estratificaron en
dos poblaciones segun la puntuacién de riesgo del conjunto de genes (puntuacién GR) para el analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier. Finalmente, se representé graficamente la ROC dependiente del tiempo para la
prediccion de la pérdida del injerto dentro de los 2 o 3 afos posteriores al trasplante y se calcularon las AUC.

Validacioén del conjunto de genes:

El conjunto de genes 6ptimo final también se validé en dos conjuntos de datos publicos independientes. Ambos
conjuntos de datos publicos estaban en la plataforma Affymetrix GeneChip HU430plus2 (GSE213748, GSE259029).
Los datos en bruto de estos conjuntos de datos publicos se procesaron en Affymetrix Expression Console de manera
similar a lo que se ha descrito anteriormente para el conjunto de datos reivindicado. Se extrajeron los datos de
expresion para cada uno de los genes en el conjunto de genes 6ptimo final. Las predicciones de los datos clinicos
(pérdida del injerto después de la biopsia en cualquier momento para GSE21374 y aquellos con progresion/sin
progresion segun la puntuacién CADI para GSE25902) se realizaron utilizando el modelo de regresion logistica
penalizado. Las puntuaciones de AUC para cada uno de estos 2 conjuntos de datos se calcularon de las curvas
ROC para la especificidad de la prediccion sobre la sensibilidad. El analisis del tiempo hasta la pérdida del injerto en
el conjunto de datos 1 también se realiz6 (GSE21374) usando el mismo enfoque que para el conjunto de datos
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GOCAR.

El conjunto de genes 6ptimo también se aplicé para predecir los individuos que han progresado y los que no han
progresado usando el mismo enfoque descrito anteriormente. Los pacientes que tenian CADI-3<3 y demostraron un
ACADI=2 a los 12 meses se consideraron con progresion y aquellos que tenian ACADI <1 se consideraron sin
progresion. Se realizaron evaluaciones similares para aquellos con puntuacion CADI a los 24 meses y también para
los pacientes con CADI-3<2.

Ejemplo de gPCR

El ARN total se extrajo de muestras de biopsia de aloinjerto de 45 pacientes de cohortes independientes (18: CADI
22 y 27:CADI <2) usando Allprep kit (QIAGEN-ALLprep kit, Valencia, CA, EE.UU.). El ADNc se sintetizara utilizando
el kit AffinityScript RT con cebadores oligo dt (Agilent Inc. Santa Clara, CA). Ensayos de gq°PCR TagMan para el
conjunto de 13 genes, 3 genes de mantenimiento (ACTB, GAPDH y RPLPO) y 18s se compraron a ABI Life
Technology (Grand Island, NY). Los experimentos de qPCR se realizaron en ADNc usando la mezcla universal
TAQMAN vy la reaccion de PCR se controlé y adquirié usando un sistema ABI7900HT. Las muestras se midieron por
triplicado. Se generaron valores de CT para el conjunto de genes de prediccion, asi como los 3 genes de
mantenimiento. El valor de ACT de cada gen se calcul6 restando el valor de CT promedio para los genes de
mantenimiento del valor de CT de cada gen y luego se aplico el modelo de ajuste de regresion logistica penalizado a
los valores de ACT para la prediccion del CADI alto y bajo en 45 pacientes y, a continuacion, se calculé el AUC
como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 1: Poblacién de pacientes y resultado del injerto.

En la cohorte se inscribieron 588 pacientes; en el estudio actual se incluyeron 204 pacientes segun los criterios de
inclusion. Cuando se cuantificéd utilizando las puntuaciones CADI, el 60 % de las biopsias a los 12 meses tenian un
CADI de 0-1, el 23 % de 2-4 y el 17 % superior a 4. Como cabia esperar, el CADI-12 se correlacion6 negativamente
con la TFGe a los 12 meses (r = 0,35; p = 0,0004) y el CADI-12 = 2 se correlacioné con la supervivencia del injerto a
3 afios (rango log p = 0,007); Un CADI-12 alto se definié como =2 en funcion de la asociacion con la supervivencia
del injerto 5, 10. La Tabla 1 resume los datos demograficos de los pacientes segin el CADI. En la regresion
multivariada, los factores clinicos asociados significativamente con un CADI-12 alto fueron la edad del donante, y del
receptor).

La micromatriz se realizé en 159 m3_Bx, 101 de los cuales presentaron una biopsia de protocolo correspondiente a
los 12 meses. Entre las razones de la falta de biopsia a los 12 meses se incluyeron pérdida del injerto (n = 8), muerte
(n = 1), pérdidas para el seguimiento (n = 9), contraindicacion/imposibilidad de obtener biopsia (n = 40). No hubo
diferencias en las variables clinicas entre los 159 pacientes con micromatriz y los 101 con biopsias al afio (Tabla 1).
86 pacientes disponian de un segundo nucleo de biopsia de m3 para anatomopatologia, el 55 % tenia un CADI 0-1,
el 33 % de 2-3 y el 12 % un CADI> 3. Se diagnosticd rechazo agudo subclinico en 20/86 (23,5 %) m3_Bx [13-
limitrofe, 3-1A, 1-1B, 3-1I1A], mientras que en el 52 % se informé como normal.

