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DESCRIPCION
Uso de un conjunto de marcadores para determinar el riesgo de rechazo de rifién

La presente invencién se refiere al uso in vitro de un conjunto de marcadores para determinar el riesgo de rechazo de
rifién de acuerdo con el predmbulo de la reivindicacién 1, para el uso diagnéstico in vivo del mismo conjunto de
marcadores de acuerdo con el preambulo de la reivindicacién 9 y a un método para analizar una muestra de orina
aislada in vitro de acuerdo con el preambulo de la reivindicacién 10.

Es de gran interés médico determinar el riesgo de rechazo de rifién después del trasplante de rifion mediante un
método facilmente aplicable. Con este propésito, el documento WO 2012/045773 A9 divulga determinadas sustancias
que son muy adecuadas para determinar el riesgo correspondiente de rechazo de rifién, tal como el malonato de
metilo, lactato, succinato de metilo, p-cresol, 3-hidroxi isovalerato, citrato, metil guanidina, malonato, taurina, metil
guanidina, fenil acetil glicina, trigonelina, a-glucosa, acetil carnitina, fenilacetato e hipurato.

También el documento US 9.541.620 B2 divulga ciertas sustancias que podrian usarse para determinar el riesgo de
rechazo de rifién. De este modo, se enfoca en el N-6xido de trimetilamina (TMAQO) como biomarcador més potente.

El documento WO 2002/010755 A2 describe que niveles elevados de creatinina o urea en el suero sanguineo son una
indicacién de un fracaso de un trasplante de rifién.

Malyszko et al. describen en una publicacién que el nivel de creatinina sérica sigue siendo el "patrén de oro" en la
evaluacién de la funcién renal, aunque presenta importantes desventajas (Malyszko, Jolanta, et al. "Biomarkers of
delayed graft function as a form of acute kidney injury in kidney transplantation”. Scientific Reports 5 (2015): 11684).

Suhre, K. et al. (2016) "Urine metabolite profiles predictive of human kidney allograft status", Journal of the American
Society of Nephrology, 27(2), 626-636, describe metabolitos en orina indicativos del riesgo de rechazo de un trasplante
de rifién.

El documento US 2008/0161228 A1 describe métodos para identificar rutas bioquimicas. Esta solicitud de patente
enumera una gran cantidad de moléculas pequefias que pueden encontrarse en la orina de un sujeto.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar sustancias marcadoras adicionales y combinaciones de
marcadores apropiadas adecuadas para determinar el riesgo de rechazo de rifién y mejorar el rendimiento general de
un método de anélisis correspondiente.

Este objetivo se consigue mediante el uso de un nuevo conjunto de marcadores como se define en la reivindicacion
1, es decir, en un método in vitro para determinar (predecir) el riesgo de rechazo de rifién de un individuo después de
haber recibido una donacién de rifién. Esta determinacion se realiza mediante analisis de orina. Mientras que segun
las técnicas anteriores se utilizan generalmente sustancias individuales como marcador, los inventores descubrieron
que sblo se puede conseguir una precision suficientemente alta de un método de anélisis correspondiente si se usan
al menos tres sustancias como marcadores. Portanto, el uso reivindicado en la presente de un conjunto de marcadores
requiere la presencia de al menos tres sustancias que deben incluirse en el conjunto de marcadores. Estas sustancias
deben seleccionarse del grupo formado por 3-hidroxi isovalerato, acetil carnitina, alanina, citrato, dimetilamina,
glucosa, glucuronato, hipurato, lactato, malonato, metil guanidina, malonato de metilo, succinato de metilo, p-cresol,
acetato de fenilo, fenilacetilglicina, fenilacetilglutamina, taurina, trigonelina y urea.

Algunas de estas sustancias ya se conocen como marcadores adecuados para determinar el riesgo de rechazo de
rifién tras un trasplante de rifién en el documento WO 2012/045773 A9, a saber, 3-hidroxi isovalerato, acetil carnitina,
citrato, glucosa, hipurato, lactato, malonato, metil guanidina, malonato de metilo, succinato de metilo, p-cresol, acetato
de fenilo, fenilacetilglicina, taurina y trigonelina. Los inventores descubrieron sorprendentemente que la precisiéon de
un método de anélisis correspondiente se puede mejorar si hay necesariamente presente alanina en el conjunto de
marcadores. Por consiguiente, el conjunto de marcadores, cuyo uso se reivindica en la presente, comprende
necesariamente alanina. Se harg referencia también en lo sucesivo a la alanina, dimetilamina, glucuronato,
fenilacetilglutamina y urea como sustancias marcadoras recientemente identificadas. El mayor rendimiento y, portanto,
la mejor idoneidad del conjunto de marcadores que comprende al menos una de estas sustancias marcadoras
recientemente identificadas, en particular, la alanina, se explicard con mas detalle con respecto a las realizaciones de
ejemplo.

