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POBLACIONES DE CELULAS RENALES SELECCIONADAS, CARACTERISTICAS

Y USOS DE LAS MISMAS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad renal crdénica (ERC) estd alcanzando,
o ha alcanzado, proporciones pandémicas (Thurlow JS, et al.,
Am J Nephrol 52(2021):98-107; Murphy D, et al., Intern Med
65(2016) :473-481; Hill NR, et al., PLoS One 11:e0158765. doi:
10.1371/journal.pone.0158765) . Los datos de prevalencia
desde EE. UU. hasta Europa muestran que aproximadamente el
10% de la poblacidén general tiene ERC en estadios 1-3 (ERA,
2009; USRDS, 2011; Jha et al., Lancet. 382(2013):260-72). La
ERC aumentd un >33% entre 1996 y 2006 solo en Estados Unidos
(Sistema de Datos Renales de EE. UU. Costos de ERC y ESRD,
Minedpolis, MN, 2007). Mientras tanto, el manejo de la ERC
sigue siendo un reto para los nefrdélogos. La mayoria de los
tratamientos estdndar para la ERC son moléculas pequefias que
se dirigen a vias bioquimicas en el rifibn para afectar
comorbilidades individuales o relacionadas. Sin embargo,
estos tratamientos no afectan 1la disfuncién glomerular vy
tubulointersticial subyacente de la ERC. En Gltima
instancia, en pacientes dque progresan a enfermedad renal
terminal (ESRD, por sus siglas en inglés), se requiere
terapia de reemplazo renal (RRT, por sus siglas en inglés;

didlisis o trasplante) para sobrevivir. Sigue existiendo una
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necesidad no satisfecha de wuna modalidad terapéutica que
aborde directamente la biologia tisular del rifiébn enfermo.
Esta modalidad terapéutica puede potencialmente detener o
incluso revertir la progresién de la ERC y mitigar o evitar
la necesidad de la RRT.

Células renales seleccionadas (SRC, por sus siglas
en 1nglés), una poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas para células epiteliales renales, estan siendo
avanzadas como terapia a base de células autdlogas para el
tratamiento de 1la ERC (Stavas J, et al., A J Nephrol
53(2022) :50-58.; Stavas J, et al., KI Reports, en prensa).
Derivadas del riién donante, las SRC son una mezcla
principalmente de células epiteliales tubulares proximales
(Presnell SC, et al, Tissue Eng Part C Methods 17 (2011):261-
73) . Los resultados de un ensayo clinico de fase II en una
cohorte de enfermedad renal diabética sugirieron que la
administracidén de SRC es segura y va acompafiada de una mejora
en la funcidén renal (Stavas J, et al., KI Reports, en prensa).

Existe la necesidad en la técnica de identificar
poblaciones heterogéneas de células renales, tales como las
SRC, que tengan actividad terapéutica potencial, por ejemplo,
en funcidén de su capacidad para impulsar la formacidén de
tibulos renales.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona generalmente con
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un método para identificar una poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas como poseedora de potencial
terapéutico. En el método, se determina si las células de la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan al menos un marcador de adhesidén celular. El
marcador de adhesidén celular al menos incluye, O es uno o mas
de: la molécula de adhesidén intercelular 5 (ICAM5, por sus
siglas en 1inglés), la molécula de adhesidédn celular del
melanoma (MCAM, por sus siglas en inglés), la proteina
asociada a contactina 1 (CNTNAP1l, por sus siglas en inglés) o
la metalopeptidasa matricial 2 (MMP2, por sus siglas en
inglés). Se identifica que la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas tiene potencial terapéutico si se
determina que las células de la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan al menos un marcador de
adhesién celular.

La presente invencidén se refiere a otro método para
identificar wuna poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas como poseedora de potencial terapéutico. En el
método, se determina la expresién del factor de crecimiento
transformante beta 2 (TGFB2, por sus siglas en inglés) por
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas. Se identifica que la poblacién de células
renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial terapéutico

si se determina que: (i) més del 50% de las células de la
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poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan TGFR; y/o (ii) TGFR es secretado por las células de
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas en
una cantidad de al menos 1.0 ng por cada 1,000,000 de células
de la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Aproximacidén vy proyeccidén de variedad
uniforme (UMAP) para mostrar células de poblacidédn SRC que
expresan cdhl. Los puntos rosas o gris oscuro representan
células que expresan cdhl. Los puntos gris claro representan
células gque no expresan cdhl.

Figura 2: Muestra un interactoma, derivado de la
ontologia génica vy visualizado usando miRNet, formado por
marcadores de adhesidén célula-célula (CDH1, CNTNAPl, PECAMI,
ICAM5, MCAM, COL11Al1 y MMP2) expresados por SRCs humanas.

Figura 3: Proporciona mapeo ontoldgico génico que
confirma gque has-miR-145 vy has-miR-199%9a-5p regulan ¢tgfB2
junto con marcadores epiteliales de células renales (CDHI,
SLC38A2, SLC8Al) en las SRCs.

Figura 4: UMAP para mostrar células poblacionales
de SRC que expresan tgff2. Los puntos naranjas O gris oscuro
representan células que expresan tgfp2. Los puntos gris
claro representan células que no expresan tgfB2.

Figuras 5A y b5B: Muestran que TGFB2 es secretado

por las SRC. La Figura 5A muestra los niveles, o cantidades,
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de TGFBR2 secretado por las SRC humanas en el medio de
cultivo. La figura 5B muestra que el sobrenadante muestreado
de SRCs humanas mostrd un aumento dependiente del tiempo en
el TGFB2 secretado (*, p<0.05 vs. 0 hr, #, p<0.05 vs. 72 hr,
**, p<0.01 vs. 0 hr).

Figura 6: Muestra el mapeo de ontologia génica que
reveld que tgfB2 forma un interactoma con marcadores de brote
uretral (ret y fgf8) y mesénquima de capuchdn (six2, osrl y
1hx1) expresados por SRCs humanas.

Figura 7A-7C: Muestra el ensamblaje de SRCs en
tibulos en cultivo (figura 7A), y que los tuUbulos ensamblados
se tifieron positivamente para la expresidén de GGT1 (figura
7B) y SLC12A (figura 7C).

Figura 8: Muestra la deteccidén de la expresidn
superficial de ICAM-1 de SRCs mediante citometria de flujo.

Figura 9: Muestra la deteccidén de la expresidn
superficial de MCAM de SRCs mediante citometria de flujo.

Figura 10: Muestra que las SRC tienen una baja
expresién superficial de E-cadherina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona en general con
métodos para identificar una poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas como poseedora de potencial
terapéutico, una composicién que incluye la poblacidén de

células renales heterogéneas enriquecidas identificada como
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con potencial terapéutico, y métodos y usos de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas con potencial
terapéutico.

En los métodos para identificar una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, el potencial terapéutico de 1la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas puede
estar en el tratamiento de una enfermedad renal, una
deficiencia de transporte tubular o una deficiencia de
filtracidén glomerular.

El potencial terapéutico de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas identificada por 1los
métodos puede ser la restauracién de la funcidén renal, la
estabilizacién de la funcidn renal, la mejora de la funcidn
renal, la reduccidédn de la fibrosis renal, la reduccidn de la
inflamacién renal, la induccién de 1la tubulogénesis en un
rifién, la induccién de la nefrogénesis en un rifibn o la
induccién de la glomerulogénesis en un rifndén de un paciente
que necesita el tratamiento. El potencial terapéutico de la
poblaciédn de células renales heterogéneas enriquecidas
identificada por los métodos puede ser la restauracidn del
equilibrio mineral, el equilibrio electrolitico, la
homeostasis de los fluidos, la reabsorcidédn de nutrientes
esenciales, el metabolismo de la cistitina C o el alivio de

la anemia en un paciente que necesite de tal tratamiento. E1
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potencial terapéutico de 1la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas identificado por los métodos puede
ser el de retrasar o prevenir la necesidad de dialisis, o de
retrasar o prevenir la necesidad de un trasplante de rifién en
un paciente que necesite tratamiento para una enfermedad
renal.

En algunos métodos para identificar una poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora
de potencial terapéutico, se puede determinar si las células
de la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan al menos un marcador de adhesidén celular. El1 por lo
menos un marcador de adhesidén celular puede ser, o incluir,
cualquiera o mads de la molécula de adhesién intercelular 5
(ICAM5), la molécula de adhesidén a células de melanoma
(MCAM), la proteina asociada a contactina 1 (CNTNAPl) o la
metalopeptidasa matricial 2 (MMP2). El por 1lo menos un
marcador de adhesidén celular puede ser, o puede incluir,
cualquiera, dos, tres o las cuatro de ICAM5, MCAM, CNTNAPl vy
MMP2 .

En los métodos para identificar una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, se puede determinar si las células de
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan al menos dos de los marcadores de adhesidén celular

ICAM5, MCAM, CNTNAP1 y MMP2. En los métodos en los que se



10

15

20

25

determina la expresidén de al menos dos de los marcadores de
adhesidén celular, los dos marcadores de adhesién celular
pueden ser o incluir: (a) ICAM5 y MCAM, (b) ICAMS y CNTNAPI,
(c) ICAM5 y MMP2, (d) MCAM y CNTNAPl, (e) MCAM y MMP2, o (f)
CNTNAP1 y MMPZ2.

En los métodos para identificar una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, se puede determinar si las células de
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan al menos tres de los marcadores de adhesién celular
ICAM5, MCAM, CNTNAP1l y MMP2. En los métodos en los que se
determina la expresidén de al menos tres de los marcadores de
adhesidén celular, los tres marcadores de adhesidén celular
pueden ser o incluir: (a) ICAM5, MCAM y CNTNAP1l, (b) ICAMS,
MCAM y MMP2, (c) ICAM5, CNTNAP1 y MMP2, o (d) MCAM, CNTNAP1l y
MMP2 .

En los métodos para identificar una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, se puede determinar si las células de
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan marcadores de adhesidén celular ICAMS5, MCAM, CNTNAP1
y MMP2.

En los métodos para identificar una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de

potencial terapéutico, determinar que las células de la
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poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan al menos un (por ejemplo, al menos uno, al menos
dos, o al menos tres, o cuatro) marcador de adhesidén celular,
puede identificar que la ©poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas tiene potencial terapéutico.

En los métodos para identificar una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, la determinacidén de la expresidn del
por lo menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos
tres, o cuatro) marcador de adhesidén celular puede incluir
ademas determinar el porcentaje de células de la poblacidédn de
células renales heterogéneas enriquecidas que expresen al
menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o
cuatro) marcador de adhesién celular. Si se determina el
porcentaje de células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas que expresan al por lo menos un (al
menos uno, © al menos dos, o al menos tres, o cuatro)
marcador de adhesidén celular, entonces se puede identificar
que la poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
tiene potencial terapéutico si aproximadamente un
determinado, o ©particular, porcentaje de células de la
poblaciédn de células renales heterogéneas enriquecidas
expresa el por lo menos un (al menos uno, o al menos dos, o©
al menos tres, o cuatro) marcador (es) de adhesidn celular.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
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células

enriquecidas

de 1la

poblacidn

que expresan ICAMS5,

10

de células renales heterogéneas

entonces la poblacidén de

células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse

con potencial terapéutico si

como maximo alrededor de 5%,

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

células

expresan ICAMS.

se determina que mas de 0% vy

mas de aproximadamente 0% y como

maximo alrededor de 4.5%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 4%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 3.5%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 3%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 2.5%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 2%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 1.8%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 1.6%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 1.4%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 1.2%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 1.0%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 0.8%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 0.6%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 0.5%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 0.4%, més de aproximadamente 0% y como
alrededor de 0.2%, o mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 0.1% de las células de la poblacidén de
renales heterogéneas enriquecidas se determina que
El término "aproximadamente" se usa aqui para
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proporcionar un soporte literal al numero exacto que precede,
asi como a un numero que estd cerca o aproximadamente al
numero que precede el término. Al determinar si un numero
esta cerca o aproximadamente a un numero especificamente
indicado, el numero cercano o aproximado no indicado puede
ser un numero que, en el contexto en que se presenta,
proporciona el equivalente sustancial del nimero
especificamente indicado. Si el grado de aproximacidén no
estda claro en el contexto, "aproximadamente" significa dentro
de més o menos 10% del valor proporcionado, o redondeado a la
cifra significativa mas cercana, en todos los casos
incluyendo el wvalor proporcionado. En algunas modalidades,
el término "aproximadamente" indica el valor designado *
hasta el 10%, hasta el * 5% o hasta * 1%.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
enriquecidas gue expresan ICAMS5, entonces se puede
identificar que la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas tiene ©potencial terapéutico si es mas de
aproximadamente 50%, por ejemplo, mas de aproximadamente 55%,
més de aproximadamente 60%, mas de aproximadamente 65%, mas
de aproximadamente 70%, méds de aproximadamente 75%, més de

o) 2 [®)

aproximadamente 90%, mas de aproximadamente 95%, de
(e}

aproximadamente 97%, de aproximadamente 98% o de mas de

aproximadamente 99% de las células de la poblacidén de células
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renales heterogéneas enriquecidas se determina que expresan
ICAMS.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas gue expresan MCAM, entonces la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como con potencial terapéutico si més de aproximadamente 10%
y como maximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 10% vy
como maximo alrededor de 32.5%, mas de aproximadamente 10% y
como maximo alrededor de 30%, mas de aproximadamente 10% vy
como maximo alrededor de 27.5%, mas de aproximadamente 10% y
como maximo alrededor de 25%, mds de aproximadamente 12.5% y
como méximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 12.5% vy
como maximo alrededor de 32.5%, mads de aproximadamente 12.5%
y como maximo alrededor de 30%, méds de aproximadamente 12.5%
y como maximo alrededor de 27.5%, méds de aproximadamente
12.5% y como maximo alrededor de 25%, méds de aproximadamente
15% y como méximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente
15% y como maximo alrededor de 32.5%, méds de aproximadamente

15

o°

y como maximo alrededor de 30%, mas de aproximadamente
15% y como maximo alrededor de 27.5%, méds de aproximadamente
15% y como maximo alrededor de 25%, mas de aproximadamente
17.5% y como maximo alrededor de 35%, més de aproximadamente
17.5% y como maximo alrededor de 32.5%, mas de

aproximadamente 17.5% y como maximo alrededor de 30%, mas de
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aproximadamente 17.5% y como maximo alrededor de 27.5%, o mas
de aproximadamente 17.5% y como maximo alrededor de 25% de
las células de la poblacidédn de células renales heterogéneas
enriquecidas se determina que expresan MCAM.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas gue expresan MCAM, entonces la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como con potencial terapéutico si mas de aproximadamente 50%,
por ejemplo, mas de aproximadamente 55%, mas de
aproximadamente 60%, mads de aproximadamente 65%, mas de
aproximadamente 70%, mas de aproximadamente 75%, mas de
aproximadamente 80%, mas de aproximadamente 85%, mas de
aproximadamente 90%, mas de aproximadamente 95%, mas de
aproximadamente 96%, mas de aproximadamente 97%, mas de
aproximadamente 98% o més de aproximadamente 99% de las
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
enriquecidas se determina que expresan MCAM.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas que expresan CNTNAP1l, entonces la poblaciédn de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como teniendo un potencial terapéutico si mas de

aproximadamente 2% y como maximo alrededor de 20%, si mas de

aproximadamente 2% y como maximo alrededor de 17.5%, si mas
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de aproximadamente 2% y como maximo alrededor de 15%, si méas
de aproximadamente 2% y como maximo alrededor de 12.5%, si
mas de aproximadamente 2% y como maximo alrededor de 10%, mas

de aproximadamente 4% y como maximo alrededor de 20%, mas de

o°

aproximadamente 4% y como maximo alrededor de 17.5%, mas de

o°

aproximadamente 4% y como maximo alrededor de 15%, mas de

aproximadamente 4% y como maximo alrededor de 12.5%, mas de
aproximadamente 4% y como maximo alrededor de 10%, méas de
aproximadamente 6% y como maximo alrededor de 20%, méas de
aproximadamente 6% y como maximo alrededor de 17.5%, mas de

