ES 2661249 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 661 249
Eint. a1

C12Q 1/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 21.05.2008 E 12192837 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 20.12.2017  EP 2612924

Tl'tulo: Métodos y composiciones para identificar y tratar el lupus

Prioridad: @ Titular/es:
21.05.2007 US 939156 P GENENTECH, INC. (100.0%)
12.12.2007 US 13283 P 1 DNA Way
South San Francisco, CA 94080-4990, US
Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
28.03.2018 BEHRENS, TIMOTHY W.;

HOM, GEOFFREY;
ORTMANN, WARD A.y
GRAHAM, ROBERT ROYAL

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661249 T3

DESCRIPCION
Métodos y composiciones para identificar y tratar el lupus
Remisioén a solicitudes relacionadas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en lineas generales a un conjunto Unico de polimorfismos genéticos asociados con
lupus y a composiciones y métodos para evaluar el riesgo de desarrollar lupus, asi como para diagnosticar y tratar el
lupus.

Antecedentes

El lupus es una enfermedad autoinmunitaria que implica anticuerpos que atacan al tejido conjuntivo. Se estima que
la enfermedad afecta a casi 1 millén de americanos, principalmente mujeres entre las edades de 20-40. La forma
principal de lupus es una diseminada (lupus eritematoso diseminado; SLE). El lupus eritematoso diseminado (SLE)
es una enfermedad autoinmunitaria crénica con fuertes componentes genéticos, asi como ambientales (véase, por
ejemplo, Hochberg MC, Dubois’ Lupus Erythematosus. 5.2 ed., Wallace DJ, Hahn BH, eds. Baltimore: Williams y
Wilkins (1997); Wakeland EK, et al, Immunity 2001;15(3):397-408; Nath SK, et al, Curr. Opin. Immunol.
2004;16(6):794-800). Los autoanticuerpos desempefian una funcién importante en la patogénesis de SLE, y las
diversas manifestaciones clinicas de la enfermedad se deben al depdsito de complejos inmunitarios que contienen
anticuerpo en los vasos sanguineos, lo que da lugar a inflamacién en el rifién, el cerebro y la piel, junto con efectos
patogénicos directos de los autoanticuerpos que contribuyen a anemia hemolitica y trombocitopenia. EI SLE se
caracteriza generalmente como un trastorno autoinmunitario del tejido conjuntivo con una amplia gama de
caracteristicas clinicas, que afecta predominantemente a mujeres, especialmente de ciertos grupos étnicos. D’Cruz
et al., Lancet (2007), 369:587-596. El SLE esta asociado con la produccion de anticuerpos antinucleares, complejos
inmunitarios en circulacién y activacion del sistema del complemento. El SLE tiene una incidencia de
aproximadamente 1 de cada 700 mujeres entre las edades de 20 y 60. El SLE puede afectar a cualquier sistema
organico y puede causar dafio tisular grave. Numerosos autoanticuerpos de diferente especificidad estan presentes
en SLE. Los pacientes con SLE a menudo producen autoanticuerpos que tienen especificidad anti-ADN, anti-Ro y
antiplaqueta y que son capaces de iniciar caracteristicas clinicas de la enfermedad, tales como glomerulonefritis,
artritis, serositis, bloqueo cardiaco completo en recién nacidos y anomalias hematoldgicas. Estos autoanticuerpos
también estan posiblemente relacionados con alteraciones del sistema nervioso central. Arbuckle et al. describe el
desarrollo de autoanticuerpos antes de la aparicion clinica de SLE (Arbuckle et al. N. Engl. J. Med. 349(16):
1526-1533 (2003)). El diagnostico definitivo de lupus, incluyendo SLE, no es facil, provocando que los médicos
tengan que recurrir a una estrategia de clasificacion de signos multifactoriales y basada en los sintomas. Gill et al.,
American Family Physician (2003), 68(11): 2179-2186.