Es posible que sélo la alanina, es decir, una de las sustancias marcadoras recientemente identificadas esté presente
en el conjunto de marcadores. También es posible que dos, tres, cuatro, cinco o seis sustancias marcadoras
recientemente identificadas estén presentes en el conjunto de marcadores, en donde la alanina siempre esta presente.
También es posible que el conjunto de marcadores comprenda exclusivamente sustancias marcadoras recientemente
identificadas, en donde el conjunto de marcadores comprende siempre alanina.
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Las sustancias individuales que se encuentran en el conjunto de marcadores se utilizan de tal manera que se

determina la concentracion de estas sustancias en una muestra. A continuacién, la concentracién de la sustancia se
puede utilizar para calcular una puntuacién. La puntuaciéon es indicativa del riesgo de rechazo de rifién de un individuo
que previamente se someti6 a un trasplante de rifidn, es decir, quién recibié previamente una donacién de rifién.

En una realizacién, es posible definir ciertos grupos de riesgo de rechazo de un rifién tras un trasplante de rifién. Por
tanto, es posible definir un grupo de alto riesgo, un grupo de riesgo intermedio, un grupo de bajo riesgo y un grupo de
muy bajo riesgo para clasificar de forma facilmente accesible el riesgo determinado o previsto de rechazo de rifién.
También es posible utilizar sélo algunos de estos grupos (p. €j., riesgo elevado, riesgo intermedio, riesgo bajo; o riesgo
elevado, riesgo bajo, riesgo muy bajo) o definir grupos adicionales.

Al definir estos grupos (en particular basandose en el conjunto de datos de entrenamiento) para un modelo especifico
que utiliza determinadas sustancias marcadoras, es adecuado definir el grupo de alto riesgo de manera que al menos
el 40 %, en particular, al menos el 45 %, en particular, al menos el 50 % de las muestras asignadas a este grupo sean
muestras de individuos que mostraron rechazo de rifién. En una realizacién, el grupo de riesgo intermedio se define
de manera que del 8 al 20 %, en particular, del 10 al 17 %, en particular, del 11 al 15 % de todas las muestras
asignadas a este grupo son muestras de individuos que experimentaron un rechazo de rifién. En una realizacion, el
grupo de bajo riesgo se define de manera que del 2 al 5 %, en particular, del 2,5 al 4,5, en particular, del 3 al 4 % de
todas las muestras asignadas a este grupo son muestras de individuos que experimentaron un rechazo de rifién. En
una realizacién, el grupo de riesgo muy bajo se define de modo que no mas del 1,5 %, en particular, no mas del 1 %,
en particular, no mas del 0,5 % de todas las muestras asignadas a este grupo son muestras de individuos que
experimentaron un rechazo de rifién. Mediante tal agrupacion, se puede asignar facilmente una puntuacién calculada
a uno de estos grupos para que la relevancia médica de la puntuacién calculada sea facilmente accesible.

En una realizacién, el conjunto de marcadores comprende 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20 o 21 sustancias individuales. Como ya se ha explicado, 1, 2, 3, 4, 5 o 6 sustancias del grupo formado por alanina,
dimetilamina, glucuronato, fenilacetilglutamina y urea pueden estar presentes en el conjunto de marcadores, en donde
la alanina esté necesariamente presente en el conjunto de marcadores.

En una realizacién, el conjunto de marcadores comprende necesariamente al menos una sustancia seleccionada del
subgrupo de sustancias marcadoras recientemente identificadas que consisten en dimetilamina, glucuronato y urea.
Ademas de la alanina, se ha demostrado que estas sustancias marcadoras recientemente identificadas son
especialmente adecuadas para mejorar el rendimiento general del conjunto de marcadores para determinar el riesgo
de rechazo de rifion.

En otra realizacién, el conjunto de marcadores necesariamente comprende urea. La urea resulté ser una de las
sustancias mas adecuadas para aumentar el rendimiento general del conjunto de marcadores.

En una realizacién adicional, el conjunto de marcadores comprende necesariamente urea y alanina. En una realizacion
adicional, el conjunto de marcadores necesariamente comprende urea, alanina y glucuronato. En una realizacién
adicional, el conjunto de marcadores comprende necesariamente urea, alanina y dimetilamina.

En una realizacién, el conjunto de marcadores comprende lactato y citrato como sustancias marcadoras adecuadas
ya conocidas en combinacién con alanina.

En una realizacién, el conjunto de marcadores no contiene dimetilamina, lactato, acetato y alanina al mismo tiempo.
En una realizacién, el conjunto de marcadores no contiene solo dimetilamina, lactato y alanina.

En una realizacién, el conjunto de marcadores no contiene solo dimetilamina, acetato y alanina.

En una realizacién, el conjunto de marcadores no comprende solo lactato, acetato y alanina.