Ejemplo 2: El fenotipo molecular intrainjerto depende del tiempo.

Los perfiles de expresion génica de m3_Bx se analizaron mediante andlisis de correlacién y Analisis de
Enriquecimiento del Conjunto de Genes (GSEA) para comprender los mecanismos moleculares de FI/AT (n = 159).
Se identificaron 1.316 genes que se correlacionaron significativamente con el CADI-3 (806 positivamente y 510
negativamente) y 1.056 genes con el CADI-12 (852 positivamente y 204 negativamente) en un punto de corte no
ajustado p <0,05. Solo 176 genes (13,2 %) se correlacionaron con CADI-3 y CADI-12. El enriquecimiento por
Ontologia Génica indicé que las transcripciones asociadas especificamente con CADI-3 de forma individual estaban
relacionadas con la aloinmunidad, incluida la activacion de linfocitos T; mientras que los genes implicados en la
muerte celular programada/apoptosis y la adhesion celular se asociaron con CADI-12 solo. Las funciones bioldgicas
se confirmaron aun mas mediante el método GSEA en el que los datos de expresion génica en la categoria de GO
se compararon entre pacientes con CADI alto (=2) y bajo (<2) a los 3 0 12 meses.

Ejemplo 3: El transcriptoma de 3 meses identifica los riflones en riesgo de dafio crénico del aloinjerto

El transcriptoma obtenido de m3_Bx se analizé para identificar un conjunto de genes minimo predictivo de CADI-12
(métodos complementarios). Inicialmente se identific6 un conjunto de 169 genes que se correlacionaba
especificamente con CADI-12 pero no con CADI-3. Estos 169 genes se redujeron a un conjunto de 85 genes
después de excluir los genes de baja intensidad y ajustar los parametros clinicos (Tabla 4). Las aplicaciones
iterativas de los ajustes de regresion logistica penalizados en los datos de expresion de estos 85 genes identificaron
un conjunto de 13 genes 6ptimo que diferenciaba CADI-12 alto de CADI-12 bajo con un area bajo la curva (AUC) de
1 (Tabla 2). Esta fue mas alta que el AUC para 13 conjuntos de genes seleccionados al azar de los 85 genes
iniciales (AUC media 0,87 + 0,025). El conjunto de genes se sometié a un método de validacion cruzada triple con
asignacion aleatoria a conjuntos de entrenamiento y prueba (100 veces). La sensibilidad promedio, la especificidad y
la precision de la prediccion para los conjuntos de prueba fueron del 95 %, 82 %, 86 %, respectivamente. El AUC
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promedio para los 100 conjuntos de prueba [0,947 (IC del 95 %: 0,942-0,952)] fue mayor que cualquier AUC
obtenida a partir de la prediccién en grupos de pacientes con CADI alto y bajo asignados al azar con 10.000
iteraciones. Las AUC obtenidas para CADI-12 en diferentes puntos de corte, incluidos CADI-12 = 3 o = 4, fueron
0,986 y 0,963 respectivamente, lo que confirma la robustez del conjunto de genes de la presente invencion. La
prediccion por el conjunto de genes fue superior a las variables clinico-patolégicas (AUC = 0,783) y la combinacion
de parametros clinicos predictivos de CADI-12 alto no mejoré el rendimiento del conjunto de genes. Es importante
destacar que el conjunto de genes también predijo con precision la fibrosis segun la puntuacion de Banff (Ci + Ct)
(AUC = 0,092). El rechazo subclinico estuvo presente en veinte m3_Bx y se asocié con un CADI-12 alto (p = 0,0003)
y una puntuacién BANFF (Ci + Ct) (p = 0,002). Excluyendo m3_Bx con rechazo o i+t> 2, no alterd la prediccion de
CADI-12 alto por el conjunto de genes desvelado en el presente documento (AUC = 1), mientras que los 13 genes
predijeron mal la ACR (AUC = 0,743). Esto, junto con la capacidad de predecir Ci + Ct, demuestra que la inflamacién
no fue el impulsor predominante de su derivacion. Por ultimo, cuando se valida mediante gqPCR en una cohorte
GoCAR independiente con caracteristicas demograficas similares a las del conjunto de entrenamiento (Tabla S4), el
conjunto de genes diferenciaba con precisién un CADI-12 alto frente a bajo (AUC = 0,866).