2

aproximadamente 6% y como maximo alrededor de 15%, méas de
aproximadamente 6% y como maximo alrededor de 12.5% o mas de
aproximadamente 6% y como maximo alrededor de 10% de las
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
enriquecidas se determina que expresan CNTNAPI.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
enriquecidas que expresan CNTNAPl, entonces la poblaciédn de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si mas de
aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 40%, si mas de
aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 37.5%, si més
de aproximadamente 10% y como madximo alrededor de 35%, si mas

de aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 32.5%, si

mas de aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 30%,
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mas de aproximadamente 12.5% y como maximo alrededor de 40%,
mas de aproximadamente 12.5% y como maximo alrededor de
37.5%, mas de aproximadamente 12.5% y como maximo alrededor
de 35%, mas de aproximadamente 12.5% y como maximo alrededor
de 32.5%, mas de aproximadamente 15% y como maximo alrededor
de 40%, mas de aproximadamente 15% y como médximo alrededor de
34.5%, mds de aproximadamente 15% y como maximo alrededor de
35%, mas de aproximadamente 15% y como maximo alrededor de
32.5% de las células de 1la poblacidédn de células renales
heterogéneas enriquecidas se determina que expresan CNTNAPL.
En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas que expresan MMP2, entonces la poblacién de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si mas de

aproximadamente 5% y como méximo alrededor de 30%, méas de

aproximadamente 5% y como méximo alrededor de 27.5%, mas de
aproximadamente 5% y como méximo alrededor de 25%, méas de
aproximadamente 5% y como méximo alrededor de 22.5%, mas de
aproximadamente 5% y como maximo alrededor de 20%, méas de
aproximadamente 7.5% y como madximo alrededor de 30%, mas de
aproximadamente 7.5% y como maximo alrededor de 27.5%, mas de
aproximadamente 7.5% y como madximo alrededor de 25%, mas de
aproximadamente 7.5% y como maximo alrededor de 22.5%, mas de

~J
a1
o°

aproximadamente y como maximo alrededor de 20%, mas de
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aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 30%, mas de
aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 25%, mas de
aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 22.5%, mas de
aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 20% de las
células de la poblacidén enriquecida de células heterogéneas
se determina que expresan MMP2.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas gue expresan MMP2, entonces la poblacién de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como teniendo un potencial terapéutico si mas de

aproximadamente 8% y como maximo alrededor de 40%, méas de

aproximadamente 8% y como méximo alrededor de 37.5%, mas de
aproximadamente 8% y como méximo alrededor de 35%, méas de
aproximadamente 8% y como méximo alrededor de 32.5%, mas de
aproximadamente 8% y como méximo alrededor de 30%, méas de

o -

aproximadamente 10% y como méximo alrededor de 40%, més de

Q

aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 37.5%, mas de

o -

aproximadamente 10% y como méximo alrededor de 35%, més de

Q

aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 32.5%, mas de

-

aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 30%, méas de

-

y como maximo alrededor de 40%, mas de

o°

aproximadamente 12

-

y como maximo alrededor de 35%, mas de

o°

aproximadamente 12

aproximadamente 12% y como maximo alrededor de 32.5%, mas de

o°

aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 30% de las
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células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas se determina que expresan MMP2.

En los métodos, si se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas que expresan MMP2, entonces se puede identificar
que la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
tiene un potencial terapéutico si més de aproximadamente 13%
y como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 13% vy
como maximo alrededor de 37.5%, mas de aproximadamente 13% y
como maximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 13% vy
como maximo alrededor de 32.5%, mas de aproximadamente 13% y
como maximo alrededor de 30%, mas de aproximadamente 15% vy
como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 15% vy
como méximo alrededor de 37.5%, mads de aproximadamente 15% y
como maximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 15% vy
como méximo alrededor de 32.5%, mads de aproximadamente 15% y
como maximo alrededor de 30%, mas de aproximadamente 17% y
como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 17% vy
como méximo alrededor de 37.5%, mads de aproximadamente 17% y
como maximo alrededor de 32.5%, mas de aproximadamente 17% y
como maximo alrededor de 30% de las células de la poblacién
de células renales heterogéneas enriquecidas se determina que
expresan MMPZ.

En los métodos, si se determina el porcentaje de

células de la poblacién de células renales heterogéneas que



10

15

20

25

18

expresan al menos un (por ejemplo, al menos un, o0 al menos
dos, o al menos tres, o las cuatro) marcador de adhesidn
celular ICAM5, MCAM, CNTNAP y MMP2, se puede identificar que
la poblacidén enriquecida de células heterogéneas de células
renales tiene potencial terapéutico si una combinacién de
cualquiera de dos, cualquiera de tres o los cuatro
siguientes: (i) mas de aproximadamente 0% y como maximo
alrededor de 2% de las células de la poblacidédn de células
renales heterogéneas expresan ICAM5, (ii) mas del 10% y como
maximo alrededor de 35% de las células de la poblacidn de
células renales heterogéneas expresan MCAM, (iii) més del 2%
y como maximo alrededor de 20% de las células de la poblaciédn
de células renales heterogéneas expresan CNTNAPl, vy/o (iv)
mas de aproximadamente 5% y como maximo alrededor de 30% de
las células de la poblacién de células renales heterogéneas
expresan MMP2.

En otro ejemplo, la poblacidédn de células renales
heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora
de potencial terapéutico si se determina una combinacidén de
cualquiera dos, cualquiera tres o los cuatro siguientes: (i)
mas de aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 0.5% de
las células de la poblacién de células renales heterogéneas
expresan ICAM5, (ii) més del 15% y como maximo alrededor de
30% de las <células de 1la poblacién de células renales

heterogéneas expresan MCAM, (iii) mas de aproximadamente 4% y
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como maximo alrededor de 15% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas expresan CNTNAP1, vy/o (iv)
mas que alrededor de 7.5% y como maximo alrededor de 25% de
las células de la poblacidédn de células renales heterogéneas
expresan MMP2. En otro ejemplo mas, la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse como
poseedora de potencial terapéutico si se determina una
combinacidén de cualquiera dos, cualquiera tres o todos 1los
cuatro de los siguientes: (i) més de aproximadamente 0% vy
como maximo alrededor de 0.4% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas expresan ICAM5, (ii) més de
aproximadamente 17.5% y como maximo alrededor de 27.5% de las
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
expresan MCAM, (iii) mas de aproximadamente 4% y como maximo
alrededor de 12.5% de las células de la poblacién de células
renales heterogéneas expresan CNTNAPl, vy/o (iv) més de
aproximadamente 10% y como méximo alrededor de 20% de las
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
expresan MMP2.

En otro ejemplo més, la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse como
poseedora de potencial terapéutico si se determinan
cualqgquiera dos, cualquiera tres, cualquiera cuatro,
cualquiera cinco o los seis de los siguientes: (a) més del

60% de las células de la poblacidén de células renales
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heterogéneas enriquecidas expresan ICAMS y mas de
aproximadamente 65% de las células de la poblacidn de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan MCAM, (b) méas de
aproximadamente 60% de las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan ICAM5 y méas de
aproximadamente 15% y como maximo alrededor de 30% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan CNTNAPl, (c) mas de aproximadamente 60%
de las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan ICAMS y mas de
aproximadamente 10% y como méximo alrededor de 35% de las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresa MMP2, (d) mas de aproximadamente 65% de
las células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan MCAM y mas de aproximadamente 15% vy
como maximo alrededor de 30% de las células de la poblacién
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan
CNTNAP1l, (e) mas de aproximadamente 65% de las células de la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan MCAM y mas de aproximadamente 10% y como maximo
alrededor de 35% de las células de la poblacién de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan MMP2, vy/o (f) méas
de aproximadamente 15% y como maximo alrededor de 30% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas

enriquecidas expresan CNTNAP1l y mds de aproximadamente 10% y
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como maximo alrededor de 35% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan MMP2.
En otro ejemplo mas, la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse como
poseedora de potencial terapéutico si se determina que
cualquiera una, cualquiera dos, cualquiera tres o las cuatro
de las siguientes se determina: (a) (1) mas de
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 0.5% de las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan ICAM5, (ii) mas de aproximadamente 15%
y como maximo alrededor de 30% de las células de la poblacién
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan MCAM, y
(iii) més de aproximadamente 4% y como méaximo alrededor de
15% de las células de la poblaciédn de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan CNTNAPl; (b) (i) més de
aproximadamente 0% y como méximo alrededor de 0.5% de las
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan ICAM5, (ii) mas de aproximadamente 15%
y como maximo alrededor de 30% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan MCAM, vy
(iii) més de aproximadamente 8% y como méximo alrededor de
25% de las <células de 1la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan MMP2; (c) (i) mas de
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 0.5% de las

células de la poblacidén de células renales heterogéneas
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enriquecidas expresan ICAM5, (ii) més de aproximadamente 4% y
como maximo alrededor de 15% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan
CNTNAPl, vy (iii) mas de aproximadamente 8% y como maximo
alrededor de 25% de las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan MMP2; y/o (d) (1)
mas de aproximadamente 15% y como maximo alrededor de 30% de
las células de la poblacidédn de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan MCAM; (ii) mas de aproximadamente 4% y
como maximo alrededor de 15% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan CNTNAP;
y (1iii) més de aproximadamente 8% y como maximo alrededor de
25% de las <células de 1la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan MMP2.

En otro ejemplo adicional, la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse como
poseedora de potencial terapéutico si se determina cualquiera
uno, cualquiera dos, cualquiera tres o los cuatro siguientes:
(a) (1) méds de aproximadamente 60% de las células de 1la
poblaciédn de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan ICAMS5, (ii) més de aproximadamente 65% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan MCAM, vy (iii) mas de aproximadamente
15% y como maximo alrededor de 30% de las células de la

poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
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expresan CNTNAPl; (b) (i) méas de aproximadamente 60% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan ICAM5, (ii) mas de aproximadamente 65%
de las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan MCAM, vy (iii) mas de
aproximadamente 10% y como maximo alrededor de 35% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan MMP2; (c) (i) mas de aproximadamente
60% de las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan ICAM5, (ii) mas de
aproximadamente 15% y como méximo alrededor de 30% de las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan CNTNAPl, y (iii) més de aproximadamente
10% y como maximo alrededor de 35% de las células de 1la
poblacién de células renales Theterogéneas enriquecidas
expresan MMP2; y/o (d) (i) mas de aproximadamente 65% de las
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan MCAM, (ii) més de aproximadamente 15% y
como maximo alrededor de 30% de las células de la poblacién
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan
CNTNAP1, (iii) més de aproximadamente 10% y como méaximo
alrededor de 35% de las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan MMP2.

En otro ejemplo, la poblacidén de células renales

heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora
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de potencial terapéutico si (i) més de aproximadamente 0% vy
como maximo alrededor de 0.5% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan ICAMS,
(ii) més de aproximadamente 15% y como maximo alrededor de
30 de las <células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan MCAM, (iii) mas de
aproximadamente 4% y como maximo alrededor de 15% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan CNTNAPl, y (iv) més de aproximadamente
8% y como maximo alrededor de 25% de las células de 1la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan MMP2.

En otro ejemplo, la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora
de potencial terapéutico si (i) més de aproximadamente 60% de
las células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan ICAM5, (ii) mas de aproximadamente 65%
de las células de la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan MCAM, (iii) mas de
aproximadamente 15% y como maximo alrededor de 30% de las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresa CNTNAPl, y (IV) mas de aproximadamente
10% y como maximo alrededor de 35% de las células de la
poblaciédn de células renales heterogéneas enriquecidas

expresan MMP2.
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La combinacidén de cualquiera dos, cualquiera tres o
los cuatro marcadores cuya expresidén puede determinarse en
estos porcentajes puede ser una combinacidédn de cualquiera de
(a) ICAM5 y MCAM; (b) ICAMS y CNTNAPl; (c) ICAMS y MMP2; (d)
MCAM y CNTNAP1l; (e) MCAM y MMP2; (f) CNTNAP1 y MMP2; (9)
ICAM5, MCAM y CNTNAP1; (h) ICAM5, MCAM y MMP2; (i) ICAMS,
CNTNAP1 y MMP2; (j) MCAM, CNTNAPl y MMP2; o (k) ICAM5, MCAM,
CNTNAP1 y MMPZ2.

En el método para identificar wuna poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, ademds de determinar si las células de
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan al menos un marcador de adhesién celular (por
ejemplo, cualquiera de ICAM5; o MCAM; o CNTNAPl; o MMP2; o
ICAM5 y MCAM; o ICAM5 y CNTNAPl; o ICAMS5 y MMP2; o MCAM vy
CNTNAPl; o MCAM y MMP2; o CNTNAP1 y MMP2; o ICAM5, MCAM vy
CNTNAP1l; o ICAM5, MCAM y MMP2; o ICAM5, CNTNAP1 y MMP2; o
MCAM, CNTNAP1 y MMP2; o ICAM5, MCAM, CNTNAPl y MMP2), puede
determinarse ademds si las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan al menos un
marcador nefrogénico, en donde el por lo menos un marcador
nefrogénico es uno o mas de la proteina homeobox sine oculis
homeobox homélogo 2 (SIX2), reordenada durante la
transfeccién (RET), relacionada con odd-skipped 1 (OSR1),

proteina lim homeobox 1 (LHX1), o factor de crecimiento de
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fibroblastos 8 (FGF8). Determinar que las células de 1la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan el por lo menos un marcador nefrogénico puede
identificar que la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas tiene potencial terapéutico.

El por 1lo menos un marcador nefrogénico cuya
expresiédn puede determinarse ademds en el método puede ser
cualquiera de SIX2, RET, OSR1l, LHX1 o FGF8. El por lo menos
un marcador nefrogénico cuya expresidn puede determinarse
ademas en el método puede ser, o puede incluir, cualquiera de
los siguientes dos marcadores nefrogénicos: (a) SIX2 y OSR1;
(b) SIX2 y LHX1; (c) SIX2 y RET; (d) SIX2 y FGF8; (e) OSRl vy
LHX1; (f) OSR1 y RET; (g) OSR1 y FGF8; (h) LHX1 y RET; (i)
LHX1 y FGF8; (j) RET y FGF8. El por lo menos un marcador
nefrogénico cuya expresién puede determinarse adicionalmente
en el método puede ser, o puede incluir, cualgquiera de 1los
siguientes tres marcadores nefrogénicos: (a) SIX2, OSR1l vy
LHX1, (b) SIX2, OSR1 y RET, (c) SIX2, OSR1l y FGF8, (d) SIX2,
LHX1 y RET, (e) SIX2, LHX1 y FGF8, (f) SIX2, RET y FGF8, (qg)
OSR1, LHX1 y RET, <(h) OSR1l, LHX1 vy FGF8, (i) OSR1l, RET vy
FGF8, o (3j) LHX1, RET y FGFS8. El por lo menos un marcador
nefrogénico cuya expresidén puede determinarse adicionalmente
en el método puede ser, o puede incluir, cualgquiera de 1los
siguientes cuatro marcadores nefrogénicos: (a) SIX2, OSRI1,

LHX1 y RET, (b) SIX2, OSRl, LHX1 y FGF8, (c) SIX2, LHX1l, RET
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y FGF8, (d) SIX2, OSRl, RET y FGF8 o (e) OSR1, LHX1, RET vy
FGF8. El por lo menos un marcador nefrogénico cuya expresidn
puede determinarse ademas en el método puede incluir cinco
marcadores nefrogénicos: SIX2, OSR1, LHX1, RET y FGFS8.

En el método para identificar wuna poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, en donde se determina ademas la
expresién del por lo menos un marcador nefrogénico (ademas
del por lo menos uno, al menos dos, al menos tres o cuatro
marcadores de adhesidén celular), la expresidn determinada del
por lo menos uno (al menos uno, o al menos dos, o0 al menos
tres, o al menos cuatro, o los cinco) marcadores nefrogénicos
puede incluir ademds determinar el porcentaje de células de
la poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas que
expresen el por lo menos un (al menos uno, o al menos dos, o©
al menos tres, o al menos cuatro, o cinco) marcador
nefrogénico. Si se determina ademds el porcentaje de células
de la poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
que expresan el por lo menos un (al menos uno, o al menos
dos, o al menos tres, o al menos cuatro, o cinco) marcador
nefrogénico, entonces se puede identificar que la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico si aproximadamente un determinado, o particular,
porcentaje de células de 1la poblacidén de células renales

heterogéneas enriquecidas se determina que expresa el por 1lo
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menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o al
menos cuatro, o cinco) marcador nefrogénico.

En casos de los métodos en los que se determina
ademas el porcentaje de células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas que expresan el por 1lo
menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o al
menos cuatro, o cinco) marcador nefrogénico, si el por 1lo
menos un (al menos uno, o0 al menos dos, o0 al menos tres, o al
menos cuatro, o cinco) marcador(es) nefrogénico(s) es, o
incluye SIX2, entonces la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas puede identificarse como teniendo
potencial terapéutico si mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 10%, o mas de aproximadamente 0% y como

maximo alrededor de 8%, o mas de aproximadamente 0% y como

0\©

maximo alrededor de 6%, o mas de aproximadamente 0% y como

maximo alrededor de 5.5%, o méds de aproximadamente 0% y como

0\©

maximo alrededor de 5%, o mads de aproximadamente 0% y como

ol
0\©

maximo alrededor de 4.5%, o méds de aproximadamente 0% y como

0\©

maximo alrededor de 4%, o mads de aproximadamente 0% y como

(@2
o°

maximo alrededor de 3.5%, o mas de aproximadamente O como

o°
=

o°

maximo alrededor de 3%, o mas de aproximadamente 0% y como

(@2
o°

méaximo alrededor de 2.5%, o mas de aproximadamente 0% y como

o°

maximo alrededor de 2%, o mas de aproximadamente 0% y como

méaximo alrededor de 1.5%, o mas de aproximadamente 0% y como
méaximo alrededor de 1%, o mas de aproximadamente 0% y como
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maximo alrededor de 0.8%, o mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.6%, o mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.4%, o mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.2% de las células de la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas se determina que
expresan SIX2.

