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DESCRIPCION
Uso de SHROOM3 como marcador para la nefropatia crénica del aloinjerto

El gobierno de Estados Unidos tiene ciertos derechos sobre esta invencion en virtud de los fondos recibidos de la
subvencion N.° 1U01AI070107-01 de los Institutos nacionales de salud.

Campo de la invencion
La presente invencién pertenece a los métodos para identificar pacientes que sufren de enfermedades renales.
Antecedentes de la invencion

La enfermedad renal cronica (ERC, en inglés, CKD) afecta al 10 % de los adultos estadounidenses con una
incidencia y una prevalencia crecientes a nivel mundial {Coresh J, 2007}. La enfermedad renal en etapa terminal
(ERET,; en inglés, ESRD) requiere terapia de reemplazo renal (TRR; en inglés, RRT) y afecta actualmente a mas de
500.000 adultos estadounidenses. Ademas de conferir riesgo de enfermedad renal en etapa terminal (ERET), la
ERC aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular y mortalidad por todas las causas {Weiner D, 2004}. La
fibrosis tubulointersticial (FIT; en inglés, TIF) es un proceso patogénico comun final para la ERC a partir de diversas
etiologias que conducen al desarrollo de la ERET. FTI también es un componente principal de la nefropatia crénica
del aloinjerto (CAN; del inglés, chronic allograft nephropathy) y se asocia con una disminucién progresiva de la tasa
de filtracion glomerular estimada (TFGe; en inglés, eGFR) en el aloinjerto renal {Chapman J, 2005} {Nankivell BJ,
2003}. CAN representa la causa mas comun de pérdida de injerto a largo plazo censurada por las muertes y se mide
histolégicamente mediante la puntuacién del indice de disfuncidn crénica del aloinjerto (puntuacion CADI; del inglés,
chronic allograft dysfunction index score) {Isoniemi H, 1992} {Yilmaz S, 2007}. Hasta la fecha, no existe una terapia
antifibrética eficaz para prevenir la progresion de ERC o CAN. Actualmente, algunos pacientes con ERC o CAN
progresaran con el tiempo a ERET y necesitaran TRR. Por ejemplo, los receptores de aloinjertos renales
representaron un 13,5 % de los pacientes en la lista de espera de trasplantes de rifion y un 15 % de todos los
trasplantes realizados en 2005 {Magee JC, 2007}. Los receptores de aloinjertos renales tienen un 30 % de
probabilidad de requerir TRR o un nuevo trasplante a los 10 afios {RDS de EE.UU. 2012}. La atencion de RRT y
ERET es una carga financiera desproporcionada y creciente para el Medicare {lglehart, 2011}. Por tanto, es
fundamental identificar nuevos biomarcadores sensibles para predecir el desarrollo de la fibrosis renal. Ademas,
estos marcadores podrian representar dianas para la intervencion terapéutica para prevenir el desarrollo de FTI en
una etapa temprana, evitando asi la progresion a ERET.

Los estudios basados en biopsias de aloinjertos (tanto por causa como por protocolo) han proporcionado la
comprension de como los cambios tempranos del aloinjerto se correlacionan con los desenlaces de los aloinjertos a
largo plazo {Gago M, 2012} {Rush D, 1994} {Seron D, 1997} {Cosio F, 2005} {Park W, 2010}. Mas recientemente, los
distintivos de las distingas biopsias y del perfil de expresion génica (transcriptoma) sanguineo han demostrado que
clasifican a los pacientes con rechazo agudo, rechazo crénico, los que reciben inmunosupresion y los receptores
operacionalmente tolerantes {Akalin E, 2010} {Akalin E, 2001} {Flechner S, 2004} {Donauer J, 2003} {Sarwal M,
2003} {Reeve J, 2009} {Scherer A, 2003} {Sagoo P, 2010} {Newell K, 2010}. Estos paneles génicos han podido
mejorar con clasificadores histolégicos solo {Sarwal M, 2003} {Reeve J, 2009}. Los estudios de asociacion del
genoma completo han unido fuertemente un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP; del inglés, single-nucleotide
polymorphism) en el gen Shroom3 (rs17319721) con ERC incidente y prevalente mediante TFGe en cohortes
poblacionales de ascendencia europea {Kottgen A, 2009} {Bbger C, 2011}. El gen Shroom3 codifica una proteina
que contiene el dominio PDZ que puede unirse directamente a la F-actina y regular su distribucién subcelular en las
células. La ausencia completa o defectuosa de Shroom3 causa defectos de tubo neural abierto y muerte neonatal en
ratones (Hildebrand J, 1999}. En las lineas celulares de riidn MDCK, Shroom3 se localiza en los complejos apical y
de unidn y es critico para el mantenimiento del fenotipo de células epiteliales normales {Hildebrand J, 2005}. Se sabe
también que el dominio C-terminal de Shroom3 interactida con las Rho quinasas (ROCK) para facilitar la fosforilacion
de la miosina y la contraccion de la actina {Nishimura T, 2008}. Sin embargo, ain se desconoce si Shroom3 juega un
papel en la fibrosis renal en ERC o en CAN.

Lo que se necesita en la técnica son marcadores cuya expresion pueda utilizarse para identificar pacientes que
padecen enfermedades renales y predecir el desarrollo de fibrosis renal. Ademas, tales marcadores se necesitan
para identificar los receptores de aloinjertos renales que estan en riesgo de desarrollar CAN y representan dianas
para la intervencion terapéutica para prevenir el desarrollo de FTI en una etapa temprana, evitando asi la progresion
a ERET.

Sumario de la invenciéon

La invencion se define mediante el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Shroom3 es un nuevo gen candidato
cuya expresion en un aloinjerto renal precede y predice la disminucién de la funcién renal y FTI. Unos niveles mas
altos de Shroom3 de aloinjerto predicen la progresion histolégica de CAN. También se ha encontrado que estas
relaciones se correlacionan mejor en los receptores de rifiones de donantes blancos. Los hallazgos confirman por
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primera vez que el locus de Shroom3 (rs17319721) asociado a la enfermedad renal crénica (ERC) descrito
anteriormente {Kottgen A, 2009} {Bdger C, 2011} media su efecto a través de la expresion de Shroom3 aumentada.
Ademas, se ha descubierto que Shroom3 tiene un papel beneficioso en la sefializacion canénica de TGF-betay en la
produccion de colageno-1.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para identificar el riesgo de desarrollar nefropatia
cronica del aloinjerto (CAN) en un paciente que ha recibido un trasplante de rifion de un donante que comprende
identificar la raza del donante de rifidn; determinar los niveles de expresion de SHROOM 3 en un espécimen de
biopsia de rifién obtenido del paciente en un momento predeterminado después del trasplante; comparar el nivel de
expresion de SHROOM 3 en el espécimen de biopsia con los niveles de expresiéon de SHROOM en un control;
determinar si el nivel de expresion de SHROOM 3 en el aloinjerto es significativamente mayor que en el control y
diagnosticar que el paciente esta en riesgo de CAN si el nivel de expresion de SHROOM 3 en el espécimen es
significativamente mayor que en el control y el donante de rifién es caucasico.

Se divulgada adicionalmente un método para identificar el riesgo de desarrollar nefropatia crénica del aloinjerto
(CAN) en un paciente que ha recibido un rifion de un donante que comprende las etapas de identificar la raza del
donante de rifién; obtener una muestra de biopsia del aloinjerto renal del paciente; determinar los niveles de
expresion de SHROOMS en dicha biopsia; comparar los niveles de expresion de SHROOMS3 en dicha biopsia con los
niveles de expresion de SHROOMS3 en un control y advertir al paciente de que esta en riesgo de desarrollar CAN si
los niveles de SHROOM3 en la muestra son significativamente mayores que en el control y el donante de rifion es
caucasico.

Se divulga adicionalmente un método para identificar el riesgo de desarrollar una enfermedad renal en un paciente
caucasico que ha recibido un rifidn de un donante, que comprende las etapas para determinar si dicho donante
expresa el alelo de riesgo de SNP de rs 17319721 y realizar un analisis genético para determinar si dicho donante es
homocigoto para dicho alelo de riesgo, donde si dicho donante es homocigoto para dicho alelo de riesgo, a
continuacion, dicho paciente esta en riesgo de desarrollar una enfermedad renal.

Se divulga adicionalmente un método para identificar el riesgo de desarrollar fibrosis en un donante de rifion
caucasico, que comprende las etapas para determinar si dicho donante expresa el alelo de riesgo de SNP de rs
17319721 y realizar un analisis genético para determinar si dicho donante es homocigoto para dicho alelo de riesgo;
donde si dicho donante es homocigoto para dicho alelo de riesgo, a continuacion, dicho paciente esta en riesgo de
fibrosis.

Se describe adicionalmente un método para identificar el riesgo de desarrollar una enfermedad renal progresiva
seleccionada del grupo que consiste en nefropatia cronica del aloinjerto (CAN) y enfermedad renal cronica (ERC) de
un paciente caucasico que comprende: determinar los niveles de expresion de SHROOM 3 en un espécimen de
biopsia de rifidn obtenido del paciente en un momento predeterminado, comparar el nivel de expresion de SHROOM
3 en el espécimen de biopsia con los niveles de expresiéon de SHROOM 3 en un control, determinar si el nivel de
expresion de SHROOM 3 en el espécimen es significativamente mayor que en el control y diagnosticar que el
paciente estd en riesgo de dicha enfermedad si el nivel de expresion de SHROOM 3 en el espécimen es
significativamente mayor que en el control.

Se describe adicionalmente un kit para identificar pacientes que padecen una enfermedad renal y en riesgo de
desarrollar CAN o ERC que comprende cebadores en recipientes separados para usar en ensayos de RT-PCR para
la expresion de SHROOM3, RT-PCR para detectar el alelo de riesgo de SNP de rs 17319721, un control positivo,
tampones e instrucciones de uso. Estos y otros aspectos de la presente invencién seran evidentes para los expertos
en la materia a la luz de la presente descripcion, reivindicaciones y dibujos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: un diagrama que muestra el numero de participantes en el estudio notificado en el presente documento
y que muestra que 160 participantes tenian ARN de biopsia de aloinjerto de 3 meses extraido para
micromatrices. Entre estos 160 pacientes, a los 12 meses después del trasplante, 147 tenian notificada
creatinina de TFGe, 101 tenian CADI-12 y 85 tenian CADI-3 y -12.