El lupus no tratado puede ser mortal segun progresa de ataque de la piel y las articulaciones a los 6rganos internos,
incluyendo pulmon, corazodn vy rifiones (siendo la enfermedad renal la preocupacion principal), haciendo de este
modo que el diagndstico temprano y preciso y/o la evaluacién de riesgos de desarrollar lupus sea particularmente
critico. El lupus aparece principalmente como una serie de erupciones, con periodos intermedios de poca o ninguna
manifestacion de la enfermedad. El dafio renal, medido por la cantidad de proteinuria en la orina, es una de las
areas mas agudas de dafio asociadas con la patogenicidad en SLE, y representa al menos un 50 % de la mortalidad
y la morbilidad de la enfermedad.

Uno de los retos mas dificiles en el tratamiento clinico de las enfermedades autoinmunitarias complejas tales como
lupus es la identificacién precisa y temprana de la enfermedad en un paciente. Durante los afios, se han realizado
muchos estudios de ligamiento y de genes candidatos para identificar factores genéticos que contribuyen a la
susceptibilidad a SLE. Los haplotipos que portan los alelos de HLA de clase || DRB1*0301 y DRB1*1501 estan
claramente asociados con la enfermedad, asi como la presencia de anticuerpos contra autoantigenos nucleares.
Véase, por ejemplo, Goldberg MA, et al., Arthritis Rheum 1976; 19(2):129-32; Graham RR, et al., Am J Hum Genet
2002; 71(3):543-53; y Graham RR, et al, Eur J Hum Genet 2007; 15(8):823-30). Mas recientemente, se
descubrieron variantes del factor 5 regulador de interferon (IRF5) y el transductor de sefiales y activador de la
transcripcion 4 (STAT4) como factores de riesgo significativos para SLE. Véase, por ejemplo, Sigurdsson S, et al.,
Am J Hum Genet 2005; 76(3):528-37; Graham RR, et al., Nat Genet 2006; 38(5):550-55; Graham RR, et al., Proc
Natl Acad Sci U S A 2007; 104(16):6758-63; y Remmers EF, et al., N Engl J Med 2007; 357(10):977-86. La
identificacion de IRF5 y STAT4 como genes de riesgo de SLE proporciona un apoyo al concepto de que la ruta de
interferon de tipo | es central para la patogénesis de la enfermedad. Véase, por ejemplo, Ronnblom L, et al., J Exp
Med 2001; 194(12):F59-63; Baechler EC, et al., Curr Opin Immunol 2004; 16(6):801-07; Banchereau J, et al.,
Immunity 2006; 25(3):383-92; Miyagi T, et al., J Exp Med 2007; publicacion electrénica 10 de sept.

Para este fin, seria muy ventajoso tener métodos de diagnostico de base molecular que puedan usarse para
identificar de forma objetiva la presencia de y/o para clasificar la enfermedad en un paciente. Las variaciones
genéticas o polimorfismos son variaciones genéticas que estan presentes en el genoma de un organismo. Los
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polimorfismos incluyen polimorfismos de un unico nucleétido (SNP). Véase, por ejemplo, Carlson et al., Nature 2004;
429:446-452; Bell, Nature 2004; 429:453-463; Evans y Relling, Nature 2004; 429:464-468. Los SNP se han
correlacionado fuertemente con el riesgo y/o la presencia de enfermedades graves tales como diabetes (Sladek et
al., Nature 2007; 445: 881-828; Zeggini et al., Science 2007; 26 de abril; Scott et al., Science 2007; 26 de abiril; y
Saxena et al., Science 2007; 26 de abril); enfermedad de Crohn (por ejemplo, Hampe et al., Nat. Genet. 2007;
febrero ;39(2):207-11); artritis reumatoide (por ejemplo, publicacion de patente de Estados Unidos
n.° 2007/0031848); y otras enfermedades autoinmunitarias inflamatorias (por ejemplo, patente de Estados Unidos
6.900.016; patente de Estados Unidos 7.205.106).