Ejemplo 4: El transcriptoma predice la progresién del dafio crénico del aloinjerto

A continuacion, el conjunto de genes se aplico para categorizar m3_Bx con fibrosis minima o sin fibrosis en aquellos
que desarrollarian o no fibrosis progresiva. De los 101 pacientes originales, se identificaron los aloinjertos con un
CADI-3<3 (n = 68) y se caracterizaron dos grupos en funcién del cambio en el CADI de 3 a 12 meses: (1) con
progresion (n = 1) con ACADI 22; y (2) sin progresion (n = 51) con ACADI<1 (Tabla 1). La Tabla 5 compara las
puntuaciones de anatomopatologia de la biopsia a los 3 y 12 meses en aquellos con progresion frente a aquellos sin
progresion. Aquellos con progresion tuvieron un CADI mas alto a los 3 meses principalmente impulsado por la
puntuacion ci; sin embargo, el CADI-3 por si solo no se pudo utilizar para diferenciar aquellos con progresion de los
de sin progresion. Los parametros clinicos también fueron malos predictores de la progresién (AUC = 0,642). El
conjunto de genes desvelado identific6 con precision a aquellos con progresion-CADI de los sin progresion
(ACADI=2) tanto a los 12 meses (AUC 0,984) como a los 24 meses (AUC 0,859). Ademas, predijo la progresion de
CADI a los 12 y 24 meses igualmente bien cuando se analizaron aloinjertos pristinos con CADI-3<2 (AUC = 1y 0,84,
respectivamente). Estos hallazgos son de importancia clinica, ya que aquellos con progresion tuvieron una peor
supervivencia del injerto que los sin progresion a los 36 meses de seguimiento (Gehan-Breslow-Wilcoxon p = 0,01;
rango logaritmico p = 0,06;)

Ejemplo 5: La firma del transcriptoma predice la pérdida temprana del aloinjerto

A continuacion, se generaron modelos de Cox con el conjunto de genes utilizado en la presente invencion y las
variables clinicas para predecir la pérdida de injerto censurada por muerte en la cohorte desvelada (pérdida de
injerto n = 11). Tres componentes principales (P4, P6 y P7) de los datos de expresion de 13 genes se asociaron
significativamente con la pérdida del injerto en el modelo de riesgos proporcionales de Cox (p <0,05) (Tabla S5) y se
utilizaron para derivar la "puntuacién de riesgo del conjunto de genes" (puntuacion GR) (pérdida del injerto HR 2,719,
IC del 95 %:1,60-4,63). Los pacientes se estratificaron en dos grupos de igual tamafio segun esta puntuacion GR y
las puntuaciones mas altas se asociaron significativamente con la pérdida del injerto (rango logaritmico p <0,002).
Usando la puntuacion GR, las AUC para la pérdida del injerto dependiente del tiempo en los 2 y 3 afios posteriores
al trasplante fueron 0,863 y 0,849, respectivamente. Entre las variables clinicas, solo la funcién retardada del injerto
se asocio significativamente con la pérdida del injerto (Tabla 6). Sin embargo, la combinacién de conjunto de genes
con funcién de injerto retardada no mejoro la prediccion.

Ejemplo 6: Validacién del conjunto de genes predictivos.

Para confirmar la utilidad del conjunto de 13 genes en diversos entornos, se analizaron dos conjuntos de datos
independientes disponibles publicamente utilizando los criterios de valoracion de pérdida del injerto y CADI como
indicadores de lesion cronica del aloinjerto (Tabla 9). El conjunto de genes predijo con precision el criterio de
valoracion relativo para cada uno de los conjuntos de datos, superando el AUC informado por los estudios originales.
El analisis de supervivencia para el conjunto de datos 1 usando el conjunto de genes usado en la presente invencion
mostro diferencias significativas entre los grupos estratificados de alto y bajo riesgo de pérdida del injerto (p = 2,1e-
9); Las AUC para la pérdida del injerto a 1 y 2 afios después de la biopsia fueron 0,865 y 0,807, respectivamente.
Estos datos demuestran que este conjunto de 13 genes se puede aplicar en poblaciones para la prediccion de
resultados diversos pero clinicamente importantes, incluida la supervivencia del aloinjerto.