Figuras 2A-2D: graficos que representan (2A) la correlacion del log de la expresion de Shroom3 del aloinjerto
(micromatriz) a los 3 meses y la creatinina de TFGe a los 12 meses (r=-0,20; p=0,007); (2B) la correlacion del log
de la expresion de Shroom3 del aloinjerto (micromatriz) a los 3 meses y 12 meses de CADI (R de Pearson 0,22;
p=0,027; (2C) La expresion de Shroom3 fue mayor en todos los donantes con fibrosis progresiva (Delta CADI = 2
o0 mas; n=17) frente a aquellos sin progresion significativa (Delta CADI <2; n=68); y (2D) la correlacion entre la
expresion de Shroom3 a los 3 meses fue mas fuerte en los rifiones de donantes fallecidos y el CADI a los 12
meses (r=0,34; p=0,0088) [La linea representa la media; Bigotes=DT].

Figuras 3A-3D: graficos que representan (3A) la correlacion del factor de cambio de la expresion de Shroom3
(RT-PCR) a los 3 meses y 12 meses de CADI (r de Pearson = 0,4169; p=0,0103); (3B) la correlacion del factor
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de cambio de la expresion de Shroom3 (RT-PCR) a los 3 meses y la creatinina de TFGe a los 12 meses
(r=0,3230; p=(3C) la correlacion entre el log de la expresion de Shroom3 del aloinjerto (micromatriz) a los 3
meses y el factor de cambio de la expresion de Shroom3 a los 3 meses (RT PCR) (r de Pearson = 0,5613;
p=0,0008); y (3D) la recta de regresion de la relacion entre el log de la expresion de Shroom3 a los 3 meses y la
puntuacion CADI simultanea - No se pudo identificar ninguna relacion

Figuras 4A-4C: graficos que representan (4A) la correlacién del log de la expresion de Shroom3 del aloinjerto a
los 3 meses y 12 meses de CADI en receptores de rifiones de donantes blancos (r=0,2538; p=0,02); (4B) la
correlacion del log de la expresion de Shroom3 del aloinjerto respecto a la creatinina de TFGe en receptores de
rinones de donantes blancos (r=-0,25; p=0,008); y (4C) el log de la expresién de Shroom3 fue mas elevada en
RRDB (receptores de rifion de donantes blancos; en inglés, WDKRs) con progresién de fibrosis (Delta CADI = 2;
n=14) que aquellos sin progresion significativa (Delta CADI <2; n=56 )[* p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001]

Figuras 5A-5C: graficos que muestran que (5A) no hay correlacion entre el log de la expresion de Shroom3 del
aloinjerto (microarray) a los 3 meses y CADI a los 12 meses en los receptores de donantes vivos (RDV; en
inglés, LDR) y: (5B) en los no RRDB; (5C) No hay correlacion entre Shroom3 de 3 meses y TFGe-12m en no
RRDB.

Figuras 6A-6B: graficos que ilustran que (6A) el SNP de Shroom3 (rs17319721) se distribuye de manera
diferente entre blancos y no blancos (tanto entre donantes como entre receptores). Los blancos tienen una mayor
prevalencia del alelo de efecto (p<0,0001) (6B): La homocigosidad del alelo de riesgo en los rifiones de donantes
se asocia con una expresion de Shroom3 del aloinjerto aumentada significativamente (p=0,033) bigotes: percentil
5-95; linea en la mediana; p=0,0183) [* p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001]

Figuras 7A-7C: graficos que ilustran que (7A, 7B, respectivamente) la expresion de Shroom3 se incremento tanto
en RRDB como en no RRDB con la presencia del alelo de efecto (A) en el donante y (7C) la expresion de
Shroom3 no se vio afectada significativamente por el tipo de SNP del receptor (bigotes: Min-Max; linea en la
mediana; p=0,0309) [* p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001]

Figuras 8A-8B: graficos que ilustran (8A) prevalencia alélica del SNP de Shroom3 en 354 receptores blancos
(como %) segun la etiologia de ERET. Los receptores con ERET por diabetes (DM) (49 %) tuvieron la
prevalencia alélica de riesgo significativamente mayor en comparacion con donantes no emparentados. (8B):
Prevalencia alélica del SNP de Shroom3 en 3247 pacientes del estudio. La prevalencia alélica de riesgo fue
mayor en diabéticos con ERC (51 %) [*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001].

Figura 9: un mapa de constructos de plasmidos indicadores de luciferasa utilizados en el Ejemplo 5 mas
adelante.

Figura 10A-10B: La Fig.10A es un grafico que ilustra que los plasmidos indicadores de luciferasa (IL) con
elemento potenciador del alelo A mostraron una mayor actividad que los plasmidos del alelo G y los de solo el
promotor; La Fig. 10B es una transferencia Western que ilustra que la nucleoproteina extraida de linfocitos T 293
mostré una unién mejorada a las secuencias de oligonucleétidos que contienen el alelo G.

Figuras 11A-11B: La Fig. 11A es un grafico que ilustra que en PRCEC (células epiteliales corticales renales
primarias; del inglés, primary renal cortical epithelial cells), el tratamiento de TGF-f aumenta Shroom3 de una
forma dependiente de la dosis (hasta 5ng/ml) y de forma dependiente del tiempo mediante RT-PCR (barras de
error: media en PRCEC, el tratamiento de TGF-f aumenta Shroom3 de una forma dependiente del tiempo
mediante (hasta 5ng/ml) (barras de error: media £+ ETM) [*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001]. La Fig. 11B es una
transferencia Western que ilustra que el tratamiento de TGF- aumenta Shroom3 de una forma dependiente del
tiempo.

Figuras 12A-12B: La Fig. 12A es un grafico que ilustra los resultados del Ejemplo 6 que muestra que TGF-beta
aumenta la expresion de Shroom3 de una manera dependiente de beta-catenina/TCF712. La quercetina
(inhibidor de beta-catenina) y BC-21 (inhibidor de TCF7L2) inhibieron el aumento de la expresion de Shroom3
inducida por TGF-beta (RT-PCR). La Fig. 12B es una transferencia Western que muestra aumentos de proteina
Shroom3 de una manera dependiente de Beta-Catenina/TGF-f3.

Figuras 13A-13B: La Fig. 13A es un grafico que ilustra la sobreexpresion de Shroom3 en PRCEC con
transfeccion de PC-SHROOMS3 confirmada por RT-PCR y la Fig. 13B mediante transferencia Western,
respectivamente (media + ETM) [*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001.

Figuras 14A-14C: Fig.14A es un grafico que ilustra los resultados del Ejemplo 7 y que muestra el efecto sobre la
expresion inducida por TGF-beta de marcadores de matriz profibrética mediante RT-PCR. La sobreexpresion de
Shroom3 sola aumenté la produccién de colageno-1 y fibronectina, si bien la atenuacion (en inglés, knockdown)
suprimié estos marcadores de matriz (media + ETM) [*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001]; La Fig. 14B es una
transferencia Western que muestra la fosforilaciéon potenciada por sobreexpresién de Shroom3 de Smad-3 en
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respuesta a TGF-beta en PRCEC a los 15 minutos (derecha); La Fig. 14C es una fotografia que muestra que el
tratamiento con TGF-B1 de PRCEC con sobreexpresiéon de SHROOMS3 también desarroll6 haces de F-actina
mas prominentes en comparacion con las células tratadas con TGFB1 sin sobreexpresion de SHROOMS (Fig.
14C, paneles superior e inferior).

Figuras 15A-15B: Graficos que representan los resultados del Ejemplo 7 que establece que Shroom3
sobreexpresa en PRCEC con transfeccion de PC-SHROOMS3, confirmado mediante RT-PCR (Fig.15A) y
transferencia Western (Fig.15B), respectivamente (media + ETM) [*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001]

Figuras 16A-16D: (16A) Se ilustran los resultados de genotipado representativos para ROSA-RTTA
(transactivador controlado por tetraciclina inversa; del inglés, reverse tetracycline-controlled transactivator)
(superior) y COLTGM (inferior). (16B) Se muestran las transferencias Western de fosfo-SMAD3 (p-SMAD3),
SMADS3 total (SMAD3), Shroom3 y B-actina de lisados de corteza renal de raton de rifiones UUO de ratones no
alimentados con Dox frente a ratones alimentados con Dox (n=2). (16C) De izquierda a derecha: se muestran
fotografias que muestran imagenes representativas de baja potencia (10x) del rifidn de control y el rifidn UUO de
animales no alimentados con Dox y los rifiones UUO de animales alimentados con Dox. Fila superior: Tincion de
Schiff con acido periddico, fila central: Tincién de rojo Picrosirio. Fila inferior: se realizé el inmunomarcado para
COL1A1 (TRITC-Alexa fluor) en secciones de corteza renal congeladas instantaneamente. Se muestran
imagenes representativas. El grafico representa la cuantificacion morfométrica del area de tincion COL1A1/area
total (%) en 5 campos aleatorios de alta potencia (hpf; del inglés, high power fields) por animal. (16D) Graficos de
barras que ilustran la expresion de ARNm de SHROOMS3 y COL1A1 mediante RT-PCR en rifiones de control y
UUO de animales alimentados con DOX y sin DOX (normalizados a GAPDH; n=5; media + ETM; ANOVA con
comparacion de Bonferroni posterior a la prueba; *p<0,05).

Descripcion detallada de la invenciéon
Definiciones

El término "alrededor de" o "aproximadamente" normalmente significa dentro de un intervalo de error aceptable para
el tipo de valor y método de medicion. Por ejemplo, puede significar mas/menos el 20 %, mas preferentemente
mas/menos el 10 % y, lo adn mas preferentemente, mas/menos el 5% de un valor o intervalo dado. Como
alternativa, en especial, en los sistemas bioldgicos, el término "aproximadamente" significa mas/menos
aproximadamente un logaritmo (es decir, un orden de magnitud) preferentemente mas/menos un factor de dos de un
valor dado.

La expresion "niveles significativamente mas altos de expresion de Shroom3" se define en el presente documento
como entre aproximadamente 1,4 y aproximadamente 5 veces mayor que en el control.