Hasta hace poco, no ha sido posible examinar de forma exhaustiva el genoma para variantes que modifiquen el
riesgo a enfermedades complejas tales como lupus. Sin embargo, la generacién de un catalogo extenso de la
variacion humana comun (véase, por ejemplo, Nature 2005; 437(7063):1299-320) acoplado con los avances
tecnolégicos que permiten el genotipado rentable y preciso de cientos de miles de variantes, ha impulsado una
revolucién en la genética humana. Por primera vez, es posible realizar exploraciones de asociacion de todo el
genoma bien potenciadas para ensayar mas completamente la hipétesis de que variantes comunes influyen en el
riesgo. En los dos ultimos afios, esta tecnologia se ha validado intensamente. Véase, por ejemplo, Dewan A, et al.,
Science 2006; 314(5801):989-92; Nature 2007; 447(7145):661-78, Matarin M, et al., Lancet neurology 2007;
6(5):414-20; Moffatt MF, et al., Nature 2007; 448(7152):470-73; Plenge RM, et al., N Engl J Med 2007; Saxena R, et
al., Science 2007; 316(5829):1331-36; Scott LJ, et al., Science 2007; 316(5829):1341-45; Scuteri A, et al., PLoS
Genet 2007;3(7):e115. Los loci de riesgo identificados estan proporcionando nuevas perspectivas sobre las rutas
moleculares reguladas incorrectamente en enfermedades humanas.

Sin embargo, sigue habiendo una ausencia significativa de informacion creible sobre las asociaciones de SNP con
enfermedades complejas tales como lupus, por tanto, esta claro que sigue existiendo la necesidad de identificar
polimorfismos asociados con dichas enfermedades. Dichas asociaciones beneficiarian enormemente la identificacion
de la presencia de lupus en pacientes o la determinacion de la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad. Ademas,
la informacion estadistica y biolégicamente significativa y reproducible respecto a la asociacion de un SNP con una
enfermedad compleja tal como lupus podria utilizarse como componente integrado en los esfuerzos para identificar
subconjuntos especificos de pacientes que se esperaria que se beneficiaran significativamente del tratamiento con
un agente terapéutico particular, por ejemplo, cuando el agente terapéutico es o ha demostrado ser en estudios
clinicos de beneficio terapéutico en dicha subpoblacion especifica de pacientes con lupus.

La invencion descrita en este documento cumple las necesidades descritas anteriormente y proporciona otros
beneficios.

Breve sumario de la invencion

La invencion proporciona métodos precisos, simples y rapidos y composiciones para identificar el lupus, y para
evaluar el riesgo de desarrollar lupus, basados al menos en parte en la identificaciéon de una o mas variaciones
genéticas, por ejemplo, SNP, que esta correlacionados con alta significacién estadistica y biolégica con la presencia,
subtipos y/o subpoblaciones de pacientes de lupus, como se define en las reivindicaciones. Mas especificamente, la
invencion, se refiere a la identificacion de un conjunto Unico de SNP, combinaciones Unicas de dichos SNP y
regiones de desequilibrio del ligamiento que estadn asociadas con lupus y sus subtipos, y subpoblaciones de
pacientes que las padecen.

En particular, el conjunto unico y/o combinaciones de SNP pueden usarse como un perfil o caracteristica genética
indicativo de un sujeto en riesgo de desarrollar lupus, o indicativo de la enfermedad o sintoma o afeccion de la
misma. Los polimorfismos divulgados en este documento son Utiles como biomarcadores para evaluar el riesgo de
desarrollar lupus, asi como dianas para el disefio de reactivos de diagnéstico. En algunos aspectos el SNP no esta
asociado con un gen. En otros aspectos, el SNP esta asociado con un gen y puede estar localizado en una region
intergénica o intragénica, y mas particularmente, puede estar localizado en una regién codificante o no codificante.
Los genes asociados con un SNP de la presente invencion pueden estar asociados con un gen desconocido o
pueden estar asociados con un gen conocido, por ejemplo, ITGAM o BLK.