En casos de los métodos en los que se determina
ademas el porcentaje de células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas que expresan el por 1lo
menos uno (al menos uno, © al menos dos, o al menos tres, O
al menos cuatro, o cinco) marcador nefrogénico, si el por
lo menos un (al menos uno, o0 al menos dos, o0 al menos tres,
o al menos cuatro, o cinco) marcador (es) nefrogénico(s) es,
o 1incluye OSR1, entonces la poblacién de células renales

heterogéneas enriquecidas puede identificarse como teniendo

potencial terapéutico si mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 90%, mads de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 85%, mads de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 80%, mas de aproximadamente 0% y como
méximo alrededor de 75%, méds de aproximadamente 0% y como
médximo alrededor de 70%, méds de aproximadamente 0% y como
méximo alrededor de 65%, mds de aproximadamente 0% y como
méximo alrededor de 60%, méds de aproximadamente 0% y como
médximo alrededor de 55%, méds de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 50%, mas de aproximadamente 0% y como
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maximo alrededor de 45%, méas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 40%, méas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 30%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 25%, méas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 20%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 15%, més de aproximadamente 0% y como

o°

maximo alrededor de 10%, mads de aproximadamente 0.15% vy
como maximo alrededor de 8%, mas de aproximadamente 0.15% y
como maximo alrededor de 9%, mas de aproximadamente 0.15% y
como maximo alrededor de 10%, més de aproximadamente 0.15%

y como méximo alrededor de 11%, mds de aproximadamente

0.15% % como maximo alrededor de 12%, mas de

\O

aproximadamente 35% y como maximo alrededor de 90%, mas de
aproximadamente 35% y como maximo alrededor de 85%, mas de
aproximadamente 35% y como maximo alrededor de 80%, mas de
aproximadamente 35% y como maximo alrededor de 75%, mas de
aproximadamente 35% y como maximo alrededor de 70%, mas de
aproximadamente 40% y como maximo alrededor de 90%, mas de
aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 90%, mas de
aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 90%, mas de

aproximadamente 55% y como maximo alrededor de 90%, mas de

\O

aproximadamente 60% y como maximo alrededor de 90%, o méas
de aproximadamente 65% y como maximo alrededor de 90% de

las células de la poblacidén de células renales heterogéneas
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enriquecidas se determina que expresan OSRI.

En casos de los métodos en los que se determina
ademas el porcentaje de células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas que expresan el por 1lo
menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o al
menos cuatro, o cinco) marcador (es) nefrogénico(s), si el por
lo menos uno (al menos uno, o0 al menos dos, o al menos tres,
0 al menos cuatro, o cinco) marcador (es) nefrogénico(s) es, o
incluye LHX1, entonces la poblacién de células renales

heterogéneas enriquecidas puede identificarse como teniendo

potencial terapéutico si mas de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 90%, mas de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 85%, mads de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 80%, mads de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 75%, mads de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 70%, mads de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 65%, mads de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 60%, mads de aproximadamente 5% y como
maximo alrededor de 55%, mads de aproximadamente 5% y como
méaximo alrededor de 50%, méds de aproximadamente 5% y como
méaximo alrededor de 45%, méds de aproximadamente 5% y como

maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 90%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 85%, mas de aproximadamente 10% y como

maximo alrededor de 80%, mas de aproximadamente 10% y como
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maximo alrededor de 75%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 70%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 65%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 60%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 55%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 50%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 45%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 90%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 85%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 80%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 75%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 70%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 65%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 60%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 55%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 50%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 45%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 20% y como
maximo alrededor de 90%, mas de aproximadamente 20% y como
maximo alrededor de 85%, mas de aproximadamente 20% y como
méaximo alrededor de 80%, mas de aproximadamente 20% y como
maximo alrededor de 75%, mas de aproximadamente 20% y como
méaximo alrededor de 70%, mas de aproximadamente 20% y como

méaximo alrededor de 65%, mas de aproximadamente 20% y como
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maximo alrededor de 60%, mas de aproximadamente 20% y como
maximo alrededor de 55%, mas de aproximadamente 20% y como
maximo alrededor de 50%, mas de aproximadamente 20% y como
maximo alrededor de 45%, o més de aproximadamente 20% y como
maximo alrededor de 40% de las células de la poblacidn de
células renales heterogéneas enriquecidas se determina que
expresan LHX1.

En casos de los métodos en los que se determina
ademéds el porcentaje de células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas que expresan el por 1o menos
un (al menos uno, © al menos dos, o al menos tres, o al menos
cuatro, o cinco) marcador o marcadores nefrogénicos, si el por
lo menos un (al menos uno, o al menos dos, O al menos tres, o
al menos cuatro, o cinco) marcador (es) nefrogénico(s) es, o
incluye RET, entonces la poblacién de células renales

heterogéneas enriquecidas puede identificarse como teniendo

potencial terapéutico si mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 90%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 80%, mads de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 70%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 60%, mads de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 50%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 45%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 0% y como
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Yy Ccomo
Yy Ccomo
Yy Ccomo
Yy Ccomo
Yy Ccomo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo

maximo alrededor de 30%, mas de aproximadamente 0%
maximo alrededor de 25%, mas de aproximadamente 0%
maximo alrededor de 20%, mas de aproximadamente 0%
maximo alrededor de 15%, mas de aproximadamente 0%
maximo alrededor de 10%, mas de aproximadamente 0%
maximo alrededor de 9%, mas de aproximadamente 0% y como maximo
alrededor de 8%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 7%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 6%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 5%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 4%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 3%, mas de aproximadamente 0% y como
alrededor de 2%, mas de aproximadamente 0% vy como
alrededor de 1%, més de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 10%, mas de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 9%, méds de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 8%, méds de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 7%, méds de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 6%, méds de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 5%, méds de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 4%, méds de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 3%, méds de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 2%, o mas de aproximadamente 0.2% y como
alrededor de 1% de las células de la poblacidén celular renal

enriquecida heterogénea se determina ademads que expresan RET.
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En casos de los métodos en los que se determina
ademas el porcentaje de células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas que expresan el por 1lo
menos uno (al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o
al menos cuatro, o cinco) marcador (es) nefrogénico(s), si el
por lo menos uno (al menos uno, o al menos dos, o al menos
tres, o al menos cuatro, o cinco) marcador (es) nefrogénico(s)
es, o incluye FGF8, entonces la poblacidédn de células renales

heterogéneas enriquecidas puede identificarse como teniendo

potencial terapéutico si mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 60%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 50%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 40%, mads de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 30%, mads de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 20%, mads de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 10%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 9%, més de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 8%, més de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 7%, méds de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 6%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 5%, méds de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 4%, méds de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 3%, méds de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 2%, mas de aproximadamente 0% vy como
maximo alrededor de 1%, més de aproximadamente 0% y como
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maximo alrededor de 0.9%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.8%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.7%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.6%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.5%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.4%, mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.3%, mas de aproximadamente 0% y como

maximo alrededor de 0.2%, o mayor del 0% y como maximo
alrededor de 0.1% de las células de la poblacidén enriquecida
de células heterogéneas de células renales se determina
ademas que expresan FGFS8.

Por ejemplo, en casos de los métodos en los que se
determina el porcentaje de células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas gque expresan el por 1lo
menos uno (al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o
al menos cuatro, o cinco) marcador nefrogénico, la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas puede
identificarse como con potencial terapéutico si una
combinacidén de cualesquiera dos, cualesquiera tres,
cualesquiera cuatro o todos los siguientes se determinan
ademéds: (i) méas de aproximadamente 0% y como médximo alrededor
de 0.2% de las células de la poblacidébn de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan SIX2, (i) mas de
aproximadamente 0.015 y como maximo alrededor de 11% de las

células de la poblacidén de células renales heterogéneas
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enriquecidas expresan OSR1l, (iii) mas de aproximadamente 20%
y como maximo alrededor de 40% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan LHX1,
(iv) mas de aproximadamente 0.2% y como maximo alrededor de
0.6% de 1las células de 1la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan TRET vy/o (v) més de
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 0.3% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan FGF8. En otro ejemplo de un método en
el que se determina el porcentaje de células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas que expresan el
por lo menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos
tres, o al menos cuatro, o cinco) marcador nefrogénico, la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas puede
identificarse como con potencial terapéutico si una
combinacidén de cualesquiera dos, cualesquiera tres,
cualesquiera cuatro o los cinco de los siguientes se
determinan adicionalmente: (i) més de aproximadamente 0% vy
como maximo alrededor de 6% de las células de la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas expresan SIX2, (ii)
mas de aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 85% de
las células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan OSR1, (iii) més de aproximadamente 8% vy
como maximo alrededor de 90% de las células de la poblaciédén

de células renales heterogéneas enriquecidas expresan LHXI1,
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(iv) mas de aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 90%
de las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan RET vy/o (v) mas de
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 60% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan FGF8. En otro ejemplo de un método en
el que se determina el porcentaje de células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas que expresan el
por lo menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos
tres, o al menos cuatro, o cinco) marcador nefrogénico, la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas puede
identificarse como con potencial terapéutico si la
combinacién de cualesquiera, cualesquiera tres, cualesquiera
cuatro o los cinco de los siguientes se determinan ademés:
(i) més de aproximadamente 0.1% y como méximo alrededor de
10% de las células de la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan SIX2, (i) mas de
aproximadamente 0.15% y como méximo alrededor de 80% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan OSR1, (iii) més de aproximadamente 8% vy
como maximo alrededor de 58% de las células de la poblacién
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan LHX1,
(iv) més de aproximadamente 10% y como méximo alrededor de
80% de las células de la poblacidédn de células renales

heterogéneas enriquecidas expresan RET vy/o (v) més de
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aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 5% de las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan FGFS. La combinacién de cualquiera
dos, cualquiera tres, cualquiera cuatro, o los cinco
marcadores cuya expresidn puede determinarse ademas en estos
porcentajes puede ser una combinacidédn de cualquiera de SIX2 y
OSR1; SIX2 y LHX1; SIXZ2 y RET; SIXZ2 y FGF8; OSR1 y LHX1; OSR1
y RET; OSRl1 y FGF8; LHX1 y RET; LHX1 y FGF8; RET y FGFS8;
SIX2, OSR1 y LHX1; SIX2, OSR1l y RET; SIX2, OSR1l y FGF8; SIXZ2,
LHX1 y RET; SIX2, LHX1 y FGF8; SIX2, RET y FGF8; OSR1, LHX1l y
RET; OSR1, LHX1 y FGF8; OSR1l, RET y FGF8; LHX1, RET y FGFS8;
SIX2, OSR1, LHX1 y RET; SIX2, OSR1l, LHX1 y FGF8; SIX2, LHXI,
RET y FGF8; SIX2, OSR1l, RET y FGF8; OSR1l, LHX1, RET y FGF8; o
SIX2, OSR1, LHX1, RET y FGF8.

En los métodos para determinar que una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico, determinar la expresién del por lo menos un
marcador de adhesién celular (el por lo menos uno, al menos
dos, al menos tres o cuatro de ICAM5, MCAM, CNTNAP1 o MMP2)
puede determinar ademas la expresidén de al menos un marcador de
adhesidén celular adicional, en donde el por 1lo menos un
marcador de adhesidén celular adicional puede incluir uno o mas
de colédgeno tipo XI alfa 1 (COL11Al, por sus siglas en inglés),
molécula de adhesidn endotelial celular plaquetaria (PECAM, por

sus siglas en inglés) 1 vy/o E-cadherina. Determinar 1la
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expresidén del por lo menos un marcador de adhesidn celular y el
por lo menos un marcador de adhesidén celular adicional puede
identificar a 1la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas como poseedora de potencial terapéutico.

En algunos casos, determinar la expresidédn de la por
lo menos una molécula de adhesién celular adicional
(adicional a la por lo menos una, al menos dos, al menos tres
o cuatro de ICAM5, MCAM, CNTNAPl y/o MMP2) puede determinar
el porcentaje de células de la poblacidédn de células renales
heterogéneas enriquecidas que expresen el por lo menos un
marcador de adhesidén celular adicional. En casos en los que
se determina el porcentaje de células de 1la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas que expresan el por
lo menos un marcador de adhesién celular adicional, y la
molécula de adhesidén adicional puede ser, o incluir, COL11Al.
En estos casos, el porcentaje de células gque expresan COL11Al
que pueden determinarse ademés para identificar la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora
de potencial terapéutico puede ser més de aproximadamente 15%
y como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 16% y
como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 17% vy
como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 18% vy
como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 19% vy
como maximo alrededor de 40%, méds de aproximadamente 20% vy

como maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 20% y
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41%, mas del 20%
aproximadamente 20%
aproximadamente 20%
aproximadamente 20%
aproximadamente 20%
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aproximadamente 20%
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En casos en los que se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas que expresan el por lo menos un marcador de
adhesidén celular adicional, y la molécula de adhesidén celular
adicional es, o incluye, PECAM1, el porcentaje de células que
expresan PECAM]1 qgque puede determinarse para identificar la
poblacidén renal enriquecida y heterogénea como poseedora de

potencial terapéutico puede ser un porcentaje de mas de

o°

aproximadamente 0 y como maximo alrededor de 5%, mas de

aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 4%, mas de
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 3%, mas de
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 2%, mas de
aproximadamente 0% y como méximo alrededor de 1%, mas de
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 0.5%, més de

-

y como maximo alrededor de 0.4%, mas de

o

aproximadamente O
aproximadamente 0% y como maximo alrededor de 0.3%.

En casos en los que se determina el porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas que expresan el por lo menos un marcador de
adhesién celular adicional, y la molécula de adhesidén celular
adicional es, o incluye, CDH1 (también conocida como E-
cadherina), el porcentaje de células que expresan CDH1 que
puede determinarse para identificar la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de potencial

terapéutico puede ser de méds de aproximadamente 8% y como
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maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 8% y como
maximo alrededor de 39%, mas de aproximadamente 8% y como
maximo alrededor de 38%, mas de aproximadamente 8% y como
maximo alrededor de 37%, mas de aproximadamente 8% y como

maximo alrededor de 36%, mas de aproximadamente 8% y como
maximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 20%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 19%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 18%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 17%, mas de aproximadamente 10% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 11% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 12% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 13% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 14% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 16% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 17% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 18% y como
maximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 19% y como
méaximo alrededor de 40%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 39%, mas de aproximadamente 15% y como
méaximo alrededor de 38%, mas de aproximadamente 15% y como
méaximo alrededor de 37%, mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 36%, mas de aproximadamente 15% y como

méaximo alrededor de 35%, mas de aproximadamente 15% y como
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maximo alrededor de 34% o mas de aproximadamente 15% y como
maximo alrededor de 33%. En tales casos, el porcentaje de
células que expresan CDHl pueden ser células porcentuales que
expresen ARNm de CDHI. En otros casos, el porcentaje de
células que expresan CDHl1 puede de ser mas de aproximadamente
0% y como médximo alrededor de 5%, o mas de aproximadamente 0%
y como maximo alrededor de 4.5%, o mas de aproximadamente 0%
y como maximo alrededor de 4%, més de aproximadamente 0% vy
como maximo alrededor de 3.5%, mads de aproximadamente 0% vy
como maximo alrededor de 3.0%, mads de aproximadamente 0% vy
como maximo alrededor de 2.5%, mads de aproximadamente 0% vy
como maximo de alrededor de 2%, superior a 0% y como maximo
de aproximadamente 1.5%, méds de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 1% o mas de aproximadamente 0% y como
maximo alrededor de 0.5%. En estos casos, las células
porcentuales que expresan CDH1 pueden ser células
porcentuales que expresen la proteina CDH1l en su superficie.
En los métodos para determinar que una poblacidédn de
células renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico, la determinacién puede incluir no solo
determinar la expresidén del por 1lo menos un marcador de
adhesién celular (el por lo menos uno, al menos dos, al menos
tres o cuatro de cualquiera de ICAM5, MCAM, CNTNAPl y/o MMP2)
y, opcionalmente, la expresidén del por lo menos un marcador

nefrogénico (el por lo menos uno, al menos dos, al menos
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tres, al menos cuatro o cinco de cualquiera de SIX1l, RET,
OSR1, LHX1 y/o FGF8) vy, opcionalmente, la expresidén del por
lo menos un marcador de adhesién celular adicional
(cualquiera, o dos o tres de COL11A1, PECAM]1 vy/o E-
cadherina), puede incluir, opcionalmente, determinar 1la
expresidén de uno o mas marcadores adicionales. Ejemplos de
marcadores adicionales incluyen, pero no estan limitados a,
TGFB2, nefrina, podocina o receptor para cinasa C activada
(RACK-1, por sus siglas en 1inglés). La determinacién
adicional de la expresidédn del por 1lo menos un marcador
adicional puede identificar que la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico. En algunos casos, determinar ademas que las
células de la poblaciétn de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan el por lo menos un marcador adicional
puede ser determinar que un cierto porcentaje de células de
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresa el por lo menos un marcador adicional.