La presente invencidon se basa en el descubrimiento de que los niveles de expresion de SHROOM3 son
significativamente mayores en los receptores de aloinjertos de rifidn que estan en riesgo de desarrollar CAN en
comparacion con las biopsias de control obtenidas de sujetos normales. En virtud de la presente invencion, los
niveles de expresion de SHROOMS3 se determinan a partir de biopsias obtenidas de receptores de aloinjertos de
rindn y se comparan con biopsias obtenidas de controles que son muestras de rifién normales, tales como muestras
de biopsia de valor basal de donante vivo o muestras de rifidén de cirugias de nefrectomia utilizando técnicas bien
conocidas en la materia, tales como inmunotincién, pero preferiblemente mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR).

En un protocolo de estudio de la genética del rechazo crénico del aloinjerto, se obtuvieron biopsias de todos los
pacientes inscritos en diferentes puntos temporales (véanse los ejemplos mas adelante). A partir de la micromatriz
de ADN realizada sobre biopsias de aloinjerto a los 3 meses, se identificaron y clasificaron genes cuya expresion
diferencial se correlacioné con la puntuacion CADI y la funcién renal a los 12 meses. Entre los genes mejor
clasificados en esta lista estuvo SHROOMS (datos no publicados).

Los estudios de asociacion del genoma completo han unido fuertemente un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) en el gen SHROOM3 (rs17319721) con ERC incidente y prevalente mediante TFGe en cohortes
poblacionales de ascendencia europea {Kottgen A, 2009} {Boger C, 2011}. El gen SHROOMS3 codifica una proteina
que contiene el dominio PDZ que puede unirse directamente a la F-actina y regular su distribucién subcelular en las
células. La ausencia completa o defectuosa de SHROOMS causa defectos del tubo neural abierto y muerte neonatal
en ratones (Hildebrand J, 1999}. En las lineas celulares de riidn MDCK, SHROOMS3 se localiza en los complejos
apical y de unién y es critico para el mantenimiento del fenotipo de células epiteliales normales {Hildebrand J, 2005}.
Se sabe también que el dominio C-terminal de SHROOMS3 interactua con las Rho quinasas (ROCK) para facilitar la
fosforilacion de la miosina y la contraccion de la actina {Nishimura T, 2008}.

En el estudio que se notifica en el presente documento, se inscribieron 589 pacientes. Se obtuvieron biopsias de
aloinjerto a los 0, 3, 12 y 24 meses después del trasplante con una puntuacion del indice de disfuncion crénica del
aloinjerto (CADI) notificada desde un laboratorio central. El analisis de micromatrices de expresion génica se realizé
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sobre biopsias de 3 meses (Affymetrix: 1 chip de Human Exon) y se analizé la correlacion con CADI y TFGe de 12
meses (n=160). Se realizaron estudios de sobreexpresion y supresion lentiviral sobre células tubulares primarias
humanas (RPTE; del inglés, renal proximal tubule epithelial). Se encontré que la expresién génica de SHROOMS3 se
correlaciona linealmente con la fibrosis y negativamente con la TFGe en 1 afio (n=101; p<0,05). Esto se confirmé
mediante RT-PCR de forma independiente (n=36). No se observo correlacion entre la expresion de SHROOM3 vy el
CADI de 3 meses (n=137).

Un SNP en SHROOMS (rs17319721) se ha unido con ERC en estudios de asociacion del genoma completo. Como
se divulga en el presente documento, se ha encontrado que la presencia de al menos 1 copia del alelo de riesgo (es
decir, A/G o A/A) en el ADN de un donante se asocia con una mayor expresion de SHROOM3 intrainjerto a los 3
meses (n=136; p=0,02). El alelo de riesgo fue mas prevalente en donantes blancos frente a los donantes no blancos.
Como se muestra en el Ejemplo 4 mas adelante, el alelo de riesgo de SNP es mas frecuente en diabéticos blancos
con enfermedad renal. Por tanto, se divulga en el presente documento un método para identificar el riesgo de
desarrollar CAN en un paciente caucasico diabético que sufre de una enfermedad renal que ha recibido un rifién de
un donante, que comprende las etapas de obtener una muestra de sangre del donante en el momento basal y
realizar un analisis genético para determinar si el donante es homocigoto para el alelo de riesgo. Como se muestra
en el Ejemplo 9 mas adelante, el método puede practicarse con pacientes caucasicos no diabéticos. Si el donante es
homocigoto para el alelo de riesgo, a continuacion, el paciente esta en riesgo de ERC o CAN. Este método puede
realizarse solo si el donante esta disponible, que no siempre es el caso. Si el donante no esta disponible a
continuacion, los niveles de expresion de SHROOM3 pueden examinarse en el paciente. Si bien en los receptores
de rifiones de donantes blancos la expresién de SHROOM3 fue predictiva de CADI a los 12 meses, esto no fue
verdadero para los receptores de donantes vivos 0 no blancos.

La sobreexpresion de SHROOMS3 en RPTE aumento, al tiempo que la supresion lentiviral disminuyd notablemente la
produccion de colageno tipo 1 (p<0,01). El exceso de SHROOM3 facilitd, al tiempo que la supresion inhibi6 la
sefializacion candnica de TGF-beta, evidenciada por fosfo-Smad3 y la produccion de marcadores profibréticos.
Ademas, en ratones FVB/N con ERC (nefropatia por VIH y obstruccion ureteral unilateral), la expresion de
SHROOM3 aumenté en comparacion con los controles segun lo determinado mediante RT-PCR. Por tanto, la
presente divulgacion no se limita a CAN sino que es Util para otras ERC tales como uropatia obstructiva, nefropatia
asociada al VIH y nefropatia diabética.

Sin desear quedar ligados a teoria alguna, se cree que Shroom3 esta involucrado en cualquier enfermedad que
involucre fibrosis, tal como fibrosis hepatica y fibrosis pulmonar. Por tanto, los materiales y métodos descritos en el
presente documento seran Utiles para controlar la progresion de tales enfermedades. Como se muestra mas
adelante en el Ejemplo 10, la fibrosis intersticial renal se anulé significativamente en animales de Shroom3 atenuado
en un modelo de ratén. Estos resultados validan el papel de SHROOMS en estas enfermedades.

Se describen adicionalmente kits para utilizar en los métodos divulgados en el presente documento. Los kits
comprenden, en recipientes separados, los siguientes componentes: cebadores para ensayos de expresion de
SHROOMS3 de RT-PCR, una micromatriz para analisis de expresion génica y cebadores para analisis de RT-PCR del
alelo de riesgo de rs 17319721, tampones e instrucciones de uso. En la Tabla 5 se expone una lista no limitante de
cebadores para usar en los kits. El control positivo comprende las células que sobreexpresan SHROOM3 o tejidos
cerebrales, tales como neuroepitelio, que se sabe que tienen altos niveles de expresiéon de SHROOM3. (Shroom3-
mediated recruitment of Rho kinases to the apical cell junctions regulates epithelial and neuroepithelial planar
remodeling - Tamako Nishimura and Masatoshi Takeichi, Development 135, 1493-1502 (2008)
doi:10.1242/dev.019646).

En el presente documento se divulgan métodos para identificar receptores de aloinjertos de rifidn que estan en
riesgo de desarrollar enfermedades renales tales como CAN o ERC. Cuando se identifican dichos pacientes, la
presente divulgacion incluye métodos para tratar dichos pacientes. Tales métodos incluyen, sin limitacion, la
administracion de farmacos inmunosupresores, es decir, un inhibidor de la calcineurina (CNI; del inglés, calcineurin
inhibitor), tal como ciclosporina o tacrolimus o como minimo farmacos inmunosupresores fibrogénicos tales como
micofenolato mofetilo (MMF) o sirolimus. Dado que los pacientes que estan identificados como en riesgo de
desarrollar CAN o ERC tienen la funcion renal afectada y a menudo sufren de hipertension, la administracion de un
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (IECA; en inglés, ACEI) tal como lisinopril o un bloqueo del
receptor de angiotensina Il, tal como losartan, a tales pacientes se divulga en el presente documento.

Adicionalmente se divulgan métodos que utilizan SHROOM3 como una diana para la deteccion de farmacos utiles
para el tratamiento de CAN y ERC. Las células 293T transfectadas con el constructo de alelo A de
SHROOM3/luciferasa, descrito en el Ejemplo 5 mas adelante, se pueden utilizar en ensayos de deteccion para
identificar farmacos para el tratamiento de enfermedades fibréticas mediadas por SHROOMS3. Las células pueden
sembrarse en microplacas de 96 pocillos, ponerse en contacto con farmacos candidatos y analizarse para detectar
cambios en la actividad de luciferasa. La actividad de SHROOMS3 (es decir, luciferasa) se medira en el momento
basal y los inhibidores Quercetina y/o BC-21, pueden utilizarse como controles positivos.

Como alternativa, las células 293T se trataran con TGFB1 (5-10 ng/ml), un regulador positivo conocido de la
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expresion de SHROOMS3 y estas células (con un valor basal de expresion de SHROOM3 mas alto) se usaran en los
ensayos de deteccion. Estos ensayos se pueden desarrollar en un formato de alto rendimiento.

Los cebadores para utilizar en ensayos de RT-PCR para el alelo A y para generar los constructos indicadores de
luciferasa se exponen en la Tabla 5.

Resumiendo, SHROOM3 se ha identificado como un nuevo gen candidato cuya expresion en un aloinjerto renal
precede y predice el desarreglo de la funcion renal y de FTI en CAN. Pueden utilizarse niveles significativamente
mas altos de SHROOMS3 de aloinjerto para predecir la progresion histoldgica de CAN. Ademas, se ha descubierto
que estas relaciones son mas predictivas en los receptores de rifiones de donantes blancos. Estos hallazgos
confirman por primera vez que el locus de SHROOMS3 (rs17319721) asociado a ERC descrito anteriormente {Kottgen
A, 2009} {Boger C, 2011} media su efecto a través de la expresion de SHROOM3 aumentada. Por ultimo, los
estudios in vifro descritos en el presente documento sugieren un papel beneficioso para SHROOM3 en la
sefializacion candnica de TGF-beta y la produccion de colageno-1 en las células tubulares renales. En conjunto,
estos hallazgos demuestran que SHROOMS es una diana terapéutica tanto en CAN como en ERC y la supresion de
su nivel puede utilizarse para inhibir la progresion de FTl y retardar ERET.