Los siguientes ejemplos de conjuntos de marcadores son conjuntos de marcadores especialmente adecuados:

* Lactato, citrato, urea y alanina.
+ Lactato, citrato, urea, alanina y glucuronato.
+ Lactato, citrato, urea, alanina y dimetilamina.

La presente invencién se refiere también en un aspecto al uso del mismo conjunto de marcadores para el diagnéstico
in vivo del riesgo de rechazo de rifién de un individuo después de haber recibido un rifidén trasplantado. Por tanto, en
este aspecto, la invencién se refiere a un conjunto de marcadores que comprende al menos tres sustancias
seleccionadas del grupo formado por 3-hidroxi isovalerato, acetil carnitina, alanina, citrato, dimetilamina, glucosa,
glucuronato, hipurato, lactato, malonato, metil guanidina, malonato de metilo, succinato de metilo, p-cresol, acetato de
fenilo, fenilacetilglicina, fenilacetilglutamina, taurina, trigonelina y urea, para su uso en el diagnéstico in vivo mediante
andlisis de orina del riesgo de rechazo de rifién de un individuo después de haber recibido una donacién de rifién, con
la condicién de que el conjunto de marcadores comprenda alanina.
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Realizaciones del uso in vitro del conjunto de marcadores explicado anteriormente también son aplicables a un uso in
vivo o al uso diagnéstico del conjunto de marcadores en cualquier combinacion deseada.

El uso reivindicado del conjunto de marcadores en el diagndstico in vivo constituye otra indicacién médica de este
conjunto de marcadores. De este modo, la alanina siempre esta presente en el conjunto de marcadores.

En un aspecto, la invencién también se refiere a un método para analizar una muestra de orina aislada in vitro. Este
método comprende las etapas que se explican a continuacién y utiliza una muestra de orina de un individuo que ha
recibido una donacién de rifidn. Esta muestra de orina se puede tomar en cualquier momento después del trasplante
de rifién, p. ej., de O dias a 400 dias después del trasplante, en particular, de 1 dia a 365 dias después del trasplante,
en particular, de 2 dias a 350 dias después del trasplante, en particular, de 3 dias a 340 dias después del trasplante,
en particular, de 4 dias a 330 dias después del trasplante, en particular, de 5 dias a 320 dias después del trasplante,
en particular, de 6 dias a 310 dias después del trasplante, en particular, de 7 dias a 300 dias después del trasplante,
en particular, de 8 dias a 290 dias después del trasplante, en particular, de 10 dias a 280 dias después del trasplante,
en particular, de 11 dias a 270 dias después del trasplante, en particular, de 12 dias a 260 dias después del trasplante,
en particular, de 13 dias a 250 dias después del trasplante, en particular, de 14 dias a 240 dias después del trasplante,
en particular, de 15 dias a 230 dias después del trasplante, en particular, de 16 dias a 220 dias después del trasplante,
en particular, de 17 dias a 210 dias después del trasplante, en particular, de 18 dias a 200 dias después del trasplante,
en particular, de 19 dias a 190 dias después del trasplante, en particular, de 20 dias a 180 dias después del trasplante,
en particular, de 25 dias a 170 dias después del trasplante, en particular, de 30 dias a 160 dias después del trasplante,
en particular, de 40 dias a 150 dias después del trasplante, en particular, de 50 dias a 140 dias después del trasplante,
en particular, de 60 dias a 130 dias después del trasplante, en particular, de 70 dias a 120 dias después del trasplante,
en particular, de 80 dias a 110 dias después del trasplante, en particular, de 90 a 100 dias después del trasplante. De
este modo, "0 dias" significa menos de 24 horas después del trasplante de rifién.

La concentracién de al menos tres sustancias seleccionadas del grupo formado por 3-hidroxi isovalerato, acetil
carnitina, alanina, citrato, dimetilamina, glucosa, glucuronato, hipurato, lactato, malonato, metil guanidina, malonato
de metilo, succinato de metilo, p-cresol, acetato de fenilo, fenilacetilglicina, fenilacetilglutamina, taurina, trigonelina y
urea, se determina con una técnica de medicion adecuada. Estas sustancias sirven como sustancias marcadoras. De
este modo, la concentracién de alanina esta necesariamente determinada.

Una técnica de medicibn muy adecuada para determinar la concentracién de sustancias individuales es la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (espectroscopia de RMN).

Las concentraciones determinadas se utilizan posteriormente para calcular una puntuacién. De este modo, la
puntuacién es indicativa del riesgo de rechazo de rifién del individuo.