En casos del método en el gque se determina el
porcentaje de células de 1la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas que expresan el por 1o menos un
marcador adicional, y el marcador adicional es, o incluye,
TGFBR2, el porcentaje de células que expresan TGFB2 que pueden
identificar la poblacidén de células renales heterogéneas

enriquecidas como con potencial terapéutico puede ser mas de
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aproximadamente 40% y como maximo alrededor de 85%, mas de
alrededor de 40% y como maximo alrededor de 80%, mas de
aproximadamente 40% y como maximo alrededor de 75%, mas de
aproximadamente 40% y como maximo alrededor de 70%, mas de
aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 85%, mas de
aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 80%, mas de
aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 75%, mas de
aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 70%, mas de
aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 85%, mas de
aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 80%, mas de
aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 75%, mas de
aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 70%, mas de
aproximadamente 55% y como méximo alrededor de 85%, més de
aproximadamente 50% y como méximo alrededor de 80%, més de
aproximadamente 50% y como méximo alrededor de 75% o més de
aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 80%.

En casos del método en el gque se determina el
porcentaje de células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas que expresan el por lo menos un
marcador adicional, y el marcador adicional es, o incluye,
nefrina, el porcentaje de células que expresan nefrina que
pueden identificar la poblacidn de células renales
heterogéneas enriquecidas como poseedora de potencial
terapéutico puede ser mads de aproximadamente 68%, mas de

[o)

aproximadamente 70%, mas de aproximadamente 72%, mas de
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aproximadamente 74%, mas de aproximadamente 76%, mas de
aproximadamente 78%, mas de aproximadamente 80%, mas de
aproximadamente 82%, mads de aproximadamente 84%, mas de
aproximadamente 86%, mas de aproximadamente 88%, mas de
aproximadamente 90%, mads de aproximadamente 92%, mas de
aproximadamente 94%, mads de aproximadamente 96%, mas de
aproximadamente 98%, o aproximadamente 100% o mas de
aproximadamente 65% y como maximo alrededor de 99%, o mas de
aproximadamente 70% y como maximo alrededor de 99%, o mas de
aproximadamente 75% y como maximo alrededor de 99%, o mas de
aproximadamente 80% y como maximo alrededor de 99%, o mas de
aproximadamente 85% y como maximo alrededor de 99%.

En casos del método en el gque se determina el
porcentaje de células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas que expresan el por lo menos un
marcador adicional, y el marcador adicional es, o incluye,
podocina, el porcentaje de células que expresan podocina vy
que pueden identificar 1la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas con potencial terapéutico puede ser
més de aproximadamente 91%, méds de aproximadamente 92%, mas
de aproximadamente 93%, mas de aproximadamente 94%, mas de
aproximadamente 95%, méds de aproximadamente 96%, mas de
aproximadamente 97%, méds de aproximadamente 98%, mas de
aproximadamente 98% o aproximadamente 100%.

En casos del método en el que se determina el
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porcentaje de células de la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas que expresan el por lo menos un
marcador adicional, y el marcador adicional es, o incluye,
RACK1, el porcentaje de células que expresan RACK1l que pueden
identificar la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas como poseedora de potencial terapéutico puede
ser mas de aproximadamente 80%, mas de aproximadamente 81%,
mas de aproximadamente 82%, mas de aproximadamente 83%, mas
de aproximadamente 84%, més de aproximadamente 85%, mas de
aproximadamente 86%, mas de aproximadamente 87%, mas de
aproximadamente 88%, mas de aproximadamente 89%, mas de

)

aproximadamente 90%, mas de aproximadamente 91%, mas de
aproximadamente 92%, mas de aproximadamente 94%, mas de
aproximadamente 95%, mas de aproximadamente 96%, mas de
aproximadamente 97%, mas de aproximadamente 98%, mas de
aproximadamente de 99% o aproximadamente 100%.

En los métodos para determinar que una poblacidédn de
células renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico, la determinacién puede incluir no solo
determinar la expresidén del por 1o menos un marcador de
adhesidén celular (el por lo menos uno, al menos dos, al menos
tres o cuatro de cualquiera de ICAM5, MCAM, CNTNAPl y/o MMP2)
y, opcionalmente, la expresidén del por lo menos un marcador

nefrogénico (el por lo menos uno, al menos dos, al menos

tres, al menos cuatro o cinco de cualgquiera de SIX1l, RET,
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OSR1, LHX1 y/o FGF8) vy, opcionalmente, la expresidén del por
lo menos un marcador de adhesién celular adicional
(cualquiera, o cualquiera de dos o tres de COL11Al, PECAMI
y/o E-cadherina) vy, opcionalmente, la expresién de uno o mas
marcadores adicionales (por ejemplo, TGFR2, nefrina, podocina
y/o RACK-1), puede ademéds determinar opcionalmente si 1las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas secretan TGFB. En algunos casos, sSi se
determina ademds que las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas secretan TGFR2, se puede
identificar que la poblacidédn de células renales heterogéneas
enriquecidas tiene potencial terapéutico. En algunos casos,
la determinacidén de si las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas secretan TGFR2 puede
determinar que las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas secretan wuna cierta cantidad de
aproximadamente TGFfR2. En tales casos, se puede determinar
ademéds que méas de aproximadamente 1 ng de TGFBR2 por millédn de
células, mas de aproximadamente 1.2 ng de TGFBR2 por millédn de
células, mas de aproximadamente 1.4 ng de TGFR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 1.6 ng de TGFR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 1.8 ng de TGFR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 2.0 ng de TGFR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 2.2 ng de TGFR2 por milldén de

células, mas de aproximadamente 2.4 ng de TGFR2 por milldén de
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células, mas de aproximadamente 2.6 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 2.8 ng de TGFB2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 3.0 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 3.5 ng de TGFRLU por milldén de
células, mas de aproximadamente 4.0 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 4.5 ng de TGFB2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 5.0 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 5.5 ng de TGFB2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 6.0 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 6.5 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 7.0 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 7.5 ng de TGFBR2 por milldén de
células, mas de aproximadamente 8.0 ng de TGFBR2 por millén de
células, mas de aproximadamente 8.5 ng de TGFBR2 por millédn de
células, mas de aproximadamente 9.0 ng de TGFBR2 por millédn de
células, mas de aproximadamente 9.5 ng de TGFBR2 por millén de
células, més de aproximadamente 10.0 ng de TGFBR2 por milldn
de células, mas de aproximadamente 11.0 ng de TGFB2 por
millén de células, mas de aproximadamente 12.0 ng de TGFR2
por millén de células, mas de aproximadamente 13.0 ng de
TGFB2 por millén de células, més de aproximadamente 14.0 ng
de TGFB2 por millén de células, més de aproximadamente 15.0
ng de TGFR2 por millén de células, o aproximadamente 1 ng a
alrededor de 40 ng de TGFR2 por milldédn de células,

aproximadamente 1 ng a alrededor de 35 ng de TGFR2 por millédn
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de células, aproximadamente 1 ng a alrededor de 30 ng de
TGFR2 por milldn de células, aproximadamente 1 ng a alrededor
de 25 ng de TGFR2 por milldn de células, aproximadamente 1 ng
a alrededor de 20 ng de TGFB2 por millén de células,
aproximadamente 2 ng a alrededor de 40 ng de TGFf2 por millédn
de células, aproximadamente 2 ng a alrededor de 35 ng de
TGFBR2 por millén de células, aproximadamente 2 ng a alrededor
de 30 ng de TGFB2 por milldén de células, aproximadamente 2 ng
a alrededor de 25 ng de TGFB2 por milldén de células,
aproximadamente 2 ng a alrededor de 20 ng de TGFB2 por milldn
de células, aproximadamente 3 ng a alrededor de 40 ng de
TGEFBR2 por millén de células, aproximadamente 3 ng a alrededor
de 35 ng de TGFB2 por milldén de células, aproximadamente 3 ng
a alrededor de 30 ng de TGFB2 por millén de células,
aproximadamente 3 ng a alrededor de 25 ng de TGFB2 por milldn
de células, o aproximadamente 3 ng a alrededor de 20 ng de
TGFBR2 por milldén de células se secreta para identificar la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas como
teniendo potencial terapéutico. Las células pueden secretar
la cantidad de TGFB2 por milldén de células, por ejemplo, en
medios de cultivo después de estar en cultivo, en alrededor
de 24 horas, alrededor de 30 horas, alrededor de 36 horas,
alrededor de 42 horas, alrededor de 48 horas, alrededor de 54
horas, alrededor de 60  horas, alrededor de 66 horas,

alrededor de 72 horas, alrededor de 78 horas, alrededor de 84
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horas, alrededor de 90  horas, alrededor de 96 horas,
alrededor de 102 horas, o alrededor de 108 horas.

Por ejemplo, en algunos casos de los métodos, si se
determina ademas que las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas secretan TGFR2, la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas puede
identificarse como poseedora de potencial terapéutico si se
determina ademds que mas de aproximadamente 0.7 ng, mas de
aproximadamente 0.8 ng, mas de aproximadamente 0.9 ng, mas de
aproximadamente 1.0 ng, mas de aproximadamente 1.1 ng, mas de
aproximadamente 1.2 ng, entre aproximadamente 0.7 ng vy
aproximadamente 1.75 ng, entre aproximadamente 0.7 ng vy
aproximadamente 1.5 ng, entre aproximadamente 0.7 ng vy
aproximadamente 1.25 ng, entre aproximadamente 0.8 ng vy
aproximadamente 1.75 ng, entre aproximadamente 0.8 ng vy
aproximadamente 1.5 ng, entre aproximadamente 0.8 ng vy
aproximadamente 1.25 ng, entre aproximadamente 0.9 ng vy
aproximadamente 1.75 ng, entre aproximadamente 0.9 ng vy
aproximadamente 1.5 ng, entre aproximadamente 0.9 ng vy
aproximadamente 1.25 ng, entre aproximadamente 1.0 ng
aproximadamente 1.75 ng, o entre aproximadamente 1.0 ng vy
aproximadamente 1.5 ng de TGFB2 se secreta por milldén de
células durante (o dentro de) un periodo de tiempo de
alrededor de 18 horas, alrededor de 24 horas, alrededor de 30

horas, alrededor de 36 horas, alrededor de 20 horas a
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alrededor de 36 horas, alrededor de 18 horas a alrededor de
30 horas, alrededor de 18 a 24 horas, alrededor de 24 horas a
alrededor de 36 horas, o alrededor de 24 horas a alrededor de
30 horas.

A manera de ejemplo adicional, si se determina
ademas que las células de la poblacidédn de células renales
heterogéneas enriquecidas secretan TGFf2, la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si se determina
ademas que  mas de aproximadamente 3.5 ng, mas de
aproximadamente 3.7 ng, mas de aproximadamente 3.9 ng, mas de
aproximadamente 4.1 ng, mas de aproximadamente 4.3 ng, mas de
aproximadamente 4.5 ng, o entre aproximadamente 3.5 ng vy
aproximadamente 8.0 ng, entre aproximadamente 3.5 ng vy
aproximadamente 7.5 ng, entre aproximadamente 3.5 ng vy
aproximadamente 7.0 ng, entre aproximadamente 3.9 ng vy
aproximadamente 8.0 ng, entre aproximadamente 3.9 ng vy
aproximadamente 7.5 ng, entre aproximadamente 3.9 ng vy
aproximadamente 7.0 ng, entre alrededor de 4.1 ng y alrededor
de 8.0 ng, entre alrededor de 4.1 ng y alrededor de 7.5 ng,
entre alrededor de 4.1 ng vy alrededor de 7.0 ng, entre
alrededor de 4.5 ng y alrededor de 8.0 ng, entre alrededor de
4.5 ng y alrededor de 7.5 ng o entre 4.5 ng y alrededor de
7.0 ng de TGF2 se secretan por milldén de células durante (o

dentro de) un periodo de alrededor de 36 horas, alrededor de
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42 horas, alrededor de 48 horas, alrededor de 54 horas,
alrededor de 60 horas, alrededor de 36 horas a alrededor de
60 horas, alrededor de 36 horas a alrededor de 54 horas,
alrededor de 36 horas y alrededor de 48 horas, alrededor de
4?2 horas a alrededor de 60 horas, alrededor de 42 horas a
alrededor de 54 horas, o alrededor de 42 horas a alrededor de
48 horas.

En otro ejemplo més, si se determina que las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas secretan TGFB2, la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora
de potencial terapéutico si se determina ademds que méas de
aproximadamente 8.0 ng, mas de aproximadamente 8.25 ng, mas
de aproximadamente 8.5 ng, mas de aproximadamente 8.75 ng,
mas de alrededor de 9.0 ng, entre alrededor de 8.0 ng vy
alrededor de 25 ng, entre alrededor de 8.0 ng y alrededor de
20 ng, entre alrededor de 8.0 ng y alrededor de 15 ng, entre
alrededor de 8.25 ng y alrededor de 25 ng, entre alrededor de
8.25 ng y alrededor de 20 ng, entre alrededor de 8.25 ng vy
alrededor de 15 ng, entre alrededor de 8.5 ng y alrededor de
25 ng, entre alrededor de 8.5 ng y alrededor de 20 ng, entre
alrededor de 8.5 ng y alrededor de 15 ng, entre alrededor de
8.75 ng y alrededor de 25 ng o entre 8.75 ng y alrededor de
20 ng o alrededor de 8.75 ng y alrededor de 15 ng de TGFB2 se

secretan por milldén de células durante (o dentro de) un
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periodo de alrededor de 60 horas, alrededor de 72 horas,
alrededor de 78 horas, alrededor de 84 horas, alrededor de 60
horas a alrededor de 84 horas, alrededor de 60 horas a
alrededor de 78 horas, alrededor de 60 horas a alrededor de
72 horas, alrededor de 72 horas a alrededor de 84 horas, o
alrededor de 72 horas a alrededor de 78 horas.

En otro método para identificar una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas con ©potencial
terapéutico proporcionadas por la invencidn, se puede
identificar wuna poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas como con potencial terapéutico determinando la
expresién de TGFR2 por células de la poblacién de células
renales heterogéneas enriquecidas. En estos métodos, 1la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas puede
identificarse como poseedora de potencial terapéutico si se
determina que (i) mas del 50% de las células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas expresan TGFB2
y/o (i1i) TGFPR2 es secretado por células de la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas en una cantidad de
al menos aproximadamente 1.0 ng o aproximadamente 2.0 ng por
cada 1,000,000 de células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas.

En estos otros métodos, métodos en los que se
determina la expresidén de TGFR2 por células de la poblaciédn

de células renales heterogéneas enriquecidas, la poblacidén de
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células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si se determina que
mas del 50% de las células de la poblacidn de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan TGEFR2. En algunos casos,
la poblacidédn de células renales heterogéneas enriquecidas
puede identificarse como poseedora de potencial terapéutico
si mas de aproximadamente 40% y como maximo alrededor de 85%,
mas de aproximadamente 40% y como madximo alrededor de 80%,
mas de aproximadamente 40% y como maximo alrededor de 75%,
mas de aproximadamente 40% y como madximo alrededor de 70%,
mas de aproximadamente 45% y como madximo alrededor de 85%,
mas de aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 80%,
més de aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 75%,
més de aproximadamente 45% y como maximo alrededor de 70%,
més de aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 85%,
més de aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 80%,
més de aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 75%,
més de aproximadamente 50% y como maximo alrededor de 70%,
més de aproximadamente 55% y como maximo alrededor de 55% vy
como maximo alrededor de 75% de las células de la poblacién
de células renales heterogéneas enriquecidas se determina que
expresan TGFR2. En algunos casos, la poblacién de células
renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse como

teniendo potencial terapéutico si se determina qgue més de

aproximadamente 40%, més de aproximadamente 42.5%, més de
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aproximadamente 45%, mas de aproximadamente 47.5%, mas de
aproximadamente 50%, mé&s de aproximadamente 52.5%, méas de
aproximadamente 55%, mas de aproximadamente 57.5% o mas de
aproximadamente 60% de las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan TGF(2.