La presente invencion se describe mas adelante en los ejemplos de trabajo que tienen por objeto describir
adicionalmente la invencion sin limitar el alcance de la misma.

En los Ejemplos mas adelante, se usaron los siguientes materiales y métodos.

Biopsias y extraccion de ARN: Se obtuvieron biopsias en tiempo real guiadas por ultrasonido de aloinjerto renal a
los 0, 3, 12 y 24 meses después del trasplante, en 3 de 5 centros clinicos. Se extrajeron dos nucleos utilizando
agujas de biopsia con resorte de 18G cuando fue posible. Si se obtuvo un solo nucleo, se dio preferencia a la
extraccion de ARN (kit QIAGEN-ALLprep, Valencia, California, EE.UU.) en la visita a los 3 meses y al analisis
histoldgico a los 12 meses. El tejido para los estudios de expresion génica se almacend inmediatamente en RNAlater
y se envio a -20 °C a una instalacion central de genomica.

Transcripcion inversa: El ARN extraido de la biopsia se transcribié de manera inversa usando RT de una etapa
Sensiscript (Qiagen) y cebador Oligo DT (Qiagen) con una cantidad inicial de ARN total de 55 ng. No se utilizaron
muestras de extraccion con concentraciones de ARN < 5 ng/mcl por nanogota. Para los estudios in vitro los
presentes investigadores utilizaron Superscript-lll (tecnologias de Invitrogen-Life, Grand Island, Nueva York) con
ARN total inicial de 500-1000 ng.

RT-PCR: Se disefiaron conjuntos de cebadores que abarcan intrones para Shroom3 utilizando Primer-BLAST
(NCBI) y los amplicones de PCR se confirmaron tanto por analisis de la curva de fusién como por electroforesis en
gel de agarosa. La expresion de Shroom3 se analizd en una cohorte interna y externa de pacientes mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) (ciclador 7500 de Applied biosystems).

Analisis de SNP de Shroom3: El genotipado dirigido se realizé para el SNP de Shroom3 (rs17319721) utilizando el
ensayo de analisis de SNP de Tagman (N.° de cat.: 4351379 Applied Biosystems, Foster City, California). Se extrajo
ADN (kit de QIAGEN-ALLprep, Valencia, California, EE.UU.) a partir de biopsias previas a la implantacién o de
sangre para el SNP del donante y de sangre periférica para el ensayo del SNP del receptor. Se realizdé un analisis
automatizado utilizando el software Genotyping de Applied Biosystems (ciclador 7500 de Applied Biosystems).

Constructos de promotor-potenciador de Shroom3 y ensayo de indicador de luciferasa: Los fragmentos
promotores que abarcan -3000 bases en 5° del sitio de inicio de la traduccién de SHROOMS3 se amplificaron por PCR
utilizando conjuntos de cebadores que opcionalmente incluyeron secuencias de veinticuatro pares de bases del
intrén-1 de SHROOM3, incluyendo el sitio rs17319721 que contiene cualquiera de los dos alelos (A o 1. G) (Tabla 1).
Se introdujeron sitios de restriccion para Kpnl en todos los cebadores directos y Hind Ill en los inversos. A
continuacion, los productos de la PCR se clonaron en el vector indicador de luciferasa pGL3 Basico (E-1751,
Promega, Wisconsin, EE.UU.) utilizando sitios Kpn | y Hind Ill. Esto generd 3 plasmidos indicadores: solo promotor,
promotor con secuencias intrénicas -A o -G.

La transfeccion transitoria de estos constructos (1mcg cada uno) con el plasmido indicador de luciferasa de Renilla
pTL-TK (200 ng) se llevd a cabo en células HEK293T sembradas en placas de 6 pocillos al 80 % de confluencia
(reactivo Polyjet, laboratorios Signa-Gen, Rockville, Maryland). Después de 24 horas, las células se lisaron y se
extrajeron las proteinas. La actividad de renilla y luciferasa se midié en lisados utilizando un sistema de ensayo de
luciferasa dual (PJK Alemania) en un lector de microplacas de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se
expresaron los resultados y la relacién Luciferasa: Renilla.

Transferencia Western: Las células se lisaron con un tampdn que contiene Triton al 1 %, una mezcla de inhibidores
de proteasa e inhibidores de fosforilacion de tirosina y serina/treonina y de fosfatasa. Los lisados se sometieron a
analisis de inmunotransferencia utilizando anti-Shroom3 de conejo (un obsequio del Dr. Jeffrey Hildebrand,
Pittsburgh), anticuerpo de anti-etiqueta V5 (R960-25, tecnologias de Invitrogen-Life), anticuerpo de fosfo-Smad3
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(policlonal de conejo -pS423/425) y Smad-3 (monoclonal de conejo Smad-3, n.° 9523, de Epitomics, Burlingame,
California). La densitometria se realizé como se describié anteriormente {Gassman 2009}.

Estudios de sobreexpresion: Se clond un constructo de Shroom3 humano (Open Biosystems, Lafayette, Colorado)
en un vector de expresion de mamiferos PC-DEST40 (Invitrogen, Carlsbad, California) con etiquetas V5 e histidina
C-terminales utilizando la recombinasa Clonase-Il (Invitrogen). La transfeccion por electroporacion utilizando la
tecnologia Lonza Nucleofector (kit basico Nucleofector para células epiteliales primarias de mamiferos, Programa
T20) se utilizé para transfectar células epiteliales corticales renales primarias (PRCEC) como se describid
anteriormente {Jin Y, 2012}. La expresioén forzada se confirmé en PRCEC mediante RT-PCR vy transferencia Western
con la transfeccién del vector de destino vacio como control. Los marcadores de la matriz extracelular profibrética se
analizaron en PRCEC mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). El efecto del
tratamiento con TGF-B sobre la produccidon de marcadores de matriz en células transfectadas con Shroom3 se
ensayo en un medio sin nutrientes 36 horas después de la transfeccion. Se midio la fosforilaciéon de Smad-3 a los 5,
15 y 30 minutos de tratamiento con TGF-Beta.

Estudios de supresion de ARNip de Shroom3: Se analizaron clones de horquillas cortas de Shroom3 humano
(Open Biosystems, Lafayette, Colorado) para la supresion de Shroom3 mediante RT-PCR y transferencia Western
en células 293-T. La horquilla marcada con GFP seleccionada se transfect6 en células 293-T junto con plasmidos de
envuelta (reactivo Polyjet) para generar un constructo de expresion lentiviral pseudotipado VSV de mamifero. Se
infectaron PRCEC utilizando este constructo lentiviral y se confirmd la supresion de Shroom3. Para la supresion de
Shroom3 in vivo en ratén, se preseleccionaron secuencias de horquilla supresoras potentes utilizando un ensayo de
sensor Ping-Pong capaz de descifrar bibliotecas de ARNhc elaboradas (Mirimus Inc, Long Island, Nueva York). Se
transdujeron podocitos de raton con estas secuencias en un esqueleto lentiviral Mir30 y se analizaron en cuanto a la
supresion de Shroom3 utilizando RT-PCR y transferencia Western. Se seleccionaron dos secuencias para la
inyeccion de células madre embrionarias en ratones para desarrollar un modelo de raton de ARNhc de Shroom3
inducible por tetraciclina.

Caracteristicas de los participantes

Quinientos ochenta y nueve beneficiarios se inscribieron en el estudio desde 5 centros al finalizar la inscripcion para
el estudio. Las caracteristicas demograficas y clinicas de los donantes y receptores de la cohorte se enumeran en la
Tabla 1. Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en los estudios de micromatrices se
detallan en la Tabla 2.

EJEMPLO 1: SHROOMS3 esta regulado positivamente y asociado con la progresion de CAN

Para identificar genes que podrian contribuir potencialmente al desarrollo de CAN, los presentes inventores
realizaron un analisis provisional para los primeros 66 sujetos de la cohorte que tenian los datos de micromatrices de
expresion génica de la biopsia del aloinjerto de 3 meses, asi como TFGe_12 y CADI_12. Se identifico y clasificé una
lista de genes candidatos implicados en la progresion de CAN, es decir, genes cuya expresion en la muestra de
aloinjerto de 3 meses se correlacionaba con un TFGe_12 bajo asi como con un CADI_12 alto. SHROOMS3 se
encontraba entre los genes mejor clasificados de la lista (Tabla 3). Desde el analisis provisional, los presentes
inventores recopilaron y analizaron muestras adicionales. En el momento de la preparacion de la presente solicitud,
se habian realizado perfiles de expresion génica de aloinjerto de 3 meses en 160 aloinjertos y de los que TFGe de
12 meses (TFGe_12) estaba disponible en 147 sujetos y CADI de 12 meses (CADI_12) estaba disponible en 101
sujetos (Fig. 1). Cuando los presentes inventores volvieron a examinar la correlacion de la expresion de SHROOM3
del aloinjerto de 3 meses en los 147 sujetos que tenian TFGe_12 disponible, la expresion de SHROOM3 del
aloinjerto de 3 meses se correlacioné inversamente con TFGe_12 (r=-0,2192, p<0,01, Fig. 2A). De los 101 sujetos
que tenian CADI_12, la expresion de SHROOMS3 del aloinjerto de 3 meses en el analisis de micromatrices de
expresion génica se correlaciond linealmente con CADI_12 (p=0.03, Fig. 2B), que siguioé siendo significativa (p=0,02)
cuando 2 de las muestras de aloinjerto fueron excluidas del analisis (uno con nefropatia por virus BK y otro con
cicatrizacion cortical). Sin embargo, no se observé correlacion entre la expresion de SHROOMS del aloinjerto de 3
meses y el CADI simultaneo de 3 meses (n=135; r=-0,1273, p=0,14, Fig. 3D). Las relaciones de la expresion de
SHROOMS3 de 3 meses respecto a CADI_12 y TFGe_12 se validaron adicionalmente mediante analisis cuantitativo
de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) en una cohorte interna de 32 sujetos (r=-
0,3873, p=0,02 para TFGe_12 y r=0,3774, p=0,03 para CADI_12, Figs. 3C y 3D). Los presentes inventores también
encontraron una fuerte correlacion entre la expresion de SHROOM3 de micromatrices y de qRT-PCR (n=32,
r=0,5613; p=0,0008, (Figs. 2B y 2C). La relacion entre el log de la expresion de SHROOM3 y CADI de 12m fue mas
fuerte en RDF (receptores de donantes fallecidos; en inglés, DDRs) (p<0,01) (Fig. 2D). En un analisis multivariante,
solo el tiempo de isquemia fria y la presencia de rechazo agudo tuvieron un efecto significativo sobre CADI_12. La
expresion de SHROOMS3 permanecié significativa en donantes fallecidos (p=0,02). De los 160 sujetos que tenian
expresion de SHROOMS3 de aloinjerto de 3 meses examinada mediante micromatrices, 85 tenian puntuaciones CADI
de 3 y 12 meses disponibles. Para corroborar adicionalmente que la expresion de SHROOMS3 se asocia con la
progresion de CAN, los presentes inventores compararon la expresion de SHROOMB3 entre aloinjertos que tenian = 2
aumentos en la puntuacion CADI (n=17; progresores) con los de menos de <2 incrementos (n=68; no progresores)
entre biopsias de 3 a 12 meses. La expresion de SHROOMS3 fue significativamente mayor en los progresores en
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comparacion con los no progresores (p=0,04).
EJEMPLO 2: Existe una asociacion de la progresion de SHROOMS3 y CAN en aloinjertos de donantes caucasicos