Ejemplo 7: Conjunto de 13 firmas génicas segun la presente invencién

KLHL13, KAAG1, MET, SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1, WNT9A, RNF149, ST5, TGIF1, RXRA, ASB15. Los
nombres reconocidos en la técnica de estos genes se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1: Caracteristicas demograficas y clinicas (CADI-12 alto y bajo; CADI-con progresion y sin progresion
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Caracteristicas 159 pacientes{ 101 pacientes | Valor p* CADI alto CADI bajo Valor p* {3 Con progresion} 33 Sin progresion {Valor p*
en micromatrizi con CADI-12 n=40 s AT
= $2d AT

Media£SD (%) Media£SD (%

BB 20K

MediazSD (%) Media+SD (%) Media+SD (%): Media+SD (%)

Edad del receptor WIS

Sexo del receptor-Mujer

Raza del receptor
Blanca

Afroamericana
Hispana

Otra/Sin notificar

Diagnostico ESRD
del receptor
Nefropatia diabética

i3 Uyl

Hipertension

Glomerulonefritis

Rifién poliquistico $a{E 80 Bany

Otros

Trasplante renal previo (%)

Edad del donante

AR IR G817 EREECHEAG SSRGS S0

Sexo del receptor-Mujer

Raza del receptor i R
Blanca

Afroamericana

Hispana

Otra/Sin notificar

XA
{78

Estado del donante RS BN

Fallecido/Vivo

Gty IR R

a 3 meses
CADI a 3 meses Media+SD HORES R HRLSS M)

1,003, 2% BT

-Mediana (IQR)

Tiempo de isquemia fria (h)*} 145488

Funcién retardada
del injerto”
Anticuerpos Anti-HLA™™

Positivos para DSA

Clase |

Clase Il

No positivos para DSA
Clase |

Clase Il

Terapia de induccion Gy
Timoglobulina G OED WD

Terapia con auto-CD25

Campath

Ninguna

Inmunosupresion de G2
mantenimiento a 12 meses

MMF, CNI, esteroides

MMF, CNI
Otros.

3

Inyecciones agudas a 1 afio}  23{333<E RS AR

Leyenda: CADI: indice del dafio cronico al aloinjerto a 12 meses; MFI: intensidad media de fluorescencia; MMF; micofenolato de mofetilo; CNI:
inhibidores de la calcineurina; DSA: anticuerpos especificos del donante; *Solo donantes fallecidos; **: 94/101 pacientes con anticuerpos medidos
*Valor P determinado mediante la prueba de Mann-W hitney (comparaciones no paramétricas) o prueba t no pareada
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Tabla 2: Analisis multivariado - Covariables clinicas predictivas de la puntuacién CADI a los 12 meses 22

Estimaciones del cociente de posibilidades

Estimacién{ Limites de confianza Valor p*
Efecto puntual de Wald del 95 %
Edad del donante 1,088 HEUN 3,100 Q0007
Estado del donante (DF*frente a DV**) 4,393 £33 19,054 RS
ACR (antes de 3 meses) (Si frente a No) 3,014 1,623 878 0433
Raza del receptor _
(no caucasico frente a caucasico) 1,700 0,591 08,3227
Sexo del receptor (mujer frente a varon) & 853 £, 500 8, O
Lerapia de induccion 7
Deplecién de linfocitos 1,343 8408 5118 §,8818
No deplecion de linfocitos E,S;{? C,i‘ﬁ{\ a ngfzﬁ 81915
Anticuerpos anti-HLA (No frente a si) 5,358 0,092 1,399 81597

*Valor p - Chi-cuadrado de Wald, *DF - Donante fallecido, **DV - Donante vivo

***La categoria de terapia de induccion compara la terapia de induccion con deplecion de linfocitos y sin deplecion
de linfocitos con la ausencia de terapia de induccion

Tabla 3: Conjunto de prediccion de 13 genes

ID sonda  Simbolo Descripcion del gen Citobanda

PG Caja 1 de cuatro unidos (Drosophila) Linii

WERREY AT Protoncogén met (receptor del factor de crecimiento de hepatocitos) '3.\';';:\3
Proteina 149 del dedo en anillo RO TR HUGTHNS
IFRYS Homologo 4 de Sprouty \}:‘3 3
JERA Eaa Antigeno 1 asociado renal N _ININT
I YOIy Homeobox 1 del factor inducido por TGFB R \\’tkl\\-g @ :},:};::}35:‘{
Miembro 9A de la familia del sitio de integracion de MMTV de tipo g8 IR BRI
wingless -
Supresién de la tumorigenicidad 5 ipds NN RSN
TGRS OARMLS Repeticion de ankirina y caja SOCS que contiene 15 T
E¥ERA Receptor retinoide X, alfa 33\\}:“%3 -';'z,.:{.:“\f\{f

Tabla 4: El conjunto de 85 genes centrales
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F04NTIE MACCR

PRLEL LN 3
3874413 MDEDE
JRELIS UKL
205807 (XEIRE
TFRRGEY S8R

D ANNALP2
7 GINTS

3IRS085 QLU

B KL
3 Cldurfa ¥
HAAGL

SEF ARMOALRS
I KRT?
3TEPHL GYPE
F02EAZ W
2414988 TALETR2
2405587 GPRORA
2384882 CYREL
HOSONEY RAR
ETEIAD

Simbolo del gen Descripcion del gen

Prominina 1

Asociado a metastasis en el cancer de colon 1

Integrina, beta 6

Monooxigenasa, de tipo DBH 1

Homélogo de Lix1 (pollo)