En estos otros métodos, métodos en 1los que se
determina la expresidén de TGFR2 por células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas, la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si se determina que
TGFR2 es secretado por células de la poblacidédn de células
renales heterogéneas enriquecidas en una cantidad de al menos
1.0 ng por cada 1,000,000 de células de 1la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas. En algunos casos,
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
puede identificarse como poseedora de potencial terapéutico
si TGFPR2 es secretado por células de la poblacién de células
renales heterogéneas enriquecidas en wuna cantidad més de
aproximadamente 1 ng, o méds de aproximadamente 1.2 ng, o mas
de aproximadamente 1.4 ng, o mas de aproximadamente 1.6 ng, o
mas de aproximadamente 1.8 ng, o mads de aproximadamente 2 ng,
0 mas de aproximadamente 2.2 ng, o mas de aproximadamente 2.4
ng, o mas de aproximadamente 2.6 ng, o mas de aproximadamente
2.8 ng, o méas de aproximadamente 3.0 ng, o mas de

aproximadamente 3.5 ng, o méds de aproximadamente 4.0 ng, o
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mas de aproximadamente 4.5 ng, o més de aproximadamente 4.5
ng, o mas de aproximadamente 5.0 ng, o mds de aproximadamente
5.5 ng, o mads de aproximadamente 6.0 ng, o mas de
aproximadamente 6.5 ng, o més de aproximadamente 7.0 ng, o
mas de aproximadamente 7.5 ng, o mas de aproximadamente 8.0
ng, o mas de aproximadamente 8.5 ng, o mas de aproximadamente
9.0 ng, o més de aproximadamente 9.5 ng, o mas de
aproximadamente 9.5 ng, o mas de aproximadamente 10 ng, o mas
de aproximadamente 11 ng, o mas de aproximadamente 12 ng, o
mas de aproximadamente 13 ng, o mas de aproximadamente 14 ng
0 maés de aproximadamente alrededor de 15 ng por milldn de
células. Como alternativa, la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora
de potencial terapéutico si el TGFB2 es secretado por células
de la poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
en una cantidad de aproximadamente 1 ng a alrededor de 40 ng
por millén de células, o) aproximadamente 1 ng a
aproximadamente 35 ng por millén de células, o)
aproximadamente 1 ng a alrededor de 30 ng por milldén de
células, o aproximadamente 1 ng a alrededor de 25 ng por
millén de células, o aproximadamente 1 ng a alrededor de 20
ng por millén de células, aproximadamente 2 ng a alrededor de
40 ng por milldédn de células, o aproximadamente 2 ng a
alrededor de 35 ng por milldén de células, o aproximadamente 2

ng a alrededor de 30 ng por millén de células, o)
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aproximadamente 2 ng a alrededor de 25 ng por millén de
células, o aproximadamente 2 ng a alrededor de 20 ng por
millén de células, o aproximadamente 3 ng a alrededor de 40
ng por milldén de células, o aproximadamente 3 ng a alrededor
de 35 ng por milldén de células, o aproximadamente 3 ng a
alrededor de 30 ng por milldén de células, o aproximadamente 3
ng a alrededor de 25 ng por millén de células, o
aproximadamente 3 ng a alrededor de 20 ng por millén de
células. E1l TGFBR2 secretado por células de la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas en estas cantidades
puede estar, por ejemplo, en medios de cultivo, durante (o
dentro de) un periodo de aproximadamente 24 horas, alrededor
de 30 horas, alrededor de 36 horas, alrededor de 42 horas,
alrededor de 48 horas, alrededor de 54 horas, alrededor de 60
horas, alrededor de 66 horas, alrededor de 72  horas,
alrededor de 78 horas, alrededor de 84 horas, alrededor de 90
horas, alrededor de 96 horas, alrededor de 102 horas,
alrededor de 108 horas, o entre alrededor de 24 horas vy
alrededor de 108 horas, o entre alrededor de 36 horas vy
alrededor de 108 horas, o entre alrededor de 24 horas vy
alrededor de 90 horas, o entre alrededor de 24 horas vy
alrededor de 72 horas, o entre alrededor de 48 horas vy
alrededor de 72 horas.

En casos de estos otros métodos, métodos en los que

se determina la expresidén de TGFR2 por células de 1la
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poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas, la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas puede
identificarse como poseedora de potencial terapéutico si se
determina que las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas secretan mas de aproximadamente 0.7
ng, y mas de aproximadamente 0.8 ng, mas de aproximadamente
0.9 ng, mas que 1.0 ng, mas de aproximadamente 1.1 ng, méas de
aproximadamente 1.2 ng, mas que 1.4 ng, mds que 1.5 ng, mas
de 2.0 ng, més que 2.5 ng, entre aproximadamente 0.7 ng vy
aproximadamente 1.75 ng, entre aproximadamente 0.7 ng vy
aproximadamente 1.5 ng, entre aproximadamente 0.7 ng vy
aproximadamente 1.25 ng, entre aproximadamente 0.8 ng vy
aproximadamente 1.75 ng, entre aproximadamente 0.8 ng vy
aproximadamente 1.5 ng, entre aproximadamente 0.8 ng vy
aproximadamente 1.25 ng, entre aproximadamente 0.9 ng vy
aproximadamente 1.75 ng, entre aproximadamente 0.9 ng vy
aproximadamente 1.5 ng, entre aproximadamente 0.9 ng vy
aproximadamente 1.25 ng, entre aproximadamente 1.0 ng vy
aproximadamente 1.75 ng, entre aproximadamente 1.0 ng vy
aproximadamente 1.5 ng, entre alrededor de 4.0 ng, entre
aproximadamente 1.0 ng vy alrededor de 5.0 ng, entre
aproximadamente 1.0 ng vy alrededor de 6.0 ng, entre
aproximadamente 1.0 ng y alrededor de 7.0 ng, entre alrededor
de 2.0 ng y alrededor de 4.0 ng, entre alrededor de 2.0 ng vy

alrededor de 5.0 ng, entre alrededor de 2.0 ng y alrededor de
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6.0 ng, o entre 2.0 ng y alrededor de 7.0 ng de TGFp2 por
millén de células durante (o dentro de) un periodo de
alrededor de 18 horas, alrededor de 24 horas, alrededor de 30
horas, alrededor de 36 horas, alrededor de 20 horas a
alrededor de 36 horas, alrededor de 18 horas a alrededor de
30 horas, alrededor de 18 horas a alrededor de 24 horas,
alrededor de 24 horas a alrededor de 36 horas o alrededor de
24 horas a alrededor de 30 horas.

En otros casos de estos métodos, la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si se determina que
las células de la poblacidédn de células renales heterogéneas
enriquecidas secretan mads de alrededor de 3.5 ng, mas de
alrededor de 3.7 ng, mads de aproximadamente 3.9 ng, mas de
aproximadamente 4.1 ng, mads de aproximadamente 4.3 ng, mas de
aproximadamente 4.5 ng, entre aproximadamente 3.5 ng vy
aproximadamente 8.0 ng, entre aproximadamente 3.5 ng vy
aproximadamente 7.5 ng, entre aproximadamente 3.5 ng vy
aproximadamente 7.0 ng, entre aproximadamente 3.9 ng vy
aproximadamente 8.0 ng, entre aproximadamente 3.9 ng vy
aproximadamente 7.5 ng, entre aproximadamente 3.9 ng vy
aproximadamente 7.0 ng, entre alrededor de 4.1 ng y alrededor
de 8.0 ng, entre alrededor de 4.1 ng y alrededor de 7.5 ng,
entre alrededor de 4.1 ng y alrededor de 7.0 ng, entre

alrededor de 4.5 ng y alrededor de 8.0 ng, entre alrededor de
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4.5 ng y alrededor de 7.5 ng o entre 4.5 ng y alrededor de
7.0 ng de TGFR2 por milldén de células durante (o dentro de)
un periodo de alrededor de 36 horas, alrededor de 42 horas,
alrededor de 48 horas, alrededor de 54 horas, alrededor de 60
horas, alrededor de 36 horas a alrededor de 60 horas,
alrededor de 36 horas a alrededor de 54 horas, alrededor de
36 horas y alrededor de 48 horas, alrededor de 42 horas a
alrededor de 60 horas, alrededor de 42 horas a alrededor de
54 horas o alrededor de 42 horas a alrededor de 48 horas.

En otros casos méds de estos métodos, la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas puede
identificarse como poseedora de potencial terapéutico si se
determina que las células de la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas secretan méds de aproximadamente 8.0
ng, més de aproximadamente 8.25 ng, méds de aproximadamente
8.5 ng, mas de aproximadamente 8.75 ng, méas de
aproximadamente 9.0 ng, entre alrededor de 8.0 ng y alrededor
de 25 ng, entre alrededor de 8.0 ng y alrededor de 20 ng,
entre alrededor de 8.0 ng vy alrededor de 15 ng, entre
alrededor de 8.25 ng y alrededor de 25 ng, entre alrededor de
8.25 ng y alrededor de 20 ng, entre alrededor de 8.25 ng y
alrededor de 15 ng, entre alrededor de 8.5 ng y alrededor de
25 ng, entre alrededor de 8.5 ng y alrededor de 20 ng, entre
alrededor de 8.5 ng alrededor de 15 ng, entre alrededor de

8.75 ng y alrededor de 25 ng, entre 8.75 ng y alrededor de 20
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ng o alrededor de 8.75 y alrededor de 15 ng de TGFR2 por
millén de células durante (o dentro) de un periodo de
alrededor de 60 horas, alrededor de 72 horas, alrededor de 78
horas, alrededor de 84 horas, alrededor de 60 horas a
alrededor de 84 horas, alrededor de 60 horas a alrededor de
78 horas, alrededor de 60 horas a alrededor de 72 horas,
alrededor de 72 horas a alrededor de 84 horas o alrededor de
72 horas a alrededor de 78 horas.

En estos otros métodos, métodos en 1los qgue se
determina la expresidén de TGFR2 por células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas, la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si se determina que
ambos: (1) aproximadamente cierto porcentaje de células de 1la
poblacidn expresan TGFR2 % (id) aproximadamente una
determinada cantidad de TGFR2 es secretada por células de la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas. En
algunos casos, la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas puede identificarse como poseedora de potencial
terapéutico si se determina que (i) més del 50% de las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan TGFB2 y (ii) TGFR2 es secretado en una
cantidad de al menos aproximadamente 1.0 ng, 1.5 ng, 2.0 ng,
2.5 ng, 3.0 ng, 3.5 ng, 4.0 ng, 4.5 ng o 5.0 ng por milldén de

células. En algunos casos, la poblacién de células renales
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heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora
de potencial terapéutico si se determina que (1)
aproximadamente 50% a aproximadamente 80% de las células de
la poblacidédn de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan TGFB2 y (ii1) TGFR2 es secretado en una cantidad de
al menos aproximadamente 1.0 ng, 1.5 ng, 2.0 ng, 2.5 ng, 3.0
ng, 3.5 ng, 4.0 ng, 4.5 ng o 5.0 ng por milldén de células.
En algunos casos, la poblacidn de células renales
heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora
de potencial terapéutico si se determina que (i) mas de 55%
de las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan TGFR2 vy (ii) TGFR2 es
secretado en una cantidad de al menos aproximadamente 1.0 ng,
1.5 ng, 2.0 ng, 2.5 ng, 3.0 ng, 3.5 ng, 4.0 ng, 4.5 ng o 5.0
ng por millén de células. En algunos casos, la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede identificarse
como poseedora de potencial terapéutico si se determina que
(i) aproximadamente 55% a aproximadamente 75% de las células
de la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan TGFBR2 y (ii) TGFR2 es secretado en una cantidad de
al menos aproximadamente 1.0 ng, 1.5 ng, 2.0 ng, 2.5 ng, 3.0
ng, 3.5 ng, 4.0 ng, 4.5 ng o 5.0 ng por milldén de células.
En algunos casos, la poblacidn de células renales
heterogéneas enriquecidas puede identificarse como poseedora

de potencial terapéutico si se determina que (i) mas de
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aproximadamente 50% de las células de la poblacidn de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan TGFR2 y (ii) TGFR2
es secretado en una cantidad de al menos aproximadamente 1.0

ng a aproximadamente 50 ng, o aproximadamente 2.0 ng a

aproximadamente 40 ng, o aproximadamente 3.0 ng a
aproximadamente 30 ng por milldén de células. En algunos
casos, la poblacidn de células renales heterogéneas

enriquecidas puede identificarse como poseedora de potencial
terapéutico si se determina que (i) aproximadamente 50% a
aproximadamente 80% de las células de la poblacidn de células
renales heterogéneas enriquecidas expresan TGFR2 y (ii) TGFR2

es secretado en una cantidad de aproximadamente 1.0 ng a

aproximadamente 50 ng, o) aproximadamente 2.0 ng a
aproximadamente 40 ng, o) aproximadamente 3.0 ng a
aproximadamente 30 ng por millén de células. En algunos
casos, la poblacién de células renales heterogéneas

enriquecidas puede identificarse como poseedora de potencial
terapéutico si se determina que (i) mas de aproximadamente
55% de las <células de 1la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas expresan TGFR2 vy (ii) TGFR2 es

secretado en una cantidad de aproximadamente 1.0 ng a

aproximadamente 50 ng, o) aproximadamente 2.0 ng a
aproximadamente 40 ng, o) aproximadamente 3.0 ng a
aproximadamente 30 ng por millén de células. En algunos

casos, la poblacidn de células renales heterogéneas
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enriquecidas puede identificarse como poseedora de potencial
terapéutico si se determina que (i) mas de aproximadamente
55% a aproximadamente 75% de las células de la poblacidén de

células renales heterogéneas enriquecidas expresan TGFR2 vy

(ii) TGFB2 es secretado en wuna cantidad de al menos
aproximadamente 1.0 ng a aproximadamente 50 ng, o)
aproximadamente 2.0 ng a aproximadamente 40 ng, o)

aproximadamente 3.0 ng a aproximadamente 30 ng por milldén de
células. En estos casos, la cantidad de TGFB2 secretada por
las células puede ser secretada durante un periodo de
aproximadamente 24 horas a alrededor de 120 horas, o
alrededor de 24 horas, alrededor de 36 horas, alrededor de 24
horas a alrededor de 72 horas, alrededor de 48 horas a
alrededor de 120 horas, alrededor de 48 horas a alrededor de
96 horas, alrededor de 48 horas, alrededor de 72 horas,
alrededor de 96 o alrededor de 120 horas.

Por ejemplo, en estos otros métodos, métodos en los
que se determina la expresidén de TGFR2 por células de 1la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas, se
puede identificar que la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas tiene potencial terapéutico si se
determina que ambos: (i) mas de aproximadamente 50%, o mas de
aproximadamente 55%, o méds de aproximadamente 50% de 1las
células de la poblacidén de células renales heterogéneas

enriquecidas expresan TGFR2 y (ii) se secreta TGFR2, en donde
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TGFB2 se secreta en una cantidad de al menos (a) 0.7 ng por
cada 1,000,000 de células de poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecida durante un periodo de tiempo
aproximado de 24 horas, (b) 3.5 ng por cada 1,000,000 de
células de poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecida durante un periodo de tiempo aproximado de 48
horas; vy/o (c) 8.0 ng por cada 1,000,000 de células de
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
durante un periodo aproximado de 72 horas. En algunos casos
de este ejemplo, la cantidad de TGFb2 secretada durante un
periodo aproximado de 24 horas puede ser al menos de
alrededor de 1.0 ng, al menos alrededor de 1.5 ng, al menos
alrededor de 2.0 ng o al menos alrededor de 2.5 ng por cada
1,000,000 de células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas.

En estos otros métodos, métodos en los que se
determina la expresidén de TGFR2 por células de la poblaciédn
de células renales heterogéneas enriquecidas, también se
puede determinar la expresién de al menos un marcador
nefrogénico, en donde el por lo menos un marcador nefrogénico
es uno o mas de SIX2, RET, OSR1l, LHX1 o FGF8. Determinar que
las células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan el por lo menos un marcador
nefrogénico, ademas de TGFR2, puede identificar que 1la

poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas tiene
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potencial terapéutico.