Dado que una variante genética de SHROOM3 (variante rs17319721 de SNP) se asocia con ERC cuando se estudia
en cohortes predominantemente caucasicas [Kottgen A, 2009], los presentes inventores buscaron determinar si la
relacion observada entre SHROOMS3 y CAN seguia una predileccién racial. De los 147 aloinjertos con TFGe_12
disponible, 109 eran de donantes caucasicos y su expresion de SHROOM3 estuvo inversamente correlacionada con
TFGe_12 (r=-0,2712, p=<0,01, Fig. 4A). Entre los 101 aloinjertos con CADI_12 disponible, 80 eran de donantes
caucasicos y la expresion de SHROOMS3 en esos aloinjertos estuvo correlacionada significativamente con CADI_12
(p=0,02, Fig. 4B). En aloinjertos de no caucasicos, la expresion de SHROOM3 no estuvo significativamente
correlacionada con TFGe_12 (n=38) o CADI_12 (n=21) (Fig. 5B, 5C). Entre los 85 pacientes con CADI_3 y CADI_12,
70 recibieron rifiones de donantes caucasicos. En ellos, los presentes investigadores compararon la expresion de
Shroom3 entre progresores y no progresores. La expresion de SHROOM3 para los 14 aloinjertos que desarrollaron =
2 incrementos en CADI fue significativamente mayor en aquellos con <2 cambios en CADI (n=56) (Fig. 3C). La
expresion de SHROOMS3 en la biopsia de aloinjerto de 3 meses también fue significativamente diferente entre
aloinjertos con diferente gravedad de CAN basandose en CADI_12: baja (CADI 0-1; n=49), intermedia (CADI 2-5;
n=24), alta (CADI> 5; n=7) (p=0,03, Fig. 3C).

EJEMPLO 3: Una variante de SHROOM3 no codificante en el donante se asocia con la expresiéon de SHROOM3
aumentada

El alelo A (alelo menor) de un SNP de SHROOMS3 no codificante en rs 17319721 se ha vinculado fuertemente con la
enfermedad renal crénica mediante creatinina de TFGe [Kottgen A, 2009; Boger C, 2011]. Los presentes inventores
realizaron un genotipado de SNP dirigido para la variante rs17319721 en 540 receptores de aloinjertos y 468
muestras de donantes. La prevalencia alélica del alelo de riesgo (A) fue de un 36,66 % entre los receptores y de un
40,02 % entre los donantes. Tanto en receptores como en donantes, los presentes inventores observaron que la
prevalencia del alelo de riesgo fue significativamente mayor en los caucasicos en comparacion con los no
caucasicos (p<0,0001) (Fig. 6A). Dado que una mayor expresion de SHROOM3 se correlaciona con la progresion de
CAN y que el alelo de riesgo de SHROOM3 se asocia con ERC en cohortes predominantemente caucasicas, en el
presente documento se examino si la expresion de SHROOMS3 del aloinjerto se correlacionaba con la presencia del
alelo de riesgo. De los 160 aloinjertos para los que estaba disponible la expresion de SHROOM3, se realiz el
genotipado de SNP dirigido de la variante rs17319721 en 136 casos en los que se disponia de muestras de sangre
del donante o muestras de biopsia de aloinjerto antes de la perfusion. La expresion de SHROOMS3 fue
significativamente mayor en aloinjertos que eran homocigotos para el alelo de riesgo (A/A, n=14) en comparacion
con aloinjertos que eran homocigotos para el alelo G (G/G, n=52, p=0,01, Fig. 6B). La expresion de SHROOM3 de
aloinjertos A/G (n=70) no fue significativamente diferente de A/A o G/G. Sin embargo, la expresion de SHROOM3
fue significativamente mayor en los aloinjertos de donantes con al menos un alelo de riesgo (A/A o A/G; n=84) en
comparacioén con los donantes sin el alelo de riesgo (G/G; n=52, p=0,02). Cuando se examind especificamente en
103 aloinjertos de donantes caucasicos y 33 aloinjertos de donantes no caucasicos, la relacion entre la expresion de
SHROOMS3 vy el alelo de riesgo en el aloinjerto permanecié constante pero no alcanzé significacion estadistica (p=
0,05 en donantes caucasicos, Fig. 7A y 7B respectivamente ). Curiosamente, cuando los presentes inventores
examinaron la relacion de la expresion de SHROOMS3 con el genotipo del receptor en lugar de con los donantes, no
hubo una correlacion significativa entre el alelo de riesgo y la expresion en 147 receptores (Fig. 7C).

EJEMPLO 4: El alelo de riesgo de SHROOMS3 esta asociado con la diabetes mellitus como causa de ERET y ERC
en caucasicos

Dado que la variante de riesgo de SHROOMS3 se ha unido a ERC, los presentes inventores examinaron si el alelo de
riesgo esta asociado con ERET de etiologia particular en nuestra cohorte de receptores. Como el alelo de riesgo de
SHROOMS3 se distribuyé de manera diferente entre las diferentes etnias (Tablas 4a y 4b), los presentes inventores
han restringido todas las comparaciones posteriores entre donantes y receptores a la misma etnia. Observamos que
la frecuencia alélica del alelo de riesgo no fue significativamente diferente entre donantes y receptores caucasicos
(un 42,87 % frente a un 43,07 % respectivamente). Como solo 114 de los 468 donantes no eran caucasicos, el
numero de sujetos en cada etnia no caucasica (es decir, AA, asiaticos, hispanos y otros) fue insuficiente para hacer
una inferencia valida sobre el genotipo de SHROOM3 vy su relaciéon con la etiologia de la ERET. Cuando los
presentes inventores analizaron la prevalencia alélica entre los receptores caucasicos de acuerdo con su diagnostico
documentado de ERET (excluyendo los receptores que habian tenido trasplantes previos, enfermedades congénitas
o etiologia desconocida de ERET), observaron que el alelo de riesgo era mas prevalente en los receptores
caucasicos con diabetes mellitus como diagndstico primario de ERT (47,25 %; n=126). Encontramos que los
receptores caucasicos con diabetes sola sin hipertension (HTA) tenian una razén de probabilidades no ajustada de
1,418 (IC del 95 %=1,000-2,11; p=0.04), si bien los pacientes con diabetes con hipertension tenian una razén de
probabilidades de 1,36 (IC del 95 %=1,031-1,814; p=0,029) de tener el alelo de riesgo cuando ambos se compararon
con todos los donantes caucasicos que no estaban relacionados con los receptores (Fig. 8A). Ademas, la
prevalencia alélica del alelo de riesgo en pacientes con diagnéstico distinto de diabetes y HTA como causas de
ERET fue de un 38,36 % (n=159), que no fue significativamente diferente de la frecuencia alélica en donantes de
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aloinjerto no emparentados (39,64 %). Para la validacion externa de la asociacion del alelo de riesgo con la
enfermedad renal diabética, los presentes inventores analizaron una cohorte independiente de sujetos. Entre los
participantes caucasicos del estudio (n=3782), se identificé que 763 tenian ERC. De nuevo, la prevalencia alélica fue
significativamente mayor en aquellos con diabetes y ERC (n=138) en comparacién con aquellos sin ERC (n=3019) y
aquellos sin ERC o diabetes (n=2691) (un 50,4 % frente a un 40,4 % frente a un 39,3 %, p<0,01) (Fig. 8B). En el
analisis multivariante dentro de la cohorte caucasica utilizando la edad, IMC (en inglés, BMI), hipertension, diabetes,
antecedentes familiares de diabetes o enfermedad renal como covariables, el ajuste por diabetes anuld cualquier
efecto del alelo de riesgo sobre ERC como resultado. La prevalencia alélica también fue similar en los no diabéticos
con y sin ERC (un 38,6 % frente a un 39,26 % respectivamente). Dentro de la cohorte de ERC, los AA con ERC
(n=721) y diabetes con ERC (n=204) tuvieron una distribucion alélica similar a aquellos sin ERC (n=2729) (un 20,59
% frente a un 18,46 % frente a un 21,78 %; p=0,8159) lo que sugiere que el SNP de SHROOM3 no juega un papel
significativo en la enfermedad renal diabética/no diabética en este grupo.