Los SNP identificados en este documento proporcionan dianas para el desarrollo de agentes terapéuticos para su
uso en el diagndstico y tratamiento de pacientes con lupus identificados genéticamente, incluyendo el diagnédstico y
el tratamiento dirigido de subpoblaciones de pacientes con lupus que muestran una caracteristica genética distintiva
que comprende uno o mas de los SNP de la invencién. Por ejemplo, en un aspecto, los genes que contienen las
variaciones genéticas identificadas en este documento y el acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) asociado con
estos genes y proteinas codificadas por estos genes pueden usarse como dianas para el desarrollo de agentes
terapéuticos (por ejemplo, compuestos de molécula pequefia, anticuerpos, agentes antisentido/iARN, etc.) o usarse
directamente como agentes terapéuticos (por ejemplo, proteinas terapéuticas, etc.) para el tratamiento del lupus.

Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacidon proporciona un conjunto de uno o mas SNP que forman una
caracteristica genética uUnica para evaluar el riesgo de desarrollar lupus. En un aspecto, la caracteristica genética
Unica comprende aproximadamente 1-10, 10-20, 20-30, 30-40 o 40-50 SNP seleccionados de cualquiera los SNP
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expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En un aspecto, la caracteristica genética unica comprende 1 o mas SNP, 2 o mas SNP, 3 o mas SNP, 4 o mas SNP,
5 0 mas SNP, 6 o mas SNP, 7 o mas SNP, 8 o mas SNP, 9 o mas SNP, 10 o mas SNP, 11 o mas SNP, 12 o mas
SNP, 13 0 mas SNP, 14 o mas SNP, 15 o mas SNP, 16 o mas SNP, 17 o mas SNP, 18 o mas SNP, 19 o mas SNP o
20 o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un
aspecto, los SNP de la caracteristica genética se seleccionan de la tabla 6. Otro aspecto, los SNP se seleccionan
del grupo que consiste en rs9888739, rs13277113, rs7574865, rs2269368, rs6889239, rs2391592 y rs21177770. En
otro aspecto, los SNP se seleccionan del grupo que consiste en rs2187668, rs10488631, rs7574865, rs9888739,
rs13277113, rs2431697, rs6568431, rs10489265, rs2476601, rs2269368, rs1801274, rs4963128, rs5754217,
rs6445975, rs3129860, rs10516487, rs6889239, rs2391592 y rs2177770.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona métodos de evaluacion de si un sujeto esta en riesgo de desarrollar
lupus detectando en una muestra biolégica obtenida de dicho sujeto la presencia de una caracteristica genética
indicativa de riesgo de desarrollar lupus, donde dicha caracteristica genética comprende un conjunto de uno o mas
SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un aspecto, el
conjunto de SNP comprende aproximadamente 1-10, 10-20, 20-30, 30-40 o 40-50 SNP seleccionados de cualquiera
los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende 2 o mas
SNP, 3 0 mas SNP, 4 o mas SNP, 5 o mas SNP, 6 o mas SNP, 7 o mas SNP, 8 o mas SNP, 9 o mas SNP, 10 o mas
SNP, 11 o mas SNP, 12 o mas SNP, 13 o mas SNP, 14 o mas SNP, 15 o mas SNP, 16 o mas SNP, 17 o mas SNP,
18 o mas SNP, 19 o mas SNP o 20 o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende 1-19 SNP seleccionados de la
tabla 6. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende un SNP de BLK seleccionado de cualquiera de los SNP de
BLK expuestos en las tablas 7-10. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende un SNP de ITGAM seleccionado
del cualquiera de los SNP de ITGAM expuestos en las tablas 7-10. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende
ademas un SNP de BLK seleccionado de cualquiera de los SNP de BLK expuestos en las tablas 7-10. En otro
aspecto, el conjunto de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados de siguiente grupo de SNP: rs2187668,
rs10488631, rs7574865, rs9888739, rs13277113, rs2431697, rs6568431, rs10489265, rs2476601, rs2269368,
rs1801274, rs4963128, rs5754217, rs6445975, rs3129860, rs10516487, rs6889239, rs2391592 y rs2177770.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona métodos de diagnéstico del lupus en un sujeto detectando en una
muestra bioldgica obtenida de dicho sujeto la presencia de una caracteristica genética indicativa de lupus, donde
dicha caracteristica genética comprende un conjunto de uno o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP
expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polinucleétido aislado o fragmento del mismo que es de al menos
aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, donde el polinucleétido o fragmento del mismo comprende: (a) una
variacion genética en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un Unico
nucleotido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, o (b) el
complemento de (a). En un aspecto, el polinucleétido aislado es un ADN gendémico que comprende un polimorfismo
de un unico nucleotido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.
En otro aspecto, el polinucleétido aislado es un ARN que comprende un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP)
seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos es las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un polinucleétido asociado a PRO aislado o fragmento del mismo que es
de al menos aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, donde el polinucleétido aislado a PRO o fragmento del
mismo comprende: (a) una variacién genética en una posicién nucleotidica correspondiente a la posicion de un
polimorfismo de un Unico nucledtido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10, o (b) el complemento de (a). En un aspecto, el polinucledtido aislado es un ADN genémico que
codifica un gen (y/o region reguladora del gen) que comprende un polimorfismo de un uUnico nucleétido (SNP)
seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, el SNP esta
en una regién de un cromosoma que no codifica un gen. En otro aspecto, el SNP esta en una regién intergénica de
un cromosoma. En otro aspecto, el polinucleétido aislado es un cebador. En otro aspecto, el polinucleétido aislado
es un oligonucleétido.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un oligonucleétido que es (a) un oligonucleétido especifico de alelo que
hibrida con una regién de un polinucleétido que comprende una variacién genética en una posicion nucleotidica
correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un uUnico nucleétido (SNP) expuesto en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10, o (b) el complemento de (a). En un aspecto, el SNP es un polinucleétido asociado a PRO que codifica
un gen (o su region reguladora) que comprende un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) seleccionado de
cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, el SNP esta en un ADN
genomico que codifica un gen (o su region reguladora) que comprende un polimorfismo de un Unico nucleétido
(SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, el
SNP es una region no codificante del gen. En otro aspecto, el SNP esta en una regién codificante del gen. En otro
aspecto, el oligonucledtido especifico de alelo es un cebador especifico de alelo.
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En otro aspecto, la divulgacién proporciona un kit que comprende uno cualquiera de los oligonucleétidos anteriores
y, opcionalmente al menos una enzima. En un aspecto, la al menos una enzima es una polimerasa. En otro aspecto,
la al menos una enzima es una ligasa.

En otro aspecto, la invencién proporciona una micromatriz que comprende cualquiera de los oligonucleétidos
anteriores.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método de deteccion de la ausencia o presencia de una variacion en
un polinucleétido en una posicién nucleotidica correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un Unico
nucleotido (SNP) expuesto en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método (a) poner en contacto el
acido nucleico sospechoso de comprender la variacion con un oligonucleétido especifico de alelo que es especifico
para la variacién en condiciones adecuadas para la hibridacion del oligonucleétido especifico de alelo con el acido
nucleico; y de detectar la ausencia o presencia de hibridacion especifica de alelo. En un aspecto, la variacion
comprende un SNP expuesto en figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un aspecto, el polinucleétido es un polinucleétido
asociado a PRO.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método de amplificacién de un acido nucleico que comprende una
variacion en un polinucledétido en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un
unico nucledtido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10,
comprendiendo el método (a) poner en contacto el acido nucleico con un cebador que hibrida con el acido nucleico
en una secuencia 3' de la variacion y (b) prolongar el cebador para generar un producto de amplificacién que
comprende la variacion. En un aspecto, el polinucleétido es un polinucleétido asociado a PRO.