El marcador nefrogénico cuya expresidn puede
determinarse ademds en el método puede ser cualgquiera de
SIX1, RET, OSR1l, LHX1 o FGFS8. El por lo menos un marcador
nefrogénico cuya expresidédn pueda determinarse ademas en el
método puede ser, o puede incluir, cualquiera de 1los
siguientes dos marcadores nefrogénicos: (a) SIX2 y OSR1l; (b)
SIX2 y LHX1; (c) SIX2 y RET; (d) SIX2 y FGF8; (e) OSRl vy
LHX1; (f) OSR1 y RET; (g) OSR1l y FGF8; (h) LHX1 y RET; (i)
LHX1 y FGF8; (j) RET y FGFS8. El por lo menos un marcador
nefrogénico cuya expresidédn pueda determinarse adicionalmente
en el método puede ser, o puede incluir, cualquiera de 1los
siguientes tres marcadores nefrogénicos: (a) SIX2, OSR1l vy
LHX1, (b) SIX2, OSR1 y RET, (c) SIX2, OSR1l y FGF8, (d) SIX2,
LHX1 y RET, (e) SIX2, LHX1 y FGF8, (f) SIX2, RET y FGF8, (g)
OSR1, LHX1 y RET, (h) OSR1l, LHXl y FGF8, (i) OSRl1l, RET vy
FGF8, o (j) LHX1, RET y FGFS8. El por lo menos un marcador
nefrogénico cuya expresién pueda determinarse adicionalmente
en el método puede ser, o puede incluir, cualgquiera de los
siguientes cuatro marcadores nefrogénicos: (a) SIX2, OSRI1,
LHX1 y RET, (b) SIX2, OSR1, LHX1 y FGF8, (c) SIX2, LHX1l, RET
y FGF8, (d) SIX2, OSR1l, RET y FGF8 o (e) OSR1l, LHX1l, RET vy
FGF8. El1l por lo menos un marcador nefrogénico cuya expresiodn
puede determinarse ademds en el método puede incluir 1los

cinco marcadores nefrogénicos: SIX2, OSR1, LHX1, RET y FGFS8.
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En estos métodos para identificar una poblacidn de
células renales heterogéneas enriquecidas como poseedora de
potencial terapéutico, en donde se determina ademas la
expresiédn del por lo menos un marcador nefrogénico (ademas de
la expresidén de TGFR2), la expresidn determinada del por 1lo
menos un (al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o al
menos cuatro, o los <cinco) marcador nefrogénicos pueden
incluir ademéds la determinacidén del porcentaje de células de
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas que
expresen el por lo menos un (al menos uno, o al menos dos, o
al menos tres, o al menos cuatro, o0 cinco) marcador
nefrogénico. Si se determina ademds el porcentaje de células
de la poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas
gue expresan el por lo menos un (al menos uno, al menos dos,
o al menos tres, o al menos cuatro o c¢inco) marcador
nefrogénico, entonces se puede identificar que la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas es poseedora de
potencial terapéutico si aproximadamente un determinado, o
particular, porcentaje de células de la poblacién de células
renales heterogéneas enriquecidas se determina que expresa el
por lo menos un (al menos uno, o0 al menos dos, O al menos
tres, o al menos cuatro, o cinco) marcador nefrogénico. El
determinado, y ©particular porcentaje de células de 1la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas dque

puede determinarse que expresa el cualquiera por lo menos un
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(al menos uno, o al menos dos, o al menos tres, o al menos
cuatro, o cinco) marcador nefrogénico puede ser cualquier
porcentaje para cualquiera de los marcadores nefrogénicos
como se ha discutido anteriormente.

En estos otros métodos, métodos en los que se
determina la expresidén de TGFR2 por células de la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas v,
opcionalmente, se determina la expresidén de por 1o menos un
marcador nefrogénico, la expresién de por 1lo menos un
marcador afiladido puede determinarse ademds para identificar
la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
como poseedora de potencial terapéutico. En casos en los que
se puede determinar ademéds el por 1lo menos un marcador
afiladido, el por lo menos un marcador afiadido puede ser al
menos uno (al menos uno, al menos dos, al menos tres o
cuatro) de gamma—-glutamil transpeptidasa (GGT) -1,
citoqueratina (CK, por sus siglas en inglés) 18, factor de
crecimiento endotelial wvascular (VEGF, por sus siglas en
inglés) o molécula de lesién renal (KIM, por sus siglas en
inglés)-1. El por lo menos un marcador afiladido puede ser
GGT-1, o puede ser CK18, o puede ser VEGF, o puede ser KIM-1,
o0 puede ser GGT-1 y CK18, o puede ser GGT-1 y VEGF, o puede
ser GGT-1 y KIM-1, o puede ser CK-18 y VEGF, o puede ser CKI18
y KIM-1, o puede ser VEGF y KIM-1, o puede ser GGT-1, CK18 vy

VEGF, o puede ser GGT-1, VEGF y KIM-1, o puede ser CK-18,
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VEGF y KIM-1, o puede ser GGT-1, CK-18 y KIM-1, o puede ser
GGT-1, CK18, VEGF y KIM-1.

Determinar gque las células de 1la poblacidn de
células renales heterogéneas enriquecidas expresan el por lo
menos un marcador afladido puede identificar que la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico.

En algunos casos, la determinacién de que células
de la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan ademds el por lo menos un marcador afiadido pueden
ser una determinacidén de que un cierto porcentaje de células
de la poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas
expresan el por lo menos un marcador afiadido, o puede ser una
determinacién de que las células de la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas secretan el por lo menos un
marcador afiladido. Determinar que un cierto porcentaje de
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas expresa el por lo menos un marcador afiadido, y/o
que las <células de la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas secretan el por 1lo menos un
marcador afladido, puede identificar que la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico.

En casos en los que el por lo menos un marcador

afiadido es GGT-1, se puede determinar ademds gque un cierto
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porcentaje de células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresa GGT-1 para identificar 1la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas como
poseedora de potencial terapéutico. En estos casos, el
porcentaje de células que expresan GGT-1, que pueden
identificar la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas como poseedora de potencial terapéutico, puede
ser mas de aproximadamente 4%, mas de aproximadamente 10%,
mas de aproximadamente 15%, méds de aproximadamente 20%, mas
de aproximadamente 25%, més de aproximadamente 30%, mas de

)

aproximadamente 35%, mads de aproximadamente 40%, mas de
aproximadamente 45% o mds de alrededor de 50%. Como
alternativa, el porcentaje de células que expresan GGT-1, que
pueden identificar la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas como con potencial terapéutico,
pueden ser de entre aproximadamente 4% 'y 85%, entre
aproximadamente 4% y 82%, entre aproximadamente 4.5% y 80%,

entre aproximadamente 4.5% vy 75%, o entre aproximadamente

4.5% y 70

o\©

En casos en los que el por lo menos un marcador
afiadido es CK18, se puede determinar ademds gue un cierto
porcentaje de células de 1la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas expresa CK18 para identificar la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas como

poseedora de potencial terapéutico. En estos casos, el
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porcentaje de células que expresan CK18 qgue pueden
identificar la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas como poseedora de potencial terapéutico puede
ser de méas de aproximadamente 80%, més de aproximadamente
82%, mas de aproximadamente 84%, mds de aproximadamente 86%,
mas de aproximadamente 88%, mas de aproximadamente 90%, méas
de aproximadamente 92%, mas de aproximadamente 94%.

En casos en los que el por lo menos un marcador
afiadido es VEGF y/o KIM-1, se puede determinar ademéds que las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas secretan VEGF y/o KIM-1 para identificar que la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas tiene
potencial terapéutico.

Debe entenderse que si el porcentaje de células que
expresan cierto marcador se proporciona como un porcentaje de
"aproximadamente" a un nUmero particular, ©por ejemplo,

alrededor de 5%, el porcentaje de células no tiene por qué

ser exactamente el nimero particular, por ejemplo,
exactamente 5%. Mas Dbien, debe entenderse que si el

porcentaje de células que expresan un determinado marcador se
proporciona como "aproximadamente" un numero particular, por
ejemplo, alrededor de 5%, entonces el porcentaje de células

que expresan ese marcador puede estar dentro de hasta un 10%

o°

del numero particular, por ejemplo, entre 4.5% y 5.5

También debe entenderse que si las células expresan un



10

15

20

25

74

determinado marcador secretandolo en una cantidad
"aproximadamente" un numero particular, por ejemplo,
alrededor de 5 ng, la cantidad no tiene por qué ser
exactamente ese numero particular, por ejemplo, exactamente 5
ng. Mas bien, debe entenderse que la cantidad secretada del
marcador puede estar dentro del 10% del numero particular,
por ejemplo, entre 4.5 y 5.5 ng.

En cualquiera de los métodos para identificar una
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas como
poseedora de potencial terapéutico, se determina si 1las
células de la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas expresan algun marcador (es), por ejemplo,
marcador de adhesidén celular (ICAM5, MCAM, CNTNAP1l, MMP2),
marcador nefrogénico (SIX1l, RET, OSR1l, LHX1 o FGF8), marcador
de adhesidén celular adicional (COL11A1, PECAM1 o E-
cadherina), otro marcador (por ejemplo, TGFR2, nefrina,
podocina o RACK-1), TGFR2 o marcador afiadido (GGT1l, CK18,
VEGF O KIM-1), puede ser mediante deteccién de los
marcador (es) en un acido nucleico, por ejemplo, ARNm o ARNmi,
o en forma polipeptidica, y puede ser mediante cualquier
ensayo/técnica adecuada. Por ejemplo, si la expresidn se
determina en forma de polipéptido, puede determinarse
mediante ensayos como Western Dblot, filtracidén celular
activada por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés) vy

ensayo inmunosorbente enzimdtico (ELISA). Si la expresidén se
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determina en forma de &cido nucleico, puede determinarse
mediante un ensayo tal como, o que use, Southern blot,
reacciédn en cadena de la polimerasa (PCR), o PCR de
transcriptasa inversa, anadlisis serial de expresidn génica
(SAGE) , ARRAY de masas o hibridacién in situ por
fluorescencia (FISH). La expresidén puede determinarse
mediante un ensayo masivo o monocelular, o puede determinarse
después de 1la recoleccidn de medios condicionados de una
muestra de células de una poblacidén renal enriquecida vy
heterogénea. El ensayo puede ser uno que emplee un reactivo
de deteccidn etiquetado. E1l reactivo de deteccidn etiquetado
puede incluir (a) una porcidn que se compleje, directa o
indirectamente, con marcadores % (b) una porcidén de
deteccioén. Las unidades de deteccidén no limitantes incluyen
isbétopos radiactivos, por ejemplo, 355, 14C, 1251, 3H y 1311,
particulas de oro coloidales, marcadores fluorescentes, por
ejemplo, Texas Red, rodamina, fluoresceina, dansyl,
lissamina, ficocriterina, ficocianina, SPECTRUM ORANGE,
SPECTRUM GREEN1 vy sustratos enzimaticos, por ejemplo,
luciferasa, luciferasa bacteriana, luciferina, peroxidasa de
rédbano picante, fosfatasa alcalina o beta galactosidasa.

La poblacién de células renales Theterogéneas
enriquecidas, que puede identificarse como con potencial
terapéutico en cualgquiera de los métodos, puede estar

enriquecida para uno o més tipos de células renales tales
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como células epiteliales renales, células tubulares renales,
células epiteliales tubulares renales o células tubulares
proximales renales. El enriquecimiento de la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas para uno O mas
tipos de células renales puede referirse a que la poblacidn
de células renales heterogéneas enriquecidas tiene un mayor
porcentaje de uno o mas tipos de células renales gque un
tejido renal de un paciente, una biopsia renal de un paciente
o un cultivo in vitro de células establecidas a partir de
tejido renal o biopsia de un paciente, (que, en conjunto,
puede denominarse una "poblacidn inicial de células
renales"). Una poblacidédn inicial de células renales, si se
trata de un cultivo in vitro de células establecidas a partir
de tejido renal de un paciente o una biopsia renal de un
paciente, puede ser una preparacidédn de células renales dque
comprenda células disociadas de tejido renal o biopsia renal
(por ejemplo, células disociadas del tejido renal o biopsia
renal mediante picado y/o digestidén enzimdtica), que puede o
no haber sido tratada para eliminar gldébulos rojos vy
residuos. La poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas, ademds de estar enriquecida para células
epiteliales renales, tubulares renales, epiteliales tubulares
renales vy/o células tubulares proximales renales, puede
incluir también otros tipos celulares renales tales como

células glomerulares, podocitos, células del conducto
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colector y/o células vasculares.

La poblacién de células renales Theterogéneas
enriquecidas puede estar enriquecida para uno o mas tipos de
células renales como resultado de haber sido preparada a
partir de una poblacidén inicial de <células renales (por
ejemplo, un tejido renal de un paciente, una biopsia renal de
un paciente o un cultivo in vitro de células establecidas a
partir de tejido renal o Dbiopsia renal de un paciente),
mediante un método que incluya un paso de separacidn. El
paso de separacidn puede ser aquel que separa las células de
la poblacidén inicial de células renales gque han sido pasadas
no mas de una, dos o tres veces, en funcidédn de su densidad de
flotabilidad. ©Si el paso de separacidén es uno que separa las
células en funcién de su densidad de flotabilidad, el paso
puede usar un gradiente de densidad continuo o discontinuo de
uno o varios pasos usando medios de gradiente de densidad tal
como glicerol, glucosa, OptiPrep, Percoll o Ficoll-Paque. EI1
uso de este tipo de medio con gradiente de densidad de esta
manera puede dar lugar a dque las células de la poblacién
inicial de células renales (o de la poblacién inicial de
células renales que han sido pasadas como maximo una, dos o
tres veces) se separen en una o mas fracciones distinguibles
de las cuales las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas pueden identificarse vy aislarse

claramente. La(s) fraccidén(es) distinguible(s) pueden ser



10

15

20

25

78

una o aquellas en las que la densidad de flotabilidad de las
células en la(s) fraccidén(es) sea de méds de aproximadamente
1.045 g/mL, o mayor o igual a 1.045 g/mL. La(s) fraccidn (es)
distinguible(s) pueden ser una o aquellas en las que la
densidad de flotabilidad de las células en la(s) fraccidn(es)
sea de més de aproximadamente 1.04 g/mL, o mayor o igual a
1.04 g/mL, o més de aproximadamente 1.0419 g/mL, o mayor a
1.0419 g/mL, o mayor o i1igual a 1.0419 g/mL. La(s)
fraccidén(es) distinguible(s) pueden ser una o aquellas en las
que la densidad de flotabilidad esté entre aproximadamente
1.045 g/mL y aproximadamente 1.091 g/mL, o) entre
aproximadamente 1.045 g/mL vy aproximadamente 1.052 g/mL.
Como alternativa, el paso de separacidén puede ser aquel qgue
separe las células de la poblacién inicial de células renales
(o0 las células de la poblacién inicial que hayan sido pasadas
no mas de una, dos o tres veces), en funcién de si expresan
ciertos marcadores en su superficie. Si el paso de
separacidén separa las células en funcidén de su expresidén de
marcadores superficiales particulares, el paso de separacidn
puede ser uno que use citometria de flujo. La citometria de
flujo puede separar células de la poblacién inicial de
células renales (o células de la poblacidén inicial de células
renales que hayan sido pasadas cuando mucho una, dos o tres
veces) si expresan marcadores superficiales particulares, tal

como nefrina o una citoqueratina (CK), por ejemplo, CK18,
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caracteristica, por ejemplo, de células epiteliales renales,
células tubulares renales, o células tubulares renales
proximales, para formar asi la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas aislada.

La poblacién de células renales Theterogéneas
enriquecidas, habiendo sido preparada a partir de una
poblacidén inicial de células renales (o poblacién inicial de
células renales que ha sido pasada cuando mucho una, dos o
tres veces), puede cultivarse en condiciones hipdxicas antes
del paso de separacidn. Si las células se cultivan en
condiciones hipdbxicas antes del paso de separacidn, pueden
cultivarse en condiciones en las que los niveles de oxigeno
sean inferiores a aproximadamente 20%, o menos de
aproximadamente 15%, o menos de aproximadamente 10%, o menos
de aproximadamente 9%, o menos de aproximadamente 8%, o menos
de aproximadamente 7%, o menos de aproximadamente 6%, 0O menos
de aproximadamente 5% de oxigeno, o menos de aproximadamente
4% de oxigeno, o menos de aproximadamente 3%de oxigeno o
menos de aproximadamente 2% de oxigeno. Si las células se
cultivan bajo condiciones hipdxicas, pueden cultivarse bajo
condiciones hipbéxicas durante al menos 6 horas, al menos 8
horas, al menos 10 horas, al menos 12 horas, al menos 14
horas, al menos 16 horas, al menos 20 horas, al menos 24
horas, al menos 30 horas, al menos 36 horas, al menos 42

horas, al menos 48 horas, alrededor de 6 horas a alrededor de
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48 horas, alrededor de 6 horas a alrededor de 36 horas,
alrededor de 6 horas a alrededor de 24 horas, alrededor de 12
horas a alrededor de 48 horas, alrededor de 12 horas a
alrededor de 36 horas, o alrededor de 12 horas a alrededor de
24 horas.