EJEMPLO 5: El alelo de riesgo de rs17319721 potencia la expresion de SHROOMS3 a través de la activacion
transcripcional mediada por TCF4. rs17319721 se localiza dentro del primer intrén de SHROOM3. Dado que el alelo
A se asocia con una mayor expresion de SHROOM3, los presentes inventores buscaron comprender el efecto de la
sustitucion de G por A en la regulacion transcripcional de SHROOMS3. Cuando los presentes inventores examinaron
la region intrénica de SHROOMS3 que contiene rs17319721, se encontrd que la sustitucion de G por A genera una
secuencia de unién de consenso potencial para el factor de transcripcion 4 (TCF4/TCF7L2), una transcripcion que
contiene una caja de grupo de alta movilidad (HMG; del inglés, high mobility group) con la secuencia consenso de
union de 5'-(A/T)(A/T)CAAAG-3'. TCF4 esta implicado en la ruta de sefalizacion de Wnt/B-catenina [Wortman B,
2002; Henderson LJ, 2012]. Adicionalmente en el analisis de micromatrices del presente documento, los pacientes
en el cuartil mas alto de expresion de Shroom3 tuvieron también TCF7L2 y Beta-Catenina significativamente
regulados positivamente (p<0,0001). Para examinar adicionalmente si esta region intronica que contiene el SNP de
rs17319721 posee alguna funcidon como potenciadora de la transcripcion de SHROOMS3, los presentes inventores
generaron dos constructos de indicador de luciferasa promotor-potenciador de SHROOMS3 que consistieron en una
region promotora de SHROOMS de 3Kb y una secuencia de 100pb del primer intrén de SHROOMS3 que contiene el
alelo A o el alelo G del rs17319721 (Fig. 9. mapas de constructos). El constructo indicador de SHROOMS3 con el
alelo A tuvo un aumento mayor en la actividad indicadora de luciferasa a renilla en comparacion con el alelo G sin
estimulacion de TGF y con estimulacion de TGFB hubo un aumento en la actividad. El tratamiento con un inhibidor
de TCF4, BC21 o un inhibidor de B-catenina Quercetina, anulé la diferencia en la actividad indicadora entre los
constructos indicadores de los alelos A y G (Fig. 10A), lo que confirmoé adicionalmente que la secuencia
potenciadora de TCF4 es responsable de la diferencia en la expresion de los constructos indicadores del alelo A
frente al G. Para confirmar adicionalmente la unién de TCF4 a la regién intrénica de SHROOMS3 de 100 pb, los
presentes inventores realizaron EMSA. La union de TCF4 a la secuencia intrénica que contiene el alelo A fue mayor
que la del alelo G, que se anulé en muestras con exceso de oligos frios (Fig. 10B)

EJEMPLO 6: TGFB1 mejora la expresion de SHROOM3 de una manera dependiente de B-catenina/TCF4

Dado que SHROOMS esta regulado por TGFB1 en células HK-2 [Brennan EP, 2012] y que TGFB1 es un factor de
crecimiento clave que media la lesién renal y la fibrosis [1an HY 2012], los presentes inventores caracterizaron
adicionalmente la regulaciéon de SHROOMS3 mediada por TGFB1. Los presentes inventores encontraron que el
tratamiento con TGF31 de PRCEC aumenté la expresion de ARNm de SHROOM3 de forma maxima a 5 ng/ml (Fig.
11A) y la expresion de proteinas a las 48 horas (Fig. 11B). El analisis de la secuencia del promotor SHROOM3
(hasta - 10kb desde el sitio de inicio de la transcripcion) utilizando un programa de prediccion del motivo de unién al
factor de transcripcion (TRANSFAC) no revel6 ninguna secuencia de union a Smad, lo que sugiere que el aumento
inducido por TGFB1 en la expresion de SHROOMS3 no se debe a la sefalizaciéon candnica de TGFB1/SMAD. Como
se sabe que TGFB1 interfiere con la ruta de Wnt/B-catenina/TCF4 y que TCF4 regula la expresion de SHROOM3, los
presentes inventores analizaron si la expresion de SHROOM3 inducida por TGF1 depende de la interacciéon B-
catenina/TCF4. Encontramos que tanto BC-21 como quercetina anularon el aumento inducido por TGFf1 en la
expresion de la proteina SHROOMS3 (Fig. 12A) y ARNm (Fig. 12B), confirmando por tanto que la expresion de
SHROOMB3 inducida por TGFB1 es dependiente de B-catenina/TCF-4.

EJEMPLO 7: SHROOMS3 facilita la sefalizacion canonica de TGFB1/SMAD3 y la expresion génica profibrética

Los presentes inventores investigaron si SHROOM3 tiene algun impacto en el programa génico profibrético mediado
por TGFB1, que es un impulsor bien caracterizado de la fibrosis renal en la ERC, asi como en la CAN [Lan HY 2012;
Campistol JM 2001]. Los presentes inventores primero compararon la expresion de genes diana de TGF(1
relacionados con la fibrosis tisular en PRCEC con o sin sobreexpresion de SHROOMS3 que fueron tratados con
TGFB1 o con vehiculo. La sobreexpresion de SHROOMS3 se confirmé mediante RT-PCR (Fig. 13A) y transferencia
Western (Fig. 13B). La expresion de genes diana de TGF31 profibréticos, incluyendo COL1A1 y FN1, se incrementé
mediante el tratamiento con TGFB1 solo, asi como con la sobreexpresion de SHROOMS3 solo (Fig. 14A). La
expresion de COL1A1 inducida por TGFB1 se incrementd adicionalmente en las células con sobreexpresion de
SHROOMS3 en comparaciéon con aquellas sin sobreexpresion de SHROOMS3 (Vector+TGF). Para caracterizar
adicionalmente como SHROOM3 facilité la sefializacion de TGFB1, los presentes inventores investigaron la
fosforilacion de SMAD-3 que indica la activacion de la sefalizaciéon canoénica de TGFB1/SMAD en PRCEC. Las
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células con o sin sobreexpresion de SHROOMS se trataron con TGFB1 o con vehiculo. La fosforilacion de Smad3 en
células tratadas con TGFB1 estuvo potenciada por la sobreexpresiéon de SHROOMS3 en comparacién con las células
transfectadas con vector (Fig. 14B). El tratamiento con TGFB1 de PRCEC con sobreexpresion de SHROOM3
también desarrollé6 haces de F-actina mas prominentes en comparaciéon con las células tratadas con TGFB1 sin
sobreexpresion de SHROOM3 (Fig. 14C, paneles superior e inferior). A continuacion, los presentes inventores
buscaron determinar si el programa de genes profibréticos inducido por TGFB1 depende de SHROOMS3. La
atenuacion de SHROOMS3 en PRCEC redujo significativamente los transcritos COL1A1 y FN1 (Fig. 15A). La
expresion de COL1A1 inducida por TGFB1 también se atenud significativamente en las células de SHROOM3
atenuado en comparacion con las células transducidas con el lentivector vacio. Sin embargo, la expresién de FN1
inducida por TGFB1 no estuvo afectada por la atenuacion de SHROOMS3. La fosforilacién de SMAD3 en células con
atenuacion de SHROOMS3 se redujo significativamente a los 30 min, pero no a los 15 min, después de la
estimulacion con TGFB1 en comparacion con las células sin atenuacion de SHROOMS3 (Fig. 15B). Cuando se toman
en conjunto, estos resultados sugieren que SHROOMS3 facilita el programa de expresién génica profibrotica inducida
por TGFB1/SMAD3. Un apoyo adicional de esto fue el hallazgo de los presentes inventores en la cohorte de
micromatrices de CTGF, vimentina, colageno-IV (aguas abajo de la sefializacién de TGF/SMAD3) se encontraban
entre los genes significativamente regulados positivamente en pacientes en el cuartil mas alto de expresion de
SHROOMS.

EJEMPLO 8: El alelo A de rs17319721 en el donante se asocia con una mayor expresion de SHROOM3 del
aloinjerto a los 3 meses.

En la actualidad, multiples estudios han vinculado el SNP de rs 17319721 de SHROOM3 con CKD20-22. Se
desconoce si el alelo de riesgo esta asociado con la expresion alterada de SHROOMS en el parénquima renal o si se
relaciona con CAN. Al 1 de enero de 2013, quinientos ochenta y nueve beneficiarios se inscribieron en el estudio
parental. Los presentes inventores realizaron un genotipado dirigido para este locus en 540 receptores de aloinjertos
y 517 donantes dentro de la cohorte del presente estudio. La prevalencia alélica del alelo A asociado a ERC fue de
un 36,66 % entre los receptores y de un 39,94 % entre los donantes. En conjunto, la prevalencia del alelo A fue
similar para los donantes y receptores caucasicos (un 42,87 % frente a un 42,56 % respectivamente). El nimero de
sujetos en cada etnia no caucasica (es decir, AA, asiaticos, hispanos y otros) no fue suficiente para hacer una
inferencia valida sobre la distribucion de rs 17319721. Tanto en receptores como en donantes, los presentes
inventores observaron que la prevalencia del alelo A es significativamente mayor en los caucasicos en comparacion
con los no caucasicos (p<0,0001).

A continuacion, los presentes inventores examinaron si la expresion de SHROOM3 del aloinjerto a los 3 meses
(SHROOM3-3M) se correlacionaba con la presencia del alelo A. El analisis de micromatrices de expresion génica de
aloinjerto a partir de biopsias de protocolo de 3 meses se realizé en 159 de los 589 participantes en este estudio.
Estos pacientes representan por cronologia los primeros 159 inscritos a los que se les realizé una biopsia 3 meses
después del trasplante. Ambos resultados del genotipado dirigido para los niveles de transcritos de rs 17319721 y
SHROOMS de aloinjertos de rifidn estaban disponibles de 136 donantes y 145 receptores. Los presentes inventores
observaron que la SHROOMS3-3M fue significativamente mayor en aloinjertos que eran homocigotos para el alelo de
riesgo (A/A, n=14) en comparacion con aloinjertos que eran homocigotos para el alelo G (G/G, n=52, p=0,01).
SHROOMS3-3M fue también significativamente mayor en los aloinjertos de donantes con al menos un alelo de riesgo
(A/A o A/G; n=84) en comparacion con los donantes sin el alelo de riesgo (G/G; n=52, p=0,02). Curiosamente,
cuando los presentes inventores examinaron la relacion de SHROOM3-3M con respecto al genotipo del receptor, en
lugar del del donante, no hubo una correlacion significativa entre el alelo A y SHROOMS3-3M (n=145).

EJEMPLO 9: La expresion de SHROOM3 de aloinjertos a los 3 meses y el alelo A de rs17319721 estuvo asociada
con un mayor riesgo de CAN en receptores de aloinjertos renales.

Dado que los presentes inventores observaron que el alelo A de rs17319721 esta asociado con la activacion
transcripcional de SHROOMS3 y que la expresiéon de SHROOMS3 aumentada facilité la sefalizacion de TGF-B1 en
PRCEC, examinamos si SHROOMS3-3M y/o el genotipo de riesgo del donante se correlacionaba(n) con indices de
disfuncion del aloinjerto (CAN) a los 12 meses.