Generalmente es posible calcular la puntuacién de cualquier forma deseada. Una forma adecuada de calcular la
puntuacién se divulga en las paginas 25 a 27 del documento WO 2012/045773 A9. Otra forma adecuada de calcular
la puntuacién es la siguiente:

—w’

P 1
puntuacion = ——
1+e

en donde

n
w = a+2bx-1x
x=1

a = const.
bx = coeficiente especifico de la sustancia
| = parametro que es indicativo de la concentracién de la sustancia x

De este modo, los factores individuales a, b deben ajustarse seglin el modelo subyacente y pueden variar dependiendo
de las sustancias especificas consideradas en el conjunto de marcadores. El parametro "I" puede ser, p. ¢j, la
intensidad de la sefial correspondiente observada en el resultado de medicién evaluado. Para dar un ejemplo, "I"
puede ser la intensidad de sefial de una sefial de RMN en un espectro de RMN si se utiliza espectroscopia de RMN
como técnica de medicion.

En una realizacién, la puntuacién calculada se genera y se presenta al individuo y/o a una tercera persona, como un
médico o personal médico. El resultado se puede producir en una pantalla (es decir, de forma electrénica) o en forma
impresa. De este modo, también es posible generar un informe indicando la puntuacién, opcionalmente en
combinacién con una escala comparativa de posibles puntuaciones y su significado con respecto al riesgo de rechazo
de rifién después del trasplante de rifién.
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En una realizacién, la muestra se agrupa en uno de al menos dos grupos predefinidos basandose en la puntuacion
calculada. La agrupacién correspondiente también se puede indicar en un informe correspondiente.

El uso de una muestra de orina es particularmente adecuado para llevar a cabo el método ya que las muestras de
orina se pueden recolectar facilmente de los individuos y no necesitan ninguna interaccién més cercana con el cuerpo
del individuo.

Para compensar las diferentes concentraciones generales de marcadores en diferentes muestras, las concentraciones
determinadas son, en una realizacion, normalizadas a la concentracién de creatinina determinada adicionalmente. Si
una persona, de quien se ha obtenido la muestra de orina analizada, ha ingerido un gran volumen de liquido, su
volumen total de orina también es grande. Al mismo tiempo, la concentracién global de las sustancias marcadoras (y
otras sustancias) en la orina es en tal caso generalmente menor que en una muestra tomada de una persona que ha
ingerido un volumen menor de liquido y tiene un volumen total de orina menor. Si las concentraciones de marcador
determinadas se dividen por la concentracién de creatinina en la misma muestra de orina (es decir, normalizadas a la
concentracién de creatinina), estos efectos se borran.

La puntuacién mencionada anteriormente puede constituir la base de una prueba de diagnéstico basada en al menos
tres metabolitos.

En una realizacién, una puntuacién ampliada se calcula a partir de la puntuacién teniendo en cuenta ademas al menos
un valor adicional. Esto puede aumentar atin més el rendimiento de una prueba de diagnéstico basada en el método
descrito en la presente. Este valor adicional se selecciona del grupo que consiste en un valor que es indicativo de la
concentracién de creatinina en el suero sanguineo del individuo, siendo un valor indicativo de la tasa de filtracién
glomerular (TFG) del individuo, y siendo un valor indicativo de la tasa de filtracién glomerular estimada (TFGe) del
individuo. De este modo, es particularmente adecuado calcular una puntuacién ampliada considerando un valor
indicativo de la concentracién de creatinina en suero sanguineo. Al hacerlo, se tienen en cuenta tanto la informacién
relativa a la concentracién de sustancias marcadoras individuales en la orina del individuo (paciente) como también la
informacién relativa a la concentracién de creatinina en el suero sanguineo del individuo. Esto mejora adicionalmente
la confiabilidad de todo el método con respecto a la exactitud de la puntuacién extendida calculada.

La combinacién de la puntuacién basada en metabolitos e informacién adicional basada en la concentracién de
creatinina en suero sanguineo, la TFG y/o la TFGe dan como resultado un sistema de apoyo a la decisién. Un sistema
de apoyo a la decision de este tipo es particularmente adecuado para agrupar diferentes muestras en diferentes grupos
(como diferentes grupos de riesgo para una enfermedad especifica o indicacién como el riesgo de rechazo de rifién
después del trasplante de rifién de un individuo que ha recibido una donacién de rifién). A partir de tal agrupacién, se
puede ayudar a un médico a evaluar la relevancia médica del resultado obtenido o a realizar un diagnéstico.

El método in vitro descrito también puede considerarse como un método para proporcionar datos originales que luego
pueden ser utilizados por un médico para hacer un diagndstico sobre el riesgo de rechazo del rifién después del
trasplante de rifién. Esta etapa de diagnéstico no forma parte del método reivindicado.

Adjunto se divulga un sistema de apoyo a la decisiéon que implementa un método como se explicd anteriormente.

Por la presente se describe el uso de la concentracién de creatinina en una muestra de orina para normalizar la
concentracién de al menos ofra sustancia determinada en la misma muestra de orina, en particular, dividiendo la
concentracién de la otra sustancia por la concentraciéon de creatinina. Este método de normalizacién puede, en una
realizacién, combinarse con cualquier otro método o uso descrito o reivindicado en el presente documento.