En general, la preparaciédn de wuna poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas puede provenir de
cualquier poblacidén celular inicial, por ejemplo, un cultivo
in vitro de células establecidas a partir de tejido renal de
un paciente o una biopsia renal de un paciente. Si 1la
poblacidén enriquecida de <células heterogéneas renales se
prepara a partir del cultivo in vitro de células establecidas
a partir del tejido renal o de la biopsia renal del paciente,
las células del cultivo 1in vitro pueden expandirse pasando
cuando mucho wuna, o cuando mucho dos o como méximo tres
veces. Como alternativa, si se desea, las células del
cultivo in vitro de células establecidas a partir del tejido
renal o biopsia renal pueden ser criopreservadas y luego
expandidas mediante el paso a lo largo de una, o cuando mucho
dos ©o como maximo tres veces. Una vez que las células han
sido expandidas, estas pueden ser criopreservadas. Las
células expandidas, estén o no criopreservadas, pueden estar
sujetas a un paso de separacidédn o a condiciones de cultivo
hipdéxico seguidas de un paso de separacidédn. La poblacidn de

células renales heterogéneas enriquecidas es aislable al
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haber realizado el paso de separaciédn. Una vez aislada 1la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas, puede
congelarse y/o analizarse antes de usarla como terapéutico.
Si se identifica que la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial terapéutico
de acuerdo con cualquiera de los métodos aqui dados a
conocer, puede incluirse en una composicidén farmacéutica, o
administrarse en un método para tratar la enfermedad renal en
un paciente que la necesite, y/o usarse en la fabricacidén de
un medicamento para tratar la enfermedad renal. Si se
identifica que la poblacidén de células renales heterogéneas

enriquecidas tiene potencial terapéutico e incluye una

composicién farmacéutica, puede formularse como una
composicién hidrogel o como una composicidén liquida. La
composicién farmacéutica puede, o no, incluir acido
hialurénico.

Si la composicién farmacéutica se formula como una
composicién en hidrogel, 1las células de la composicidén de
células renales enriquecidas heterogéneas pueden combinarse
con un biomaterial estabilizador celular sensible a 1la
temperatura. El biomaterial estabilizador celular sensible a
la temperatura puede ser un biomaterial en estado de gel a
ciertas temperaturas vy en estado liquido a otras. Por
ejemplo, si el Dbiomaterial es sensible a la temperatura,

puede estar en estado de gel a alrededor de 8 °C o menos, en
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estado sustancialmente liquido aproximadamente a temperatura
ambiente o superior, y en estado de transicidén sdbdélido-liquido
entre alrededor de 8 °C y aproximadamente la temperatura
ambiente; o un estado de gel a alrededor de 4 °C o menos, un
estado liquido a alrededor de 37 °C o méas, y un estado de
transicién sdélido-liquido de entre alrededor de 8 °C vy
alrededor de 18 °C; o un estado de gel a alrededor de 2 °C o
menos, un estado liquido a alrededor de 37 °C o méds, y un
estado de transicidén de sbdélido a liquido entre alrededor de 8
°C y alrededor de 18 °C; o un estado en gel a alrededor de 2
°C o menos y un estado liquido a alrededor de 37 °C o mas; o
un estado de gel a alrededor de 4 °C o menos y un estado
ligquido a alrededor de 34 °C o mas; o un estado de gel a
alrededor de 6 °C o menos y un estado liquido a alrededor de
32 °C o mds. El biomaterial que estabiliza células sensible
a la temperatura puede incluir, o estar compuesto por, una o
més proteinas o péptidos de origen natural o recombinantes.
Las proteinas o péptidos de origen natural o recombinantes
pueden ser proteinas de matriz extracelular de origen
recombinante, o matriz extracelular procedente del rifién u
otro tejido u o6érgano, o de gelatina. Si el biomaterial
estabilizador celular sensible a la temperatura es, o
incluye, gelatina, la gelatina puede derivarse de un colageno
tipo I y alfa I tal como el coldgeno porcino tipo I, alfa I o

coldgeno humano recombinante tipo I vy alfa TI. Si el
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biomaterial estabilizador celular sensible a la temperatura

es, o incluye, gelatina, la gelatina puede presentarse en la

composicidn terapéutica en aproximadamente 0.5% a
aproximadamente 1% en peso por volumen (p/v), o
aproximadamente 0.8% a aproximadamente 0.9% (p/v), o

aproximadamente 0.75% (p/v) o aproximadamente 0.88% (p/v).
Las células de la poblacidén de células renales enriquecidas
heterogéneas pueden estar dispersas por todo el biomaterial o
distribuidas de manera sustancialmente uniforme por todo el
biomaterial. Las células de la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas pueden formularse en el
biomaterial, por ejemplo, la gelatina, de tal forma que el
numero de células por mL sea de alrededor de 20 x 106 células
por mL, alrededor de 40 x 10% células por mL, alrededor de 60
x 106 células por mL, alrededor de 100 x 10% células por mL,
alrededor de 120 x 10 células por mL, aproximadamente 140 x
106 células por mL, alrededor de 160 x 10° células por mL,
alrededor de 180 x 10¢ células por mL, o alrededor de 200 x
106 células por mL.

Si la composicién farmacéutica se formula como una
composicién liquida, la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas puede combinarse con cualquier
liquido adecuado, por ejemplo, medio de almacenamiento o
cultivo celular adecuado, una solucidn fisioldgica o)

combinaciones de estos, para su uso 1inmediato o ©para
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criopreservacién hasta el momento de su uso. Si  1la
composicidén terapéutica es liquida, las células de la
poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas pueden
suspenderse en un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable, tal como solucidn salina, solucidn salina
humedecida, dextrosa, agua, polietileneglicol y/o cualquier
combinacién de los mismos. Las células de la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas pueden combinarse
con el liqguido  adecuado, por ejemplo, un medio de
almacenamiento o cultivo celular, de manera que el numero de
células por mL de liquido sea de alrededor de 20 x 10°¢
células por mL, alrededor de 40 x 10® células por mlL,
alrededor de 60 x 106 células por mL, alrededor de 100 x 10°¢
células por mL, aproximadamente 120 x 10° células por mlL,
alrededor de 140 x 106 células por mL, alrededor de 160 x 10°
células por mL, alrededor de 180 x 106 células por mL, o
alrededor de 200 x 10° células por mL.

Si se identifica que la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico, la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas, o una composicidén farmacéutica que comprenda la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas, puede
administrarse a un paciente mediante un método de tratamiento
de enfermedad renal o puede usarse en un método de

tratamiento de enfermedad renal. Si se identifica que 1la
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poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas tiene
potencial terapéutico, la ©poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas, © una composicidédn farmacéutica que
comprenda la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas, puede usarse en la fabricacidn de un
medicamento para tratar enfermedad renal. La enfermedad
renal puede estar en cualquier etapa o grado de insuficiencia
renal aguda o crénica. La enfermedad renal puede originarse
en el rifibn o puede ser secundaria a otra afeccidn, por
ejemplo, insuficiencia cardiaca, hipertensidn, diabetes,
enfermedades autoinmunes o enfermedades hepéaticas. Como
alternativa, la enfermedad renal puede ser una enfermedad
renal derivada de una lesidén aguda en el rifién o el resultado
de una anomalia en el rifidbn y/o el tracto wurinario. La
enfermedad renal puede incluir ademds disfunciones endocrinas
tales como anemia, por ejemplo, deficiencia de
eritropoyetina, y desequilibrio mineral, tal como deficiencia
de vitamina D.

Si se identifica que la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico, entonces administrar la poblacién de células
renales heterogéneas enriquecidas, o) una composicidn
farmacéutica que comprenda la poblacidén de células renales
heterogéneas enriquecidas, puede tratar la enfermedad renal.

Puede tratar la enfermedad renal restaurando la funcidn



10

15

20

25

86

renal, estabilizando la funcidén renal, mejorando la funcidn
renal, reduciendo la fibrosis renal o disminuyendo la
inflamacidén renal en un rifibn de un paciente que necesite de
ese tratamiento. El tratamiento de la enfermedad renal puede
restaurar el equilibrio mineral, el equilibrio electrolitico,
la homeostasis de 1liquidos, la reabsorcidédn de nutrientes
esenciales o el metabolismo de cistictina C, o aliviar 1la
anemia en un paciente que necesite de ese tratamiento. El
tratamiento de la enfermedad renal puede retrasar o prevenir
la necesidad de didlisis, o puede retrasar o prevenir la
necesidad de wun trasplante de «rifibn en un paciente que
necesite tratamiento para la enfermedad renal. Si el
tratamiento de la enfermedad renal retrasa la necesidad de
didlisis o de un trasplante de rifién en el paciente, el
retraso puede ser de al menos 1 afio, al menos 1.5 afos, al
menos 2 aflos, al menos 2.5 afos, al menos 3 aflos, al menos
3.5 afios, al menos 4 afios, al menos 4.5 afios, al menos 5
afios, al menos 5.5 afios, al menos 6 afios, al menos 6.5 afios,
al menos 7 afios, al menos 7.5 afos, al menos 8 afilos, al menos
8.5 anfos, al menos 9 afos, al menos 9.5 afios o al menos 10
afios. E1l tratamiento de la enfermedad renal ©puede
determinarse observando una mejora en la albUmina sérica, la
proporcién albumina-globulina (relacién A/G), el fésforo
sérico, el sodio sérico, el tamafio del rifibn (medible por

ecografia), calcio sérico, proporcidén fdédésforo:calcio, potasio
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sérico, proteinuria, creatinina en orina, creatinina sérica,
urea nitrogenada en sangre (BUN, por sus siglas en inglés),
niveles de colesterol, niveles de triglicéridos y tasa de
filtracidén glomerular (TFG), peso, presidn arterial (presidn
arterial sistémica media, ©presidén arterial diastdlica o
presidén arterial sistdlica) vy rendimiento de resistencia
fisica.

Si se identifica que la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas tiene potencial
terapéutico, puede administrarse a un paciente por cualquier
via de administracidén adecuada conocida en la técnica. Por
ejemplo, la poblacién de células renales Theterogéneas
enriquecidas, o una composicién farmacéutica que comprenda la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas, puede
administrarse sistémicamente a un paciente que necesite
tratamiento para una enfermedad renal. La poblacibén de
células renales heterogéneas enriquecidas, o una composicién
farmacéutica que comprenda la poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas, puede administrarse en o dentro
del(los) rifidn(es) de un paciente qgque necesite tratamiento
para una enfermedad renal. Si la poblacidén de células
renales heterogéneas enriquecidas se administra en o dentro
del (los) rifién(es) del paciente que necesita tratamiento para
enfermedad renal, puede administrarse mediante una sola o

varias inyecciones. Puede administrarse mediante laparotomia
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directa, laparoscopia directa, transabdominal o percutanea.
La poblacidén de células renales heterogéneas enriquecidas, o
composicidén farmacéutica que comprenda la poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas, puede
administrarse mediante inyeccidén percutdnea en la corteza
renal de un rifiébn, o puede administrarse insertando una
canula guia percutanea para perforar la capsula renal y luego
inyectar la ©poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas en el rifidn. La poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas, o composicidén farmacéutica que
comprenda la ©poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas, puede administrarse mediante inyeccidén en 1la
corteza renal de uno o ambos rifiones del paciente. La
administracioén de la poblacidn de células renales
heterogéneas enriquecidas, o composicién farmacéutica que
comprenda la poblacién de células renales heterogéneas
enriquecidas, puede ser por medio de dos inyecciones, en
donde la primera inyeccién se haga en la corteza renal de un
rifibn y una segunda inyeccidén sea en la corteza renal del
otro rifién del paciente.

La poblacién de células renales Theterogéneas
enriquecidas, o composicién farmacéutica gque comprenda la
poblacién de células renales heterogéneas enriquecidas, puede
administrarse por cualquier via adecuada, en una dosis

terapéuticamente eficaz. Una dosis o cantidad terapéutica
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eficaz para administrar al paciente que necesite tratamiento
para enfermedad renal puede incluir aproximadamente 1-9
células de la poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas por gramo de peso renal estimado del paciente.
Una cantidad terapéuticamente eficaz de la composiciédn
farmacéutica puede ser una dosis de aproximadamente 1.0 x
106, aproximadamente 2.0 x 109, aproximadamente 3.0 x 106,
aproximadamente 4.0 x 106°, aproximadamente 5.0 x 10°,
aproximadamente 6.0 x 106°, aproximadamente 7.0 x 106°,
aproximadamente 8.0 x 106°, aproximadamente 9.0 x 10°,
aproximadamente 2.0 - 7.0 x 10° entre aproximadamente 4.0 -
7.0 x 109, o entre aproximadamente 5.0 x 106 - 7.0 x 10°¢
células de wuna poblacidén de células renales heterogéneas
enriquecidas por gramo de peso estimado de los rifiones del
paciente.

La administracién de la composicidn terapéutica que
incluye la poblacién de células renales heterogéneas a un
paciente mediante un método de tratamiento de enfermedad
renal puede hacerse mediante primera y segunda inyecciones.
La primera y segunda inyecciones pueden administrarse entre
aproximadamente 3 y 12 meses de diferencia. La primera vy
segunda inyecciones pueden administrarse con aproximadamente
3 meses de diferencia, aproximadamente 4 meses de diferencia,
aproximadamente 5 meses de diferencia, aproximadamente 6

meses de diferencia, aproximadamente 7 meses de diferencia,
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aproximadamente 8 meses de diferencia, aproximadamente 9
meses de diferencia, aproximadamente 10 meses de diferencia,
aproximadamente 11 meses de diferencia o aproximadamente 12
meses de diferencia. La primera y segunda inyecciones pueden
administrarse entre aproximadamente 3 y 6 meses de
diferencia, entre aproximadamente 6 y 9 meses de diferencia,
entre aproximadamente 9 vy 12 meses de diferencia, entre
aproximadamente 3 y 9 meses de diferencia, entre
aproximadamente 6 y 9 meses de diferencia o entre
aproximadamente 6 y 12 meses de diferencia.

Los expertos en la técnica reconoceran, o podran
determinar mediante no mas que experimentacidén rutinaria,
muchos equivalentes a las modalidades especificas descritas
agui. Estos equivalentes estidn destinados a ser incluidos en
las reivindicaciones anexas.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de
patente mencionadas en esta descripcién se incorporan aqui
por referencia a la descripcidén en la misma medida en que si
cada publicacidén, patente o solicitud de patente individual
estuviera especificamente e individualmente indicada como
siendo incorporada aqui por referencia en su totalidad.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1 - Los marcadores expresados por células

de poblacién de SRC esclarecen las vias por las que impulsan

la actividad tubulogénica en la estabilizacibdn y restauracidn




10

15

20

25

91

de la funcidén renal en modelos de ERC

Introduccidn. Las células renales seleccionadas

(SRCs) son un ejemplo de una poblacién de células renales
heterogéneas enriquecidas, por ejemplo, una poblacidén de
células renales heterogéneas enriquecidas para células
epiteliales renales. Las SRC se estadn desarrollando como
terapia autdloga a base de células para el tratamiento de la
enfermedad renal crdénica (ERC). La bioactividad de 1las SRC
se ha atribuido, en parte, a la capacidad de que influyen en
cascadas de seflalizacidén que median la nefrogénesis o
regeneracién en el rifién; las SRC expresan ciertos marcadores
expresados por las células renales, por ejemplo, las células
de la mesénguima del brote y capuchdn uretral, durante el
desarrollo renal o la nefrogénesis. Se 1llevdé a cabo un
estudio para determinar si las SRC humanas expresan otros
marcadores, como marcadores de adhesién celular, o secretan
otros factores, que expliquen mejor los mecanismos por 1los
cuales estabilizan y restauran la funcidén renal en modelos de
ERC.

Métodos/Deteccidén de la expresion de marcadores por

SRCs: SRCs humanas (Intercambio Nacional de Investigacidn

sobre Enfermedades) se sometieron a (i) mRNA-seqg para la
identificacién de genes expresados diferencialmente (DEGs;
DEGs frente a biopsia fuente; Padj <0.05), (ii) scRNA-seq

para mapear la expresidén de genes vy (iii) miRNAseq para
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analisis. Los marcadores de SRC se identificaron mediante
andlisis de vias de la Ontologia Genética (GO, por sus siglas
en inglés) vy/o la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto
(KEGG, por sus siglas en inglés) y su red se visualizd usando
miRNet.ca.