Receptor 1 de quimioquina (metivo C-X3-C)

Familia del transportador de solutos 34 (fosfato sadico), miembro 2

Pseudogén 2 de anexina A2 apis NR (0357
Glucosaminil (N-acetil) transferasa 3, tipo mucina 15913 NMLXETS
Clusterina Sp2i-pi2 WM _O0IX3
Familia de ATPasa, dominio AAA que contiene 3C IGEE NS 0N
Transcripcion derivada del testiculo (3 dominios LIM) TQELE NA_UIBGR
13 de tipo Kelch (Drosophila) XG23q34 NS 00118
Contiene repeticion de EGF de tipo delta/nocht g_\, X ; .
Marco de lectura abierto 47 del cromosoma 12 12qagaz

Antigeno 1 asociado renal S22

Proteina 25 activadora de Rho GTPasa

Queratina 7

Glicoforina E (Grupo sanguineo MNS)
Protooncogén met (receptor del factor de crecimiento de hepatocitos)
Transductor 2 de la sefial de calcio asociada a tumores

NA_00142
NS_0O2%S

Receptor acoplado a proteina G, familia C, grupo 5, miembro A IPIR-PIT NN TORAT
Inductor angiogénice, rice en cisteina, 61 1p31-pI2 NM_ODISS

Sustrato 2 de la toxina botulinica C3 relacionada con ras (familia rho, GTP bi pequefia)
Lactotransferrina

Homologo 4 Sprouty (Drosophila)

Incorporador 5 de serina

Polipéptido E de la polimerasa (ARN) |, 53 kDa

De tipo homélogo Lix1 (raton)

Fosfatasa 6 de especificidad doble

Proteina lisosomal transmembrana 4 beta

Arginil aminopeptidasa (Aminopeptidasa B)

NRR_DOEST
RN_00238
RSt Q3096

NSA_ISATYL
23 NA_OUIAS

NS840

NS_DAGE

17
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2008 g3
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SO e
00 [EATEY
G000 [ESEE]
0005 oS
{500 5081
80T (U84
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046 O
§,022 G088
07 G062
wpoz oper
8§21t Gaeel
53,004 5,05
[eXEEH B,557
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G000 &485
BEGE] D&
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Proteina 1 asociacla al homélogo grande (Drosophila), discos
Dominio ¢ de oxigenasa dependiente de hierre y 2-oxoglutarato, con
Proteina 10 dominio UBX

& Proteina 216 transmembrana

Dominio de hélice superenrollada-hélice superenrollada que contiene 10
Inhibidor 20 e quinasa dependiente de ciclina (p19, inhibe COK4)
Fosfofructoquinasa, plaquelas

Receptor del factor 1 estimulante de las colonias

Molécula 1 de adhesion intercelular

Caja 1 de cuatro unidos (Drosophila)

Factor de necrosis tumoral, proteina 8 inducida por alfa

Secuencia del grupo 7 de células citoliicas haturales

Integrina, affa 3 (antigeno CD49C, subunidad alfa 3 del receptor VLA-3)
Homéloga del transcrito especifico del mesodermo (raton)

Familia del sitio de inegracion de MMTV de tipo wingless, miembro 9A
Proteina 416 del dedo de cinc

Butirofilna, subfamilia 2, miembra Al

tiene 1

Familia 16 el transportador de solutos, miembro 5 (transportador de acido monocarboxilico)
DanATsL3 De tipo ADAMTS 3

Contiene el dominio fudor y KH

Homeodominio 1 de tipo apareado

Prolil-4-hidroxilasa, ransmembrana (reticulo endaplasmatico)
Peludo/potenciador of-split relacionado con similar al motive YRPW
Proteina tirosina fosfatasa, de tipo receptor, E

Sustrato 3 de [a foxina botulinica C3 relacionada con ras (familia tho, GTP bi pequefia)

NAE_OU47
ot G323
NN 1SR
NM_GI543
N,
o OO
PINM, m)v&

m.«,sm;-m
NAI_D18ES
H_ODSE
23 NH_D0R20
NM_O0240
NRE_O03E9
NM_$51787
HM_O7S47
1 NM_00468
5.3 NM_307S1
NN 108
NH_00265
NN 7RSS
Wt 01457
N_GUSE