Todas las realizaciones explicadas de los usos descritos se pueden aplicar en cualquier combinacién deseada a los
métodos descritos y viceversa.

A continuacién, se explicaran aspectos de la invencién con més detalle con respecto a realizaciones de ejemplo y las
figuras adjuntas. En las figuras:

la Figura 1A muestra un grafico de las caracteristicas operativas del receptor (ROC) de sensibilidad frente a
especificidad de un modelo para determinar el riesgo de rechazo de rifidn teniendo en cuenta el lactato,
citrato y trigonelina como sustancias marcadoras (ejemplo comparativo);

la Figura 1B muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato e hipurato como sustancias marcadoras
(ejemplo comparativo);

la Figura 1C muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato y urea como sustancias marcadoras;
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la Figura 2A muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de riién teniendo en cuenta el lactato, citrato, trigonelina y glucosa como sustancias
marcadoras (ejemplo comparativo);

la Figura 2B muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, hipurato y glucosa como sustancias
marcadoras (ejemplo comparativo);

la Figura 2C muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, trigonelina e hipurato como sustancias
marcadoras (ejemplo comparativo);

la Figura 2D muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, urea y alanina como sustancias marcadoras;

la Figura 2E  muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, urea y glucuronato como sustancias
marcadoras;

la Figura 2F muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, urea y alanina como sustancias marcadoras
y ademés teniendo en cuenta la concentracién de creatinina en el suero sanguineo del individuo;

la Figura 2G muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, urea y alanina como sustancias marcadoras
y ademés considerando la tasa de filtracién glomerular estimada del individuo;

la Figura 3A muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, trigonelina, hipurato y glucosa como
sustancias marcadoras (ejemplo comparativo),

la Figura 3B muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, urea, alanina y glucuronato como sustancias
marcadoras; y

la Figura 3C muestra un grafico ROC de sensibilidad frente a especificidad de un modelo para determinar el riesgo
de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, urea, alanina y dimetilamina como sustancias
marcadoras.

Los resultados representados en las Figuras 1A a 3C se basan en un anélisis de mas de 4200 muestras de orina de
pacientes que obtuvieron una donacién de rifién. Las muestras de orina se tomaron de estos pacientes en un periodo
de tiempo entre 14 dias después del trasplante y 365 dias después del trasplante. De este modo, en una primera etapa
se analizé un conjunto de muestras de entrenamiento (basado en mas de 870 muestras) para identificar sustancias
marcadoras adecuadas. Seguidamente, las sustancias marcadoras adecuadas identificadas se han probado en un
conjunto de muestras de validacién (méas de 580 muestras) para evaluar el rendimiento de una determinacién del
riesgo de rechazo de rifién utilizando estas sustancias marcadoras.

Manejo y preparacion de muestras

Se recogieron muestras de orina de mitad de flujo en vasos de plastico convencionales para orina y se transfirieron
alicuotas de 1 ml a tubos de muestra de 1,5 ml. Las alicuotas se congelaron a -20 °C dentro de las 8 horas posteriores
a la recoleccion. Con fines de almacenamiento, los tubos se mantuvieron a -80 °C. Para mediciones de RMN, se
dejaron descongelar alicuotas a temperatura ambiente. Al descongelarse por completo, se mezclaron 600 pl de la
alicuota con 120 ul de solucion de aditivo urinario Axinon®. La mezcla se centrifugd a 20.000 g durante 10 minutos y
se transfirieron 600 pl del sobrenadante a tubos de RMN de 5 mm y se mantuvieron a 4-8 °C hasta la medicién.

Mediciones de RMN

Todas las mediciones se llevaron a cabo en un espectrémetro de RMN Bruker Avance |1+ de 600 MHz utilizando una
sonda PATXI 1 H/D-13C/15N Z-GRD. Todas las muestras se mantuvieron a 5-7 °C en el SampleJet y se llevaron a la
temperatura objetivo en el bloque de precalentamiento integrado antes de la medicidn. Se utilizé un programa de pulso
convencional con pulso de excitacién de 30 grados y presaturacion para la supresion de agua (zgpr30).

Las muestras se midieron en lotes de hasta 93 muestras por ejecucién. Ademéas de las muestras mencionadas
anteriormente, cada ejecucién incluyé una muestra de calibrador de orina Axinon® y dos muestras de control de orina
Axinon® (antes y después de las muestras analiticas de orina, respectivamente) para asegurar condiciones de

medicion ideales durante toda la ejecucion.
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Analisis de sefales

Los espectros de RMN se sometieron a referencia automatica, correccién de fase y correccion de linea de base antes
de un andlisis adicional.