Métodos/scRNA-seq para mapear la expresion génica:

Se tifieron las alicuotas de SRC con acridina naranja y yoduro
de propidio, y las células se evaluaron para viabilidad,
concentraciédn y unicidad wusando el contador celular de
fluorescencia dual LUNA-FX7 (Logos Biosystems). Las células
se procesaron después usando el controlador de cromo gendmico
10x y el kit de perlas de biblioteca y gel de perlas de cromo
de célula Unica de 3' (PN-1000268) siguiendo 1la guia de
usuario del fabricante (https: // tinyurl. com / 4855859x).
Brevemente, se cargaron aproximadamente 5,000 células por
muestra en el Chip de Cromo G con una recuperacidén objetivo
de 3,000 células por muestra para la preparacién de la
biblioteca. Las células individuales, los reactivos de
transcripcién inversa y las perlas de gel recubiertas con
oligos con cédigo de barras se encapsularon Jjuntas en una
gota de aceite para producir perlas de gel en emulsidén (GEMs,
por sus siglas en inglés). La transcripcidn inversa se llevd
a cabo wusando un ciclador térmico C1000 (Bio-Rad) para
generar bibliotecas de ADN complementario (ADNc) etiquetadas

con un cédigo de barras celular y un indice molecular tUnico
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(UMI, por sus siglas en inglés). Después, se rompieron las
GEMs y se purificaba el ADNc usando perlas Dynabeads MyOne
SILANE (Invitrogen) antes de los 12 ciclos de amplificacidn
del ADNc. Las Dbibliotecas de ADNc amplificadas se
purificaron con perlas magnéticas SPRIselect (Beckman
Coulter) y se cuantificaron usando un chip de ADN de alta
sensibilidad Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies). A
continuacidén, se llevaron a cabo fragmentacidn, reparacidn de
extremos, recorte en A y seleccidén de tamafio de doble cara
usando perlas SPRIselect. Los adaptadores compatibles con
Illumina se ligaron en los fragmentos de ADNc seleccionados
por tamafio. E1 ADN de ADNc ligado con adaptador se purificd
después wusando perlas SPRIselect. Se afladieron indices
identificables de forma tGnica a este ADNc durante 12 ciclos
de amplificacién. Las bibliotecas de secuenciacidn
completadas se purificaron wusando perlas SPRIselect, se
visualizaron wusando el chip de ADN de Alta Sensibilidad
Biocanalyzer y se agruparon en una proporcidén equimolar. Las
bibliotecas agrupadas se secuenciaban en una magquina NextSeq
2000 (Illumina) en la Instalacidén de Secuenciacidén de Alto
Rendimiento de la UNC. Las bibliotecas fueron
desnaturalizadas y diluidas siguiendo el protocolo estéandar
de Illumina, incrementadas con control de secuenciacidédn PhiX
al 1% (Illumina) y secuenciadas en una célula de flujo P3 en

formato de extremo emparejado (Read 1: 28 ciclos, indice 1i7:
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10 ciclos, indice i5: 10 ciclos, Read 2: 90 ciclos) hasta una
profundidad total de 1.200 millones de pares de lectura
pasando filtros de calidad. Se llevaron a cabo
desmultiplexaciones 'y analisis preliminares usando Cell
Ranger 7.1.0 con los ajustes por defecto. El analisis se
llevé a cabo usando el Buscador de Lupa de 10X Genomics
(Tablas 1 y 2) o Seurat (Seurat, v5.0.1; Tabla 5).

Métodos/Citometria de flujo Tincion de la

superficie celular para detectar la expresion de proteinas.

Las SRC se lavaban con amortiguadores de flujo y se
resuspendieron hasta una concentracidén de 10%/mL in
amortiguador de flujo. 100 pl de las células resuspendidas
en amortiguador de flujo se pipetearon en pocillos de una
placa inferior redondeada de 96 pocillos o en tubos de
plastico de 5 mL de 12x75 mm. Si era necesario, se afiadié
una cantidad adecuada de bloque Fc a los pocillos/tubos para
incubar a 4 °C durante 15 minutos. A continuacidén, se
afladieron anticuerpos monoclonales conjugados (clon WM59 para
deteccidén de PECAM-1 (también conocido como CD31), clon HCD54
para la deteccién de ICAM-1 (también conocido como CD54),
clon P1H12 para la deteccién de MCAM (también conocido como
CD146), clon DECMA-1 para deteccién de E-Cadherina (también
conocida como CDH1)) a los pocillos/tubos. Las células se
incubaron con los anticuerpos conjugados durante 15 minutos a

4 °C en la oscuridad. Después de la incubacién, las células
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se lavaron dos veces con un amortiguador de flujo frio en una
cantidad de 200 ul (placas) o 2 mL (tubos). Las células
lavadas fueron incubadas con un discriminador vivo/muerto
apropiado para excluir células muertas del analisis
posterior. Las células se lavaron dos veces con amortiguador
de flujo frio helado, suspendidas en un amortiguador de flujo
de 0.5 mL y se leyeron inmediatamente en un citdmetro.

Métodos/Deteccién de la secrecion de TGFB2 de SRC:

La secrecidén de TGFBR2 por las SRC se determindé mediante un
ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA) o un ensayo
Intelliflex/Luminex. Brevemente, las SRC criopreservadas se
descongelaron 'y sembraron a una densidad de 500,000
células/pocillo en una placa de cultivo de tejido de 6
pocillos. Veinticuatro horas después de la siembra, se
cambibé el medio y se afiadidé un nuevo medio de crecimiento de
células renales + 10 ng de PMA (InSolution Phorbol-12-
miristato-13-acetato, eMD Millipore, 5.00582,0001) a las
células durante hasta tres dias. El medio acondicionado
(sobrenadante) se recolecté en los dias 1, 2 y 3 y se
almacenaba a -80 °C hasta llevar a cabo un ELISA de TGFR2 o
un ensayo Intelliflex/Luminex; en un ensayo inicial, el
sobrenadante se recolectd el dia 3 para su uso en el ELISA.
El ELISA de TGFB2 fue 1llevado a cabo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante del kit Quantikine ELISA Human

TGF-B2 (Sistemas R&D, DB-250). E1 ensayo Intelliflex/Luminex
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de TGFR2 se llevd a cabo usando un kit triple de TGFR Luminex
(R&D Systems) y se leyd en un lector Intelliflex xMAP. Se
usd una muestra solo de medio como control negativo.

Resultados/Expresion del marcador de adhesidn

celular de SRC: Las SRC mostraron regulacidén alcista (Log2FC)

de genes de adhesidén célula-célula icamb (2.5), mcam (1.5),
cntnapl (1.65), colllal (3.1) y mmp2 (2.1) y expresidén de
PECAM1 y CDH1 (véase, por ejemplo, la figura 1 y la Tabla 1).
La ontologia génica confirmdé un interactoma que comprende
estos marcadores de adhesidén célula-célula (véase, por
ejemplo, la figura 2).

TABLA 1: Expresién de marcadores de adhesién celular por SRCs

SRC1 SRC 2 SRC 3 Promedio
Gen # % # % # % # % Intervalo %
células células células células
ICAM 1 0045 |6 0240 |4 0.126 | 3.67 0.1370 0.045-.240
MCAM 571 25.65 | 560 22.382 | 611 19.299 | 580.67 | 22.4441 | 19.30-25.65

CNTNAP1 | 146 6.56 256 10.232 | 179 5654 | 193.67 | 7.4815 5.65-10.23

COL11A1 | 501 22.51 568 22.702 | 1190 37.587 | 753.00 | 27.5985 | 22.51-37.59

MMP2 436 19.59 | 289 11.551 | 567 17.909 | 430.67 16.3488 | 11.51-19.59
PECAM1 4 0.18 7 0.280 4 0.126 | 5.00 0.1953 .018-.280
CDH1 567 2547 | 816 32.614 | 611 19.299 | 664.67 | 25.7948 | 19.30-32.61
Suma 2226 100.00 | 2502 100.00 | 3166 100.00 | 2631.33 | 100.00

Resultados/Expresién de TGFB2 de SRC: En el

analisis masivo de miR, al comparar las SRC con su tejido de
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biopsia renal de origen, se encontrdé que has-miR-145-5p
(log2FC=-6.9) y has-miR-199%a-5p (Log2FC=-5.7) estaban
regulados a la baja en las SRCs (pagj<0.01). La ontologia
génica reveld que estos miARN regulan a la baja la expresidn
de tgfb2 junto con los marcadores epiteliales renales (véase,
por ejemplo, la figura 3). De acuerdo con esta observacidn,
el anadlisis transcriptdmico confirmdé la regulacidn alcista de
la expresidén de tgfb2 en SRCs (log2FC=2.5, pag; <0.01),
incluyendo analisis de células individuales (véase, por
ejemplo, la Tabla 2 y la figura 4). En ELISAs, también se
encontrd que las SRCs secretan TGFBR2 (figura 5A; n=3; p<0.01
frente a medios solos; TGFPR2, alcance de 300 pg/mL a 2000
pg/mL) . La secrecidén de TGFR2 por SRCs dependia del tiempo
(véase, por ejemplo, 1la figura 5B y la Tabla 3). La
secrecidén de TGFPR2 por SRCs fue confirmada mediante un ensayo
Intelliflex/Luminex, que es mas sensible que el ELISA (véase,
por ejemplo, la Tabla 4). La ontologia génica reveld que
tgfb2 forma un interactoma con ret, fgf8, 1lhxl, osrl y six2,
marcadores de mesénquima de Dbrote 'y capuchdén uretral
expresados por las SRC (véase, por ejemplo, la figura 6 y la
Tabla 2), y los anadlisis GO BP indicaron que este interactoma
estd asociado con la epitelializacidén de componentes del

filtrado.
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brote y capuchén uretral por SRCs

expresién de marcadores de mesénquima de

SRC1 SRC 2 SRC3 Promedio

# % # % # % # % Intervalo %
Gen

células células células células
SIX2 |0 0.000 | 2 0.164 |1 0.063 | 1.00 0.08 | 0.00-.164
OSR1 |2 0.15 | 133 10.938 | 37 2323 | 57.33 | 447 | .15-10.94
LHX1 | 352 25.69 | 246 20.230 | 630 39.548 | 409.33 | 28.49 | 20.23-39.55
RET 3 022 |7 0576 |7 0439 |5.67 041 | .22-576
TGFB2 | 1012 | 73.87 | 828 68.092 | 914 57.376 | 918.00 | 66.45 | 57.38-73.87
FGF8 |1 007 |0 0.000 |4 0.251 | 1.67 0.11 | 0.00-0.251
Suma | 1370 100 |1216 | 100 1593 | 100 1393 | 100

TABLA 3: Secrecién de TGFP2 por SRCs (ELISA)

TGFB2 (ng por millén de células) secretado
Tiempo (hrs)
SRC1 SRC 2
1.36 1.25 24
6.8 4.7 48
14.1 9.4 72

TABLA 4: Secrecién de TGFP2 por SRCs (Intelliflex/Luminex)

TGFB2 (ng por millon de células) secretado
SRC A SRCB SRC C SRCD SRCE Tiempo
(hrs)
440/3.73* | 574/467* 3.21/2.77* 6.26 / 6.22* 4.1413.23* 24

*Para cada muestra de células,

el ensayo se llevd a
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cabo una y segunda vez, usando las primeras (1:6.4) vy
segundas (1:2.5) proporciones de medio
acondicionado:diluyente. Se proporcionan los ng detectados

de TGFB2 por milldédn de células para cada muestra en cada
relacidén medio acondicionado:diluyente (1:6.4 / 1:2.5).

Al confirmar la actividad tubulogénica de las SRCs,
se colocaron SRCs en cultivothidrogel y se coloraron para
marcar los marcadores epiteliales GGT vy SCL12A1l. SRCs
ensamblados en tubulos (véase, por ejemplo, la figura 7A), vy
se encontrd que colorean positivamente para, por ejemplo,
expresar tanto GGT1 (véase, por ejemplo, figura 7B) como
SCL12A1 (véase, por ejemplo, figura 7C).

Resultados/andlisis adicional de la expresidén de

marcadores de adhesidén de células SRC: Se llevaron a cabo

andlisis adicionales de expresién de marcadores de adhesiédn
de células SRC para confirmar estudios anteriores. Los
andlisis adicionales, los anédlisis scRNAseq, se llevaron a
cabo usando SRCs preparados a partir de tejido extraido del
Intercambio Nacional de Investigacidén sobre Enfermedades
(NDRI) o de biopsias renales de pacientes con diabetes tipo 2
(DT2) y enfermedad renal crdnica (ERC) que se inscribieron en
uno de dos ensayos clinicos de fase 2 (002 (NCT02836574) vy
007 (NCT05018416)), por ejemplo, ensayos clinicos de fase 2
en los que se investigaban SRCs como posible terapia celular.

La Tabla 5 proporciona datos de expresidén de scRNAseq para
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los marcadores de adhesidén celular.

TABLA 5: Expresién de marcadores de adhesién celular por SRCs

(scRNAseq)
Gen 0021 0072 NDRI Promedio Distribucion
ICAM1 89% 75% 67% 7% 67%-89%
MCAM 93% 78% 70% 80% 70%-93%
CNTNAP1 25% 21% 18% 21% 18%-25%
COL11A 32% 29% 50% 37% 29%-50%
MMP2 27% 29% 20% 25% 20%-29%
PECAM1 0.65% 1% 0.2% 0.6% 0.2%-1%
CDH1 15% 10% 17% 14% 10%-17%

1 La expresidén porcentual de cada gen se calculd
como el numero de SRCs que expresaban sobre el total de SRCs
de un total de cinco muestras de SRC de pacientes (nUmero
total de células en las cinco muestras agregadas de pacientes
= 28,555)

2 La expresién porcentual de cada gen se calculd
como el numero de SRCs que expresaban sobre el total de SRCs
de un total de diecisiete muestras de pacientes (nUmero total
de células en las diecisiete muestras agregadas de pacientes
= 204,216)

La expresién de proteinas de superficie SRC de
varios marcadores de adhesidén celular también fue analizada

mediante citometria de flujo. PECAM, también conocido como
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CD31, se detectd en la superficie de aproximadamente 0.01% a
aproximadamente 0.24% de las SRCs. ICAM1, también conocida
como CD54, se detectd en la superficie de aproximadamente
100% de las SRC (véase, por ejemplo, la figura 8). La MCAM,

también conocida como CD146, se detectd en la superficie de

aproximadamente 99.3% de las SRC. (ver, por ejemplo, la
figura 9). La E-Cadherina, también conocida como CDH1, se

detectd en la superficie de aproximadamente 0.1% de las SRC
(véase, por ejemplo, la figura 10). Un resumen de los datos
de expresidn superficial de los marcadores de adhesidn
anteriores de tres muestras de SRC (PK018, PK019 y HK025) se
proporciona en la Tabla 6 a continuacidn.

TABLA 6. Moléculas de adhesién de células SRC (% positivas)

Gen CD54 CD146 CD31 E-Cad
PK018 100.0 96.3 0.82 1.79
PK019 98.9 99.2 0.65 6.26
HK025 97.6 99.4 0.46 1.34
Promedio 98.8 98.3 0.6 3.1
SD 1.2 1.7 0.2 2.7

En conjunto, los datos de expresidén génica de las
SRC presentados agqui han elucidado los mecanismos mediante
los cuales las SRC pueden mediar la actividad regenerativa y

restauradora en rifiones enfermos. La expresién de marcadores
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de brote uretral, ret y fgf8, y marcadores de mesénquima de
capuchén, six2, osrl y 1hxl, ret, han identificado las SRCs
como células potencialmente capaces de recapitular eventos
asociados con el desarrollo embrionario del rifidén. La
identificacidén del TGFB2 de 1las SRCs y la expresidn de
marcadores de adherencia celular sugiere gque, entre las
posibles actividades terapéuticas de las SRC, esta 1la
capacidad de impulsar la formacidén o la formacidén de tubulos
renales, lo que posiblemente resulta en un mejor
mantenimiento del equilibrio electrolitico, homeostasis de
liquidos, reabsorcién de nutrientes esenciales, concentracidn
de orina y metabolismo de cistatina C en un entorno de
enfermedad renal.

Aunqgue la invencién ha sido particularmente
mostrada y descrita con referencia a modalidades especificas
(algunas de 1las cuales son modalidades preferidas), debe
entenderse por guienes tengan experiencia en la técnica que
se pueden hacer diversos cambios en la forma y el detalle sin
apartarse del espiritu y alcance de la presente invencién tal
y como se da a conocer aqui. En consecuencia, no hay
intencidén de limitar el resumen y la invencidn exacta aqui presentados.

Se hace constar que con relacidén a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
practica la citada invencidén, es el que resulta claro de la

presente descripcidén de la invenciédn.