LS| ()GSD“

oNM_00478
Gt QIR

CNME_GEas
DNRE 233
Gevt_ GOIRG
SN Q0262
CRME 00521
INRS 00020
GNNE_03438
ONRE 01855
CRNE DUBEE
ONRE_(NR2G
t:\‘M GO0

NRE_ODAEG
;;’\M DITET
ONM_G7847
NN _GO46%
Gudt 30751
NG X108
(0265
IR 1FTES

13

CNM_01457
0GRS0
mm Q05D

400
0,004
4,023
04
G001
08
G2
B8
4,013
G006
D4
GU08
{03
4,087
2,004
SO0
2008
DL
{008
8,013
{003
2,018
4,010
HELE

8,42
Q41
8,091
04T
340
4,040
3 S3G

Familia 9 del transportador de solutos (infercambiador de sodio/hidrdgeno), miembro § ~ #<gi3. 2% ("\M o SN
b Proteina 149 de dedo de cinc 2112 NRE_1F364 DNRE_17364
30%&x64 ABHEI1  Dominio abhidroxilasa que contiene 11 Toll23  WB Dre9Lz CNR_DI6912 6,253 A5 33 5,028
216300% KAZALE:  Dominio 1 del inhibidor de la serina peptidasa de tipo Kazal INILBE MM DIOE DNRY DRAGE 2381 8081 @28
& -25'&‘.3., TOR3A Familia 8 de torsina, miembro A g5 Nh_GEa2Y ONMN_Gdaar G879 8,08 G038
b #m;ma. Metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (dependiente de NADP+) NRd_D1544 ONRE_Di%da 0,294 4,002 4048
Supresion de tumorigenicidad, 5 R 00541 CNNE_ 00541 2 ARG [ RRRE
¥ viiscaas  Profeina hipotética FLI10038 NR_UZ6681 MR UIAAA1 027 S00% 000R
: bt*“#\‘“ Deminio sema, dominio de inmunoglobulina (Ig), domini transmembrana THSE_OR38 0,388 jeRerst
Proteina 1 de supervivencia, vesicular, sobreexpresada en cancer 2229 {1
Homeohox 1 del factor inducido por TGFB e 582
Adenilato ciclasa 5 351%.3 P INAG INRES 0,208 3,044
Sinaptojanina 2 §925.3 40389 3,383 D00
3 BSPRY Contiene caja B y dominio SPRY ELEN NM_D1768 0279 4,008
S8 UNMALL 1 de tipo PNMA 1GgAEAE [ RS o019
I3508R% BLCIFAT Familia 27 de transportador de solutos (transpertador de acidos grasos), miembro 3 1s21.3 0,237 &,847 D2
EXEREA ""55‘9 Fosfosiesterasa 68, especifico de cGMP, rod, beta Apis3 &332 8,08 apaz
&) Fanmilia de tino tubulina tirosina ligasa, miembro 11 5.2 USR] &z Q2L
E Proteina 3 del adaptador de SH2B Pk LND_U0547 0,387 £,002 eX
AIGBIAR ¥ Recentor de retinoide X, alfa Bu3d.3 fand_ DRSS ~ONAE Ji)‘q“ 0,305 4,002 SIS
AHASAVL N N-acetitransferasa 15 (relacionada con GCNS, putativo) TEpIAS N D2aEd ,25% G2 -GG
EARESFER 8 Dominio superenrollado que contiene 90A SRR I-pRANM D010 -y 26 0,007 Q0G4
IBOFSO7 C200rf 18R Marco de lectura abierta 165 del cromosoma 20 20QLEER NN 213 fef ety Rt
3A0EUOT SORCSE Receptor 1 que contiene el dominio VPS10 relacionada con sorffilina TGR3-935 N {5372 D008 08D
FOITHBE AL Contiene repeficion de ankirina y caja SOCS 15 To3L3L NN 0,255 4,019 302
3254412 TN Antigeno de superficie celular Thy-1 1G22 392N G 3,338 P18 0,312
AGIHTYOR LOCIBELS? LOCIBB152 hipotético 1526, BQORaS0Y ~{E{I{.’5&.~.‘:\. 0,212 0,088 QA6
Tabla 5: Comparaciones de CADI entre con progresion/sin progresion
3 meses 12 meses
Paréametro Con progresion Sin progresién Valor p Con progresién Sin progresion
; Med1a+SD i MediatSD Medla+SD
CADI S8 §,03 ¢
Puntuacién ct i

g

byt ] T
PR P

Puntuacién cv FEREEIERE: ‘ )
Puntuacién ci § £ i::‘") {s*« , 3,30 =0,01 0 ;5‘.« ';

Puntuacién i 34 NE G0850,2% <3a00l
Puntuacién mm $4 §,683 20800 868
Puntuacién g <% Qa7 Gigen,an )

*Prueba de Mann-Whitney
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Tabla-6: Caracteristicas clinicas y demograficas basales para las cohortes de pacientes GoCAR