Seguidamente, los espectros de RMN se sometieron a un procedimiento automatico de estandarizacion y calibracién
para minimizar los efectos entre dispositivos, entre dias y entre ejecuciones. La calidad de cada uno de estos espectros
fue evaluada mediante un algoritmo de calificaciéon de espectro personalizado que analiza las propiedades espectrales
generales, p. ej., desplazamiento e inclinacién de la linea de base en regiones espectrales seleccionadas y
propiedades de sefiales indicadoras seleccionadas, p. ej., posiciéon de la sefial, forma y anchura. Los espectros que
no cumplieron con los criterios de calidad predefinidos se excluyeron de analisis posteriores. Los espectros calificados
con éxito se dividieron en 403 recipientes de 0,04 ppm de anchura colocados con una superposicién del 50 % entre
recipientes consecutivos que cubrian un intervalo espectral de 0,96 a 9,04 ppm. En los anélisis no se considerd el area
de 4,5 a 5,0 ppm (sefial de agua). Por tanto, quedaron un total de 377 recipientes para analisis posteriores.

La cuantificacion de picos de sefial especificos se realizé ajustando funciones Pseudo-Voigt, que representan una
combinacién lineal de una funcién gaussiana y lorentziana, a cada pico de interés. Se verificé la validad del ajuste de
los ajustes de sefial resultantes para rechazar resultados de calidad de ajuste insuficiente.

Identificacion de sustancias marcadoras

Las sustancias marcadoras adecuadas se identificaron con la ayuda de los espectros de RMN obtenidos de forma
iterativa combinando la informacién de RMN con la informacién adicional de si la muestra subyacente se tomé de un
individuo que mostré rechazo de rifién o de un individuo que no mostré rechazo de rifién.

Un individuo que se recuperé bien del trasplante de rifién y no mostré ninguna anomalia significativa se consideré un
individuo que no mostré rechazo de rifidén. Los individuos que presentaban problemas renales después de un trasplante
de rifibn se sometieron a una biopsia, que era el patrén de oro para determinar si el riién donado era rechazado o no.
Si el resultado de dicha biopsia fue que se habia producido o estaba a punto de producirse un rechazo de rifién, se
considerd que estos individuos presentaban rechazo de rifién.

Dado que una biopsia puede causar hematuria y potencialmente afectar directamente a la funcién renal, en la
evaluacién se incluyeron sélo muestras de orina tomadas dentro del plazo méax. de 7 dias antes de la biopsia. Por
tanto, si se tomé una muestra de orina de un individuo que posteriormente se sometié a una biopsia que resulté en el
hallazgo de que estaba a punto de ocurrir o ya se habia producido un rechazo de rifién, la muestra fue asignada a un
individuo que tenia un alto riesgo de rechazo de rifién. Si una biopsia no arrojé ningun resultado indicativo de rechazo
de rifién, se consider6 que el individuo correspondiente era una persona que no tenia riesgo significativo de rechazo
de rifién.

Prueba de sustancias marcadoras identificadas

Las sustancias marcadoras identificadas se probaron en diferentes combinaciones para evaluar su idoneidad para
determinar el riesgo de rechazo de rifién de un individuo después de un trasplante de rifién. Al hacerlo, el resultado
de la determinacién basada en las sustancias marcadoras (riesgo previsto) se ha comparado con los signos clinicos
de rechazo de rifién y/o disfuncién del trasplante, asi como con los resultados de las biopsias realizadas (rechazo de
rifién histolégicamente comprobado).

Los resultados se resumen en graficos de caracteristicas operativas del receptor (ROC). En estos gréaficos, el area
bajo la curva (AUC) indica la idoneidad de la prediccidén. Siel AUC es 0,5, la prediccidn debe considerarse aleatoria y,
por tanto, no adecuada. Cuanto mayor sea el AUC, mejor seré el modelo de prediccion.

La Figura 1A muestra un grafico ROC de un modelo para determinar el riesgo de rechazo de rifién teniendo en cuenta
el lactato, citrato y trigonelina como sustancias marcadoras (ejemplo comparativo). Estas sustancias ya se conocen
por el estado de la técnica como sustancias para determinar el riesgo de rechazo de rifién, pero no se han descrito
hasta ahora en esta combinacién especifica. Para compensar las diferencias de concentracién, todas las
concentraciones de sustancias determinadas en este ejemplo y en los siguientes se han normalizado a la
concentracion de creatinina en la orina. Por tanto, la concentracidén de creatinina en la orina sirve como patrdn interno.
El AUC resultante es 0,714. Este AUC es mucho mejor que una simple prediccién aleatoria y también mejor que el
AUC correspondiente de una sustancia individual utilizada como marcador para determinar el riesgo de rechazo de
rifién. No obstante, se desea una mejora adicional de la fiabilidad del modelo de prediccién.