En otro aspecto la divulgacién proporciona un método de determinacion del genotipo de una muestra biolégica de un
mamifero, comprendiendo el método detectar, en un material de acido nucleico derivado de la muestra bioldgica, la
ausencia o presencia de una variacion en un polinucleétido en una posicién nucleotidica correspondiente a la
posicion de un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un aspecto, el polinucleétido es un polinucleétido asociado a PRO.

En otro aspecto, la muestra biolégica es conocida por o sospechosa de comprender un polinucleétido de la presente
invencion, donde el polinucleétido comprende una variacién en una posicién nucleotidica correspondiente a la
posicion de un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, la muestra bioldgica es un tejido enfermo. En otro aspecto, la
deteccién comprende realizar un proceso seleccionado de un ensayo de prolongacion de cebador; un ensayo de
prolongaciéon de cebador especifico de alelo; un ensayo de incorporaciéon de nucleétidos especifica de alelo; un
ensayo de hibridacion de oligonucleétido especifico de alelo; un ensayo de 5' nucleasa; un ensayo que emplea
balizas moleculares; y un ensayo de ligamiento de oligonucleétidos.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de subclasificacion del lupus en un mamifero, comprendiendo
el método detectar la presencia de uno o mas de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, en una
muestra biolégica obtenida del mamifero, donde la muestra bioldgica es conocida por o sospechosa de comprender
al menos un polinucledtido que comprende un SNP seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un aspecto, el polinucleétido es un polinucleétido asociado a PRO.

En otro aspecto, la deteccion comprende realizar un proceso seleccionado de un ensayo de prolongacion de
cebador; un ensayo de prolongacion de cebador especifico de alelo; un ensayo de incorporacién de nucledtidos
especifica de alelo; un ensayo de hibridacién de oligonuclettido especifico de alelo; un ensayo de 5' nucleasa, un
ensayo que emplea balizas moleculares; y un ensayo de ligamiento de oligonucleétidos.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para predecir si un sujeto con lupus respondera a un agente
terapéutico contra el lupus, comprendiendo el método determinar si el sujeto comprende una variacién de un
polinucleétido en una posicidon nucleotidica correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un Unico nucleétido
(SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en figuras 1-17 y las tablas 1-10, donde la presencia de
una variacion indica que el sujeto respondera al agente terapéutico. En otro aspecto, el polinucleétido es un
polinucleétido asociado a PRO.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de diagndstico o prondstico del lupus en un sujeto,
comprendiendo el método detectar la presencia de una variacion en un polinucleétido derivado de una muestra
biolégica obtenida del sujeto, donde: (a) la muestra biolégica es conocida por comprender o es sospechosa de
comprender un polinucleétido que comprende la variacion; (b) la variacion comprende o esta localizada en una
posicion nucleotidica correspondiente a un SNP seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en figuras 1-17 y
las tablas 1-10; y (c) la presencia de la variacion es un diagndstico o prondstico de lupus en el sujeto.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de diagnéstico o prondstico del lupus en un sujeto,
comprendiendo el método detectar la presencia de una variaciéon en PRO o polinucleétido asociado a PRO derivado
de una muestra bioldgica obtenida del sujeto, donde: (a) la muestra bioldgica es conocida por comprender o es
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sospechosa de comprender PRO o polinucleétido asociado a PRO que comprende la variacion; (b) la variacion
comprende o esta localizada en una posicidn nucleotidica correspondiente a un SNP expuesto en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10; y (c) la presencia de la variacion es un diagndstico o prondstico de lupus en el sujeto.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de ayuda al diagndstico o prondstico del lupus en un sujeto,
comprendiendo el método detectar la presencia de una variacion en un polinucleétido derivado de una muestra
biolégica obtenida del sujeto, donde: (a) la muestra bioldgica es conocida por comprender o sospechosa de
comprender un polinucleétido que comprende la variacion; (b) la variacion comprende o esta localizada en una
posicion nucleotidica correspondiente a un SNP seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10; y (c) la presencia de la variacion es un diagnostico o prondstico de una afeccion o
sintoma de lupus en el sujeto.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de ayuda al diagndstico o prondstico del lupus en un sujeto,
comprendiendo el método detectar la presencia de una variaciéon en PRO o polinucleétido asociado a PRO derivado
de una muestra bioldgica obtenida del sujeto, donde: (a) la muestra biolégica es conocida por comprender o
sospechosa de comprender PRO o polinucleétido asociado a PRO que comprende la variacion; (b) la variacion
comprende o estéa localizada en una posicion nucleotidica correspondiente a un SNP seleccionado de cualquiera de
los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10; y (c) la presencia de la variacion es un diagnéstico o
prondstico de una afeccion o sintoma de lupus en el sujeto.