El analisis de micromatrices de expresion génica de aloinjerto a partir de biopsias de protocolo de 3 meses se realizd
en 159 de los 589 participantes en este estudio. En el momento de esta presentacion, TFGe-12 estaba disponible en
147 sujetos y CADI-12 estaba disponible en 101 sujetos del subgrupo. Las razones para no tener una biopsia a los
12 meses en este subgrupo incluyeron la pérdida del injerto (n=8), fallecimiento (n=1), pérdida del seguimiento (n=9),
contraindicacion o incapacidad de obtener una biopsia de aloinjerto renal (n=40).

SHROOMS3-3M se correlacioné inversamente con TFGe-12 (r=-0,2192, p<0.01) y positivamente con CADI-12
(r=0,2458, p=0,03). Esta correlacion permanecié significativa (p=0,01) después de la exclusiéon de 2 biopsias con
diagndstico (nefropatia por virus BK y cicatrizacion cortical grave). La relacion entre SHROOM3-3M y CADI-12 fue
mas fuerte en aloinjertos de donantes fallecidos (p<0,01). Las relaciones de SHROOM3-3M con CADI-12 y TFGe-12
fueron validadas adicionalmente por qRT-PCR en una cohorte interna de 32 sujetos (r=-0,39, p=0,02 para TFGe-12y
r=0,38, p=0,03 para CADI-12). Existié una correlacion robusta entre las expresiones de SHROOM3 de micromatrices
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y gqRT-PCR (p=0,0008). No existi6 correlacion, sin embargo, entre SHROOM3-3M y CADI de 3 meses simultaneo
(n=135). SHROOM3-3M fue predictivo de CADI-12 mayor que 2 (CADI-12 = 2) y estuvo inversamente relacionado
con TFGe-12 en el analisis multivariante. Entre las covariables incluidas en el analisis, el rechazo agudo antes de los
3 meses tuvo efectos independientes significativos sobre CADI-12 y sobre TFGe-12 (p<0,05).

Para corroborar que SHROOM3-3M esta asociado con la progresion de CAN, los presentes inventores compararon
SHROOMS3-3M entre aloinjertos que tuvieron un aumento = 2 en la puntuacion de CADI (ACADI=2, n=17, conocidos
como progresores) con aquellos con menos de < 2 cambios en la puntuacién de CADI (ACADI<2, n=68, conocidos
como no progresores) entre las biopsias de 3 y 12 meses. Para minimizar el efecto de la enfermedad basal sobre la
progresion histoldgica posterior, los presentes inventores excluyeron los aloinjertos con CADI-3>2 de este analisis.
SHROOMS3-3M fue significativamente mayor en los progresores en comparacion con los no progresores (p=0,04).

A continuacion, los presentes inventores examinaron el genotipo de riesgo del donante y su asociacién con CAN. En
el momento del analisis, doscientos tres sujetos de la cohorte habian tenido puntuaciones CADI notificadas a los 12
meses (101 de la cohorte de micromatrices y 102 de la cohorte sin micromatrices). En este grupo, la presencia del
alelo A en el donante se asocidé con un riesgo significativamente mayor de un CADI-12 = 2 en todos los aloinjertos
(OR=1,98, IC=1,10- 3,59), indicando un mayor riesgo de CAN con el alelo de riesgo.

EJEMPLO 10: SHROOMS facilita la sefalizacion candnica de TGF-1/SMAD3 y la expresion génica profibrética en
un modelo murino in vivo:

METODOS

Para examinar el mecanismo de facilitacion de la fibrosis por SHROOMS, los presentes inventores desarrollaron un
modelo murino de SHROOMS3 atenuado mediado por ARNhc. En nuestro modelo, los elementos transactivadores
controlados por tetraciclina inversa (RTTA) se unieron al promotor universal ROSAmM26 para la expresion de RTTA
en todos los tipos de células. Después de la validacion in vitro, dos horquillas de ARNhc especificas de SHROOM3
se unieron a elementos sensibles a la doxiciclina-RTTA y se colocaron en 3’ respecto al gen Colageno-1. Se
presentan la PCR de genotipado de muestras para el elemento Rosa-RTTA y las secuencias de ARNhc (COLTGM)
y la electroforesis en gel de transferencia de Southern (Fig. 16A). La alimentacion con doxiciclina (DOX) para inducir
la atenuacion de Shroom3 en ratones genotipados se inicié 3 semanas antes de la cirugia de UUO y continué hasta
la fecha del sacrificio 10 dias después. Para estudiar el desarrollo de la fibrosis intersticial renal, realizamos una
cirugia de obstruccion ureteral unilateral (UUO) en animales de 8-10 semanas de edad después de 3 semanas de
alimentacién con DOX (n=5 en cada clon de ARNhc). Los ratones se sacrificaron 10 dias después de la UUO. Se
utilizaron como controles animales de ARNhc de SHROOM3 de la misma edad que no fueron alimentados con DOX.
Los resultados se analizaron cuantitativamente mediante la prueba t para muestras desapareadas.

RESULTADOS

Los presentes inventores examinaron el impacto de la atenuacion de SHROOM3 mediada por ARNhc sobre la
sefializacion de TGF-B1/SMAD3 vy la fibrosis renal en la cepa de raton de ARNhc inducible por DOX anterior. La
alimentacion de estos animales con doxiciclina (DOX) confirmé la atenuacion de SHROOM3 (-75 %) a las 3
semanas (PCR en tiempo real (RT-PCR) y transferencia Western (WB) de lisados corticales renales) (Fig.16B y
16D). Los animales alimentados con DOX mostraron fosforilacion significativamente inhibida de SMAD3 en rifiones
UUO mediante transferencia Western (Fig.16B). La produccion de COL1A1 en rifiones UUO se inhibié con la
atenuacion de Shroom3 como se muestra mediante RT-PCR de lisados de rifién y por inmunofluorescencia (IF) en
secciones tisulares (Fig. 16C, panel inferior y grafico; y 16D). La fibrosis intersticial renal medida mediante tincion
con rojo picrosirio (Fig. 16C, panel central), se anuld significativamente en animales de Shroom3 atenuado. Estos
resultados validan el papel de SHROOMS en la sefializacion canénica de TGF-p1.

DISCUSION:

La nefropatia crénica del aloinjerto sigue siendo una causa importante de fracaso del aloinjerto y de TRR {Paul LC,
1999} {Chapman JR, 2005} {Racusen LC, 2010} {US-RDS 2012}. Las estrategias inmunosupresoras modernas han
tenido un impacto significativo sobre los resultados de los aloinjertos a corto plazo con una mejora mucho menor en
los resultados a largo plazo {Hariharan S, 2000} {Meier-Kriesche HU, 2004} {Lamb KE, 2011}. Ademas, CAN sigue
siendo una entidad histolégica con estadios arbitrarios y variabilidad entre los patélogos que notifican {Solez K,
2008} {Akalin E, 2010} {Ying L, 2009} {Halloran P, 2002}. Por tanto, la identificaciéon de marcadores mas nuevos para
un diagndstico y tratamiento potenciales tempranos de la CAN es imperativa. En el estudio GoCAR, los presentes
inventores examinan la capacidad de los perfiles de expresion génica de aloinjertos a partir de biopsias de protocolo
a los 3 meses para predecir el desarrollo de CAN y FTI a los 12 meses. Por tanto, los presentes inventores
identificaron a Shroom3 como un nuevo gen candidato cuya expresion de aloinjerto precede y predice el desarreglo
de la funcion renal y de FTI.

Si bien la CAN evolucionada ha mostrado distintivos transcripcionales diferentes en estudios previos {Flechner S,
2004} {Donauer J, 2003}, se han planteado cuestiones con respecto a su interpretacién y generalizacion. El
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desarrollo de biomarcadores y/o estrategias terapéuticas se ha visto obstaculizado por los grandes tamafios de los
paneles de genes, los tamafios muestrales pequefios, las biopsias puntuales unicas, la heterogeneidad del ensayo
de chip de genes utilizado y la baja fidelidad de las técnicas de amplificacion de pre-matriz {Ying L, 2009} {Akalin E,
2010}. Los estudios basados en perfiles transcripcionales de biopsia por causa son menos fiables para desarrollar
paneles predictivos o terapéuticos para CAN debido a la diversidad genética que depende de la patologia en el
momento de la biopsia. Para determinar un distintivo genético que predeciria el desarrollo de CAN, Scherer et al.,
perfilaron el ARN amplificado (chip HG-U95Av2 de Affy) a partir de biopsias de protocolo de 6 meses de 17
pacientes, 12 de los cuales desarrollaron CAN. Desarrollaron un grupo de 10 genes que fue un 88 % predictivo del
desarrollo de rechazo crénico a los 12 meses. Sin embargo, la relacion no fue significativa cuando se analizaron
genes individuales {Scherer A, 2003}. Los presentes inventores usaron ARN sin amplificar de biopsias de 3 meses y
una matriz de chips de genes de exones completos (-4 sondas/exén, -40 sondas/gen) para correlacionar genes
expresados diferencialmente con TFGe y CAN a los 12 meses en la cohorte mas grande de pacientes del presente
estudio. Ademas, la expresion de Shroom3 en el presente estudio retuvo su significacion cuando se analizé solo la
cohorte completa con una mejor correlacion en el subconjunto de DDR y RRDB. Esto se validd en la cohorte interna-
externa mas pequefia de pacientes del presente estudio mediante RT-PCR. Cabe destacar que, los niveles medios
de transcripcion de Shroom3 fueron significativamente mas altos en pacientes cuyas puntuaciones CADI
progresaron (Delta CADI=2) entre 3 y 12 meses en comparacion con aquellos con puntuaciones histoldgicas
relativamente estables. Esto implica un papel de Shroom3 en la progresion de la fibrosis y CAN.