Si la trigonelina se reemplaza por hipurato, el AUC es 0,706 y, por lo tanto, alin mas bajo (ejemplo comparativo), como
se puede observar en la Figura 1B. También se conoce por el estado de la técnica el uso del hipurato como marcador
para determinar el riesgo de rechazo de rifién.
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Si, sin embargo, la trigonelina se reemplaza por una sustancia marcadora recientemente identificada, concretamente,
urea, el AUC aumenta significativamente a 0,741. Esto se muestra en la Figura 1C. Por tanto, una combinacién de
dos sustancias marcadoras "antiguas" (lactato y citrato) con una sustancia marcadora recientemente identificada
(urea) da como resultado un rendimiento mucho mayor del modelo de prediccién respectivo.

Generalmente, la calidad del modelo de prediccion se puede aumentar aumentando el nimero total de sustancias
marcadoras incluidas en el modelo de prediccién. La Figura 2A muestra un grafico ROC del modelo para determinar
el riesgo de rechazo de rifién teniendo en cuenta el lactato, citrato, trigonelina y glucosa (ejemplo comparativo).
Utilizando estas cuatro sustancias ya conocidas como sustancias marcadoras, se obtiene un AUC de 0,732.

Al usar hipurato en lugar de trigonelina, el AUC cae a 0,717, como se muestra en la Figura 2B (ejemplo comparativo).

Cuando se usa una combinacién de lactato, citrato, trigonelina e hipurato como sustancias marcadoras en un modelo
para determinar el riesgo de rechazo de rifién, se obtiene un AUC de 0,716, como se muestra en la Figura 2C (ejemplo
comparativo).

Por tanto, un modelo que utiliza cuatro sustancias marcadoras ya conocidas da como resultado un AUC que oscila
entre 0,716 y 0,732.

El rendimiento de un modelo acorde para predecir el riesgo de rechazo de rifién se puede aumentar significativamente
al incluir en el modelo dos sustancias marcadoras recientemente identificadas. Si el modelo se basa en lactato, citrato,
urea y alanina, se obtiene un AUC de 0,752, tal como se muestra en la Figura 2D.

Se puede observar un AUC alto similar para un modelo que tiene en cuenta el lactato, citrato, urea y glucuronato. Esto
se muestra en la Figura 2E, que indica un AUC de 0,748.

La calidad de prediccién de un modelo acorde para determinar el riesgo de rechazo de rifién después del trasplante
de rifidn puede aumentar alin més si se incluye informacién adicional del paciente en el modelo. La Figura 2F muestra
un grafico ROC de un modelo que tiene en cuenta el lactato, citrato, urea y alanina como sustancias marcadoras
(como el modelo subyacente en la Figura 2D). Al considerar ademas la concentracién de creatinina en el suero
sanguineo del mismo individuo, el AUC se puede aumentar de 0,752 (véase la Figura 2D) a 0,830, tal como se muestra
en la Figura 2F. De este modo, la puntuacién calculada para el riesgo previsto de rechazo de rifién se ha multiplicado
por la concentracién de creatinina en el suero sanguineo del mismo individuo, de quien se ha analizado una muestra
de orina.

Se puede observar un aumento de rendimiento igualmente alto cuando se combina un modelo de predicciéon con
informacién adicional basada en la tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR). La Figura 2G muestra el rendimiento
de un modelo teniendo en cuenta el lactato, citrato, urea y alanina como sustancias marcadoras (véase la Figura 2D)
y, ademas, considerando la tasa de filtracién glomerular estimada como parametro adicional. Al hacerlo, el AUC
aumenta de 0,752 (véase la Figura 2D) a 0,836, como se indica en la Figura 2G. De este modo, la puntuacién para
predecir el riesgo de rechazo de rifidn calculada basandose en el lactato, citrato, urea y alanina se han dividido por la
tasa de filtracion glomerular estimada determinada del mismo individuo, de quien se ha analizado una muestra de
orina.

Si en un conjunto de marcadores de un modelo para predecir el riesgo de rechazo de rifién tras un trasplante de rifién
se utilizan cinco en lugar de cuatro sustancias marcadoras ya conocidas, las AUC dificilmente pueden aumentarse.
Esto se muestra en la Figura 3A que representa un grafico ROC de un modelo que tiene en cuenta el lactato, citrato,
trigonelina, hipurato y glucosa como sustancias marcadoras (ejemplo comparativo). El AUC resultante es 0,733y, por
tanto, sélo ligeramente superior al AUC de un modelo que tiene en cuenta el lactato, citrato, trigonelina y glucosa como
sustancias marcadoras (véase la Figura 2A).

Si, sin embargo, dos sustancias marcadoras ya conocidas (lactato y citrato) se combinan con tres sustancias
recientemente identificadas, la calidad de prediccién del modelo se puede aumentar significativamente, como lo indica
un AUC significativamente mayor. Especificamente, si se utiliza un modelo para predecir el riesgo de rechazo de rifién
después de un trasplante de rifién que tenga en cuenta el lactato, citrato, urea, alanina y glucuronato como sustancias
marcadoras, se obtiene un AUC de 0,756, como se indica en la Figura 3B.