En otro aspecto, el polinucledtido comprende una secuencia dentro de una regiéon de desequilibrio del ligamiento
(por ejemplo, como expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un aspecto, la variacion estd en ADN genémico
que comprende un SNP seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En
un aspecto, el SNP es una region cromosomica que no codifica un gen. En otro aspecto, el SNP esta en una regién
intergénica.

En otro aspecto, el polinucleétido asociado a PRO codifica PRO que esta codificado por una secuencia dentro de
una region de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un
aspecto, la variacion esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region
reguladora) comprende un SNP seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10. En un aspecto, el SNP esta en una region no codificante del gen. En otro aspecto, el SNP esta en una
region codificante del gen.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de identificacion de un agente terapéutico eficaz para tratar el
lupus en una subpoblacién de pacientes, comprendiendo el método correlacionar la eficacia del agente con la
presencia en el paciente de uno o mas de los SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10, identificando de ese modo el agente como eficaz para tratar el lupus en dicha
subpoblacién de pacientes.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de identificacion de un agente terapéutico eficaz para tratar el
lupus en una subpoblacién de paciente, comprendiendo el método correlacionar la eficacia del agente con la
presencia de una combinacion de los SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10, identificando de ese modo el agente como eficaz para tratar el lupus en dicha subpoblacion de
pacientes.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de una afeccién de lupus en un sujeto en que
se sabe que esta presente una variacion genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un polimorfismo
de un unico nucleotido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10,
comprendiendo el método administrar al sujeto un agente terapéutico eficaz para tratar la afeccion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de tratamiento de un sujeto que tiene una afeccion de lupus,
comprendiendo el método administrar al sujeto un agente terapéutico eficaz para tratar la afeccién en un sujeto que
tiene una variacion genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido
(SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de tratamiento de un sujeto que tiene una afeccion de lupus,
comprendiendo el método administrar al sujeto un agente terapéutico que ha demostrado ser eficaz para tratar dicha
afecciéon en al menos un estudio clinico, donde el agente se administré a al menos cinco sujetos humanos que
tenian cada uno una variacion genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico
nucleotido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un
aspecto, los al menos cinco sujetos tenian dos o mas SNP diferentes en total para el grupo de al menos cinco
sujetos. En otro aspecto, los al menos cinco sujetos tenian el mismo SNP para el grupo completo de al menos cinco
sujetos.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de tratamiento de un sujeto con lupus de una subpoblacion
de pacientes especificos con lupus, donde la subpoblacién se caracteriza al menos en parte por la asociacion con la
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variacion genética en una posicién nucleotidica correspondiente a un SNP seleccionado de cualquiera de los SNP
expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, y donde el método comprende administrar al sujeto una cantidad
eficaz de un agente terapéutico que esta aprobado como agente terapéutico para dicha subpoblaciéon. En un
aspecto, la subpoblacién tiene nefritis lUpica. En otro aspecto, la subpoblacién es femenina. En otro aspecto, la
subpoblacién es de ascendencia europea.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método que comprende fabricar un agente terapéutico contra el
lupus, y envasar el agente con instrucciones para administrar el agente a un sujeto que tiene o se cree que tiene
lupus y que tiene una variacién genética en una posicion correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido
(SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de especificacion de un agente terapéutico para su uso en
una subpoblacién de pacientes con lupus, comprendiendo el método proporcionar instrucciones para administrar el
agente terapéutico a una subpoblacion de pacientes caracterizada por una variacién genética en una posicion
correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos
en las figuras 1-17 y las tablas 1-10