Caracteristicas: Pacientes de micromatriz Pacientes de RT-PCR Valor p*'
(n=101) Media + (n=45) Media +
SD (%) SD (%)
Edad del receptor 485 802112,38 48 8131 32 3,69
Raza del receptor 396
Caucasica §6 (53 39 o ae oy
Afroamericana 1IS{148%)
Ot \
ros 21880
Diagnostico ESRD del receptor {9,683
Nefropatia diabética {32
Hipertension {ig
Glomerulonefritis {21
Rifion poliquistico to1n
Otros 5018
Edad del donante 8 Ti16 80 16
Raza del donante Q.72
Caucasica SO IN
No caucasica 20T
h/o Funciodn retardada del injerto GRED SN 3,54
Anticuerpos anti-HLA** 322820 I8 {42 3% {3 {3
ClaseI IR RG20 ¢
Clase II A {380
TFGe-creatinina a 3 meses 51,53217 98 3Q2TRIE B 937
Rechazo agudo a 3 meses™ “Q 220 11 GES Q36
CADI-12 alto/bajo A6 JA 1,08
CADI-12 alto 34
- Media +SD 4,383 25 $ {8 80
- Mediana (IQR) 3 {1830 R ERA SRS}
CADI-12 bajo 9,98
- Media +SD {4880 5% 4848851
- Mediana (IQR) 8,040,015 {3 010,0-1 50

*Valor p por prueba T no apareada (o no paramétrica) y, Chi-cuadrado/prueba exacta de Fisher. **94/101 y 38/45
pacientes con anticuerpos HLA medidos.

* 86/101 y 40/45 pacientes con biopsia a 3 meses informada para histologia

Tabla 7: Asociacion de 10 componentes principales de 13 conjuntos de genes con pérdida de injerto en el modelo
de riesgos proporcionales de Cox
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Ig_ggp_. (coef.) se(Egef ) 7 g

AR A

§, 2882 3, ERES e

Prueba de razén de probabilidades = 20,7 en 10 df p = 0,023 n = 155, nimero de acontecimientos = 11

Tabla 8: Asociacion de variables demograficas o clinicas con pérdida del injerto en el modelo de riesgos
proporcionales de Cox

Variable

Funcion retardada del injerto

Estado del donante (vivo frente a fallecido)

HLA2 ndsa

Tipo de induccion ninguna

Raza del donante: Blanca/Caucasica

Raza: Hispana

Raza: Blanca/Caucasica

*Anticuerpo HLA; dsa: antigeno especifico del donante, referencia; ndsa: no anticuerpos dsa; n: sin anticuerpos
Tipo de induccion: DV; Deplecion de linfocitos, referencia; LND; Sin deplecion de linfocitos;. Ninguna: Sin induccion
*La referencia para la raza: Asiatica

Prueba de razén de probabilidades = 32,1 en 24 df p = 0,123 n = 135, ndmero de acontecimientos = 10

Tabla 9: Validacion del conjunto de genes GoCAR en otras cohortes de trasplante de rifién.
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Conjunto Genechip/ Tamaiio de Resultado AUC Ref.
de datos Plataforma la muestra
Conjunto Affymetrix 383 Pérdida de injerto 483 &
de datos 1
U133 mas 2.0
Conjunto Affymetrix e CADI RN g
de datos 2
U133 mas 2.0
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar un receptor de aloinjerto renal en riesgo de dafio crénico del aloinjerto o fibrosis
intersticial y atrofia tubular (FI/AT) que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una biblioteca de expresion como patrén de comparacion;

(b) aislar ARNm de una muestra de biopsia que se ha obtenido del receptor del aloinjerto renal;

(c) sintetizar ADNc a partir del ARNm;

(d) detectar el nivel de transcripcion de un conjunto de firmas génicas preseleccionado en el ADNc de la etapa (c)
(e) comparar el nivel de transcripcion del conjunto de firmas génicas preseleccionado con el nivel de
transcripcion del patron de comparacion y

(f) identificar al receptor del aloinjerto renal como en riesgo de dafio crénico del aloinjerto o FI/AT si el nivel de
transcripcion del conjunto de firmas génicas preseleccionado es mayor que el nivel de transcripcion del patrén de
comparacion, donde el conjunto de firmas génicas preseleccionado comprende los genes KLHL13, KAAGT,
MET, SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1, WNT9A, RNF 149, ST5, TGIF1, RXRA y ASB15.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende seleccionar el receptor del aloinjerto renal para el tratamiento
para prevenir el dafio crénico del aloinjerto o FI/AT si el nivel de transcripcion del conjunto de firmas génicas
preseleccionado es significativamente mayor que el nivel de transcripcion del patron de comparacion.

3. El método de la reivindicacion 2, donde el receptor del aloinjerto renal se selecciona para el tratamiento que
comprende administrar un agente inmunosupresor al receptor del aloinjerto renal identificado como con riesgo de
dafio crénico del aloinjerto o FI/AT.