Si el glucuronato se reemplaza por dimetilamina, el AUC resultante es 0,749 y, por tanto, ligeramente inferior, pero
sigue siendo mucho mayor que sin estas sustancias marcadoras recientemente identificadas. En la Figura 3C se
muestra un grafico ROC correspondiente.

Resumiendo, las sustancias marcadoras recientemente identificadas alanina, dimetilamina, glucuronato,
fenilacetilglutamina y urea aumentan considerablemente la fiabilidad y el rendimiento de los modelos de prediccién
para evaluar el riesgo de rechazo de rifién después del trasplante de rifién si se utilizan solas 0 en combinacién con
sustancias marcadoras ya conocidas para este propdsito. Por tanto, mediante el uso (adicional) de estas sustancias
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marcadoras, los métodos para determinar o predecir el riesgo de rechazo de rifién después de un trasplante de rifién
se pueden realizar con mucha mayor precisién y confiabilidad. Esto también se aplica a los métodos que proporcionan
datos originales que posteriormente pueden ser utilizados por un médico para realizar un diagnéstico sobre el riesgo
de rechazo de rifion.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un conjunto de marcadores que comprende al menos tres sustancias seleccionadas del grupo formado por
3-hidroxi isovalerato, acetil carnitina, alanina, citrato, dimetilamina, glucosa, glucuronato, hipurato, lactato, malonato,
metil guanidina, malonato de metilo, succinato de metilo, p-cresol, acetato de fenilo, fenilacetilglicina,
fenilacetilglutamina, taurina, trigonelina y urea, en un método in vitro para determinar el riesgo de rechazo de rifién de
un individuo después de haber obtenido una donacidn de rifién mediante analisis de orina, con la condicién de que el
conjunto de marcadores comprenda alanina.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que el conjunto de marcadores comprende al menos
una sustancia seleccionada del grupo formado por dimetilamina, glucuronato y urea.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que el conjunto de marcadores comprende urea.

4. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el conjunto de marcadores
comprende lactato y citrato.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el conjunto de marcadores
no contiene dimetilamina, lactato, acetato y alanina al mismo tiempo.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el conjunto de marcadores
no contiene solo dimetilamina, lactato y alanina.

7. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el conjunto de marcadores
no contiene solo dimetilamina, acetato y alanina.

8. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el conjunto de marcadores
no comprende solo lactato, acetato y alanina.

9. Conjunto de marcadores que comprende al menos tres sustancias seleccionadas del grupo formado por 3-hidroxi
isovalerato, acetil carnitina, alanina, citrato, dimetilamina, glucosa, glucuronato, hipurato, lactato, malonato, metil
guanidina, malonato de metilo, succinato de metilo, p-cresol, acetato de fenilo, fenilacetilglicina, fenilacetilglutamina,
taurina, trigonelina y urea, para su uso en el diagnéstico in vivo del riesgo de rechazo de rifién de un individuo después
de haber recibido una donacién de rifién mediante analisis de orina, con la condicién de que el conjunto de marcadores
comprenda alanina.

10. Método para analizar una muestra de orina aislada in vitro, que comprende las siguientes etapas:

a) determinar la concentracién de al menos tres sustancias seleccionadas del grupo formado por 3-hidroxi
isovalerato, acetil carnitina, alanina, citrato, dimetilamina, glucosa, glucuronato, hipurato, lactato, malonato, metil
guanidina, malonato de metilo, succinato de metilo, p-cresol, acetato de fenilo, fenilacetilglicina,
fenilacetilglutamina, taurina, trigonelina y urea en una muestra de orina de un individuo que ha recibido una
donacidn de rifién analizando la muestra de orina con una técnica de mediciéon adecuada, con la condicién de que
se determine la concentracién de alanina, y

b) calcular una puntuacion a partir de las concentraciones determinadas, siendo la puntuacién indicativa del riesgo
de rechazo de rifién del individuo.

11. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado por que las concentraciones determinadas se
normalizan a la concentracién de creatinina en la misma muestra de orina.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11, caracterizado por que la muestra de orina se agrupa en uno
de al menos dos grupos predefinidos basédndose en la puntuacién calculada.

13. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 10 u 11, caracterizado por que se calcula una puntuaciéon ampliada
a partir de la puntuacién considerando ademas al menos un valor del grupo que consiste en un valor que es indicativo
de la concentracién de creatinina en el suero sanguineo del individuo, siendo un valor indicativo de la tasa de filtracién
glomerular del individuo, y siendo un valor indicativo de la tasa de filtracion glomerular estimada del individuo.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 13, caracterizado por que la muestra se agrupa en uno de al menos

dos grupos predefinidos basandose en la puntuacién ampliada calculada, proporcionando, por tanto, un sistema de
apoyo a la decision.

10
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