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método para preparar un agente terapéutico para su uso en una
subpoblacién de pacientes con lupus, comprendiendo el método informar a una audiencia determinada acerca del
uso del agente terapéutico para tratar la subpoblacién de pacientes caracterizada por la presencia, en pacientes de
dicha subpoblacion, de una variacion genética en una posiciéon correspondiente a un polimorfismo de un Unico
nucleotido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método para modular la sefializacién a través del receptor de
linfocitos B en un sujeto en que se sabe que esta presente una variacion genética en una posiciéon nucleotidica
correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos
en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método administrar al sujeto un agente terapéutico eficaz
para modular la sefializacion a través del receptor de linfocitos B.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método para modular la diferenciacion de células Th17 en un sujeto
en que se sabe que esta presente una variacion genética en una posicién nucleotidica correspondiente a un
polimorfismo de un unico nucledtido (SNP) seleccionado de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10, comprendiendo el método administrar al sujeto un agente terapéutico eficaz para modular la
diferenciacion de células Th17.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un conjunto de SNP que comprenden una caracteristica genética
indicativa del riesgo de desarrollar lupus, donde dicho conjunto de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados
de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un aspecto, el conjunto de SNP
comprende aproximadamente 1-10, 10-20, 20-30, 30-40 o 40-50 SNP seleccionados de cualquiera de los SNP
expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende uno o mas SNP
seleccionados del grupo que consiste en rs9888739, rs13277113, rs7574865, rs2269368, rs6889239, rs2391592 y
rs21177770. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende 2 o mas SNP, 3 o mas SNP, 4 o mas SNP, 5 o mas
SNP, 6 o mas SNP, 7 o mas SNP, 8 o mas SNP, 9 o mas SNP, 10 o mas SNP, 11 o mas SNP, 12 o mas SNP, 13 o
mas SNP, 14 o mas SNP, 15 o mas SNP, 16 o mas SNP, 17 o mas SNP, 18 o mas SNP, 19 o mas SNP o 20 o mas
SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otro aspecto, el
conjunto de SNP comprende 1-19 SNP seleccionados de la tabla 6. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende
un SNP de BLK seleccionado de cualquiera de los SNP de BLK expuestos en las tablas 7-10. En otro aspecto, el
conjunto de SNP comprende un SNP de ITGAM seleccionado de cualquiera de los SNP de ITGAM expuestos en las
tablas 7-10. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende ademas un SNP de BLK seleccionado de cualquiera de
los SNP de BLK expuestos en las tablas 7-10. En otro aspecto, el conjunto de SNP comprende uno o mas SNP
seleccionados del siguiente grupo de SNP: rs2187668, rs10488631, rs7574865, rs9888739, rs13277113, rs2431697,
rs6568431, rs10489265, rs2476601, rs2269368, rs1801274, rs4963128, rs5754217, rs6445975, rs3129860,
rs10516487, rs6889239, rs2391592 y rs2177770.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un conjunto de SNP que comprende una caracteristica genética
indicativa de lupus donde dicho conjunto de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados de cualquiera de los
SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa los resultados de una exploracidon de asociacion en todo el genoma en SLE que identifica 5
genes principales. Los datos representan 502 033 variantes de