FTI es un criterio de valoracion histolégico comun para CAN y ERC. En consecuencia, los genes relacionados con la
fibrogénesis y la produccion de la matriz EC, especificamente relacionados con la sefalizacion de TGF-beta, han
surgido como regulados diferencialmente a partir de estudios transcripcionales en pacientes con CAN y modelos
animales de ERC {Flechner S, 2004} {Hotchkiss H, 2006} {Mas V, 2007} {Ju W, 2009}. Un SNP en Shroom3 ha
surgido independientemente unido a ERC incidente y prevalente en cohortes predominantemente caucasicas
{Kottgen A, 2009} {Boger C, 2011}. Sin embargo, la funcién del gen Shroom3 y su relacion con la pérdida de TFGe y
FTI se desconocen hasta la fecha. En PRCEC, nuestros estudios de RT-PCR sugieren una pequefia pero
significativa sobreproduccion de marcadores de matriz EC (colageno-dominio de fibronectina) por la sobreexpresion
de Shroom3 y una marcada supresion de estos marcadores con la inhibicion de Shroom3 mediada por ARNip.
Ademas, la sobreexpresién de Shroom3 parece facilitar la sefializacién canénica de TGFbeta, como lo evidencia la
fosforilacion mejorada de Smad-3 en PRCEC. Coherente con esto es la respuesta amplificada de la produccion de
marcadores profibréticos (SNAIL, MMP-2, colageno-1) tras el tratamiento con TGF-beta en células transfectadas con
Shroom3 en comparacion con los controles. También en linea con estas observaciones estan los niveles suprimidos
de P-Smad3 y Colageno-1 que los presentes inventores observaron con ARNip de Shroom3 en células tratadas con
TGF. TGF-beta también aumentd la expresion de Shroom3 en PRCEC. Otros grupos han hecho esta observacion en
células HK-2 usando secuenciacion de ARN {Brennan EP}. Esto, junto con el efecto beneficioso del aumento de
Shroom3 sobre la sefializacion de TGFbeta, puede indicar un bucle de retroalimentacion positiva entre Shroom3 y
TGF. Conjuntamente, estos sugieren que una mayor expresion de Shroom3 puede tener efectos profibréticos en las
células epiteliales renales. Curiosamente, a partir de los datos de biopsias del presente estudio, tener una o dos
copias del alelo de riesgo (A) en el donante parece aumentar significativamente los niveles de transcritos de
Shroom3 en el tejido de la biopsia (~ 1,4 veces). No hubo asociaciéon consistente entre el SNP del receptor y la
expresion de Shroom3, lo que sugiere una pequefia contribucion de la expresion de Shroom3 del aloinjerto de las
células receptoras infiltradas. Resumiendo, esto implica que la asociacion entre el SNP y la ERC en estudios previos
de GWAS puede explicarse por el aumento de los niveles renales de Shroom3 y una respuesta profibrética posterior
que se acompafia con tener el alelo de riesgo.

En el analisis univariante la asociacion entre la expresion de Shroom3 y TFGe/CADI fue significativa en RRDB y
DDR, pero no en no RRDB o LDR. De forma notable, de los DDR, 51/59 eran RRDB. La prevalencia alélica del
efecto también fue significativamente mayor en los blancos en comparaciéon con los no blancos en el presente
analisis. Los estudios anteriores de GWAS que identificaron Shroom3 implicaron cohortes predominantemente
caucasicas {Kottgen A, 2009} {Boger C, 2011}. En un estudio para identificar loci de susceptibilidad para la relacion
albumina creatinina en orina (UACR; del inglés, urinary-albumin creatinine ratio), el SNP de Shroom3 retuvo la
asociacion con TFGe y UACR en los blancos, pero no alcanzé importancia en los afroamericanos (AA) (Ellis JW,
2011}. En la observacion del presente documento de la falta de asociacion entre la expresion de Shroom3 y
TFGe/CADI en no blancos es similar a estos resultados publicados. La expresion de Shroom3 aumentada con la
presencia del alelo A en el donante, sin embargo, también se observd en no RRDB. Ademas, la expresion media de
Shroom3 mediante micromatrices no fue significativamente diferente entre RRDB y no RRDB (datos no mostrados).
Por tanto, el efecto insignificante de Shroom3 sobre TFGe/CADI en personas no blancas no esta claro. Los no
RRDB en la micromatriz (n=21) y RT-PCR (n=5) fueron menores que los RRDB. De forma mas conjetural, un
polimorfismo que tiene un mayor impacto en los resultados del aloinjerto en no RRDB que no los presentes
inventores no analizaron puede estar distribuido de manera diferente dentro de esta cohorte. En las cohortes
notificadas en el presente documento, los estadounidenses de origen europeo con ERET diabética y ERC,
respectivamente, tenian la mayor prevalencia del alelo de riesgo de rsl7319721. Sin embargo, el estudio de
investigacion en familias con nefropatia y diabetes (en inglés, Family Investigation of Nephropathy and Diabetes,
FIND) no notificé una vinculacion entre los loci en el cromosoma 4 y la nefropatia diabética en caucasicos {Igo RP,
2011}. La incoherencia entre estos resultados puede provenir del grupo de comparacion del presente estudio, que
incluyo solo a donantes de rifién que no estaban relacionados.
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Ninguno de los pacientes en la micromatriz de 3 meses tuvo biopsias para la evaluacion de resultados a los 12
meses (17 pérdidas de aloinjerto, 42 pérdida del seguimiento o rechazaron la biopsia de 12 meses). El tamafo de la
muestra de 101 pacientes sigue siendo robusto en comparacién con estudios transcripcionales previos en receptores
de aloinjertos {Flechner S, 2004} {Donauer J, 2003} {Sarwal M, 2003} {Reeve J, 2009}. Solo 36 pacientes tenian
ARN de calidad suficiente para la validacion de RT-PCR después de las micromatrices, aunque las relaciones fueron
significativas dentro de esta muestra. Si bien la facilitacion de la sefalizacion de TGF-beta por exceso de Shroom3
se observé in vitro, el mecanismo de esta interaccion es incierto. Se ha demostrado que el dominio ASD-2 C-terminal
de Shroom3 es esencial para el reclutamiento y la funcion de las Rho-quinasas 1 y 2 (ROCK) en el tubo neural
invaginable. La mutacién de este dominio conduce a la pérdida de la funcion ROCK {Nishimura, 2008}. En
condrocitos, las ROCK facilitaron y el inhibidor de ROCK (Y27632) inhibié la fosforilacion de Smad3 con el
tratamiento con TGF-beta {Xu T, 2012}. Ademas, en modelos animales de obstruccion ureteral unilateral, los
inhibidores de ROCK retardaron la fibrosis intersticial renal y la disminucién de la TFG {Satoh S, 2002} {Nagatoya K,
2002} {Takeda Y, 2010}. Aunque los presentes inventores no analizaron esto, el mecanismo de interacciéon con TGF-
beta puede ser en parte a través de la facilitacion de ROCK mediada por Shroom3. Por ultimo, el locus rs17319721
en el gen Shroom3 es intrénico, entre los exones 1y 2. La razén de los aparentes efectos regulatorios de esta region
es menos clara a partir de las observaciones de los presentes inventores. Recientemente, se han publicado
secuencialmente los resultados del consorcio de la enciclopedia de elementos de ADN (en inglés, Encyclopedia of
DNA elements, ENCODE) que describen las funciones reguladoras asociadas a los loci intrénicos dentro del genoma
humano {Dunham [, 2012} {Neph S, 2012} {Gerstein M, 2012}. Los estudios que utilizan el mapeo de metilacion de
histonas sugieren que el SNP de Shroom3 esta situado en un area que se predice que tiene una funcion
potenciadora {Dra. Katalina Susztak, ASN 2012}. Esto es coherente con los hallazgos de los presentes inventores.

Resumiendo, Shroom3 es un nuevo gen candidato cuya expresion en el aloinjerto renal precede y predice el
desarreglo de la funcion renal y de FTl en CAN. Unos niveles mas altos de Shroom3 de aloinjerto parecen predecir
la progresion histologica de CAN. Los presentes inventores también demuestran que estas relaciones son mejores
en receptores de rifiones de donantes blancos y de rifiones de donantes fallecidos. Los hallazgos de los presentes
inventores confirman por primera vez que el locus de Shroom3 (rs17319721) asociado a ERC descrito anteriormente
{Kottgen A, 2009} {Boger C, 2011} media su efecto a través de la expresion de Shroom3 aumentada. Finalmente, los
estudios de los presentes inventores in vitro sugieren un papel beneficioso para Shroom3 en la sefalizacion
canonica de TGF-beta y la produccion de colageno tipo | promete como una diana terapéutica tanto en CAN como
en ERC para reducir la progresion de FTl y retardar la ERET.

Se describe adicionalmente un kit para utilizar en la identificacién de pacientes que padecen enfermedades renales y
para predecir la progresion de la fibrosis renal y FTI en receptores de aloinjertos renales. El kit consiste en reactivos
para el analisis de RT-PCT de expresién de Shroom 3 y un microensayo para detectar el alelo de riesgo de SNP de
rs 17319721, un control positivo para los ensayos de RT-PCR, tampones e instrucciones de uso. El kit se utiliza
obteniendo una biopsia renal de un paciente que recibié un trasplante de rifidn de un donante, determinando la
expresion de Shroom 3 y comparando un nivel de expresion de Shroom 3 en el espécimen de biopsia con el nivel de
expresion de Shroom 3 en el control positivo del kit, todo mediante RT-PCR. La micromatriz se utiliza para identificar
donantes de rifion que son homocigotos para el alelo A de Shroom 3.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar el riesgo de desarrollar una nefropatia cronica del aloinjerto (CAN) en un paciente que
ha recibido un trasplante de rifién de un donante, que comprende:

identificar la raza del donante;

determinar los niveles de expresiéon de Shroom3 en un espécimen de biopsia de rifién obtenido del paciente;
comparar el nivel de expresion de Shroom3 en el espécimen de biopsia con los niveles de expresién de
SHROOM 3 en un control, que es una muestra de rifidn normal;

determinar si el nivel de expresion de Shroom3 en el aloinjerto es significativamente mayor que en el control y
diagnosticar que el paciente esta en riesgo de CAN si (i) el nivel de expresion de SHROOM 3 en el espécimen es
significativamente mayor que en el control;

y (ii) el donante es caucasico.

2. El método de la reivindicacion 1, donde dichos niveles de expresién de Shroom3 se determinan mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

3. Un agente inmunosupresor para utilizar en el tratamiento de un paciente con diagnostico de estar en riesgo de
CAN de acuerdo con el método de la reivindicacién 1.

4. El agente inmunosupresor para el uso de la reivindicacion 3, donde dicho agente inmunosupresor es ciclosporina.

5. Un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina para utilizar en el tratamiento de un paciente con
diagndstico de estar en riesgo de CAN de acuerdo con el método de la reivindicacion 1.
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