4. El método de la reivindicacion 3, donde el agente inmunosupresor es ciclosporina.

5. El método de la reivindicacion 4, donde el receptor del aloinjerto renal identificado como en riesgo de dafio crénico
del aloinjerto o FI/AT se selecciona para el tratamiento con una enzima convertidora de angiotensina.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende el uso de genes seleccionados del grupo que consiste en Beta
Actina (ACTB), proteina ribosémica 60S PO (RPLPO), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y ARN
ribosdmico 18s como control negativo.

7. Un kit para identificar receptores de aloinjertos renales en riesgo de dafio crénico del aloinjerto o FI/AT, que
comprende un recipiente que contiene cebadores para un conjunto de firmas génicas de 13 miembros e
instrucciones de uso impresas, donde el conjunto de firmas génicas comprende los genes KLHL13, KAAG1, MET,
SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1, WNT9A, RNF149, ST5, TGIF1, RXRA y ASB15.

8. El kit de la reivindicacion 7, que comprende ademas un segundo recipiente que contiene cebadores para un
conjunto de genes de mantenimiento.

9. El kit de la reivindicacién 8 que comprende ademas un tercer recipiente que contiene una solucién tampoén.

10. Un conjunto de cebadores para un conjunto de firmas de 13 genes seleccionado que comprende los genes
KLHL13, KAAG1, MET, SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1, WNT9A, RNF149, ST5, TGIF1, RXRA y ASB15.

11. El método de la reivindicaciéon 2, donde el receptor del aloinjerto renal se selecciona para un tratamiento que
comprende la administracion de un agente antifibrético.

12. El método de la reivindicacion 11, donde el agente antifibrético es pirfenidona.
13. El método de la reivindicacién 2, donde el dafio del aloinjerto comprende el rechazo del aloinjerto.
14. El método de la reivindicacion 2, donde el dafio del aloinjerto es fibrosis renal.

15. Un método para seleccionar un receptor de aloinjerto renal para el tratamiento para reducir el riesgo de dafo
cronico del aloinjerto o FI/AT, que comprende

(a) proporcionar una biblioteca de expresion como patrén de comparacion

(b) aislar ARNm de una muestra de biopsia que se ha obtenido del receptor del aloinjerto renal;

(c) sintetizar ADNc a partir del ARNm;

(d) detectar el nivel de transcripcion de un conjunto de firmas génicas preseleccionado en el ADNc de la etapa
(c)

(e) comparar el nivel de transcripcion del conjunto de firmas génicas preseleccionado con el nivel de
transcripcion del patrén de comparacion

y
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(f) seleccionar al paciente para el tratamiento si el nivel de transcripcion del conjunto de firmas génicas
preseleccionado es significativamente mayor que el nivel de transcripcion del patron de comparacion, donde el
conjunto de firmas génicas preseleccionado comprende los genes KLHL13, KAAG1, MET, SPRY4, SERINCS5,
CHCHD10, FJX1, WNT9A, RNF149, ST5, TGIF1, RXRA y ASB15.

16. Un método para seleccionar un receptor de aloinjerto renal para el tratamiento a fin de reducir el riesgo de dafio
cronico del aloinjerto o FI/AT, que comprende

comparar el nivel de transcripcion de un conjunto de firmas génicas preseleccionado obtenido del receptor del
aloinjerto renal con el nivel de transcripcion de una biblioteca de expresion de comparacion y

seleccionar el receptor del aloinjerto renal para el tratamiento del rechazo del aloinjerto o FI/AT si el nivel de
transcripcion del conjunto de firmas génicas preseleccionado es significativamente mayor que el nivel de
transcripcion del patron de comparacion, donde el conjunto de firmas génicas preseleccionado comprende los
genes KLHL13, KAAG1, MET, SPRY4, SERINC5, CHCHD10, FJX1, WNT9A, RNF149, ST5, TGIF1, RXRA y
ASB15.

17. El método de la reivindicacion 15, en el que el paciente seleccionado tiene riesgo de rechazo del aloinjerto.
18. El método de la reivindicacion 16, donde el paciente seleccionado tiene riesgo de dafio del aloinjerto.

19. El método de la reivindicacion 17, donde el paciente se selecciona para un tratamiento que comprende
administrar un agente inmunosupresor.

20. El método de la reivindicacion 1, que comprende detectar el nivel de transcripcion de un conjunto de firmas
génicas preseleccionado de la etapa (e) con RT-PCR.

21. El método de la reivindicacion 1, que comprende detectar el nivel de transcripcion de un conjunto de firmas
génicas preseleccionado de la etapa (e) con un kit de ensayo de nanostring.

22. El método de la reivindicacion 1, que comprende detectar el nivel de transcripcion de un conjunto de firmas
génicas preseleccionado de la etapa (e) con el kit de ensayo MiSeq.

23. El kit de la reivindicacién 7, que comprende ademas un patrén de comparacion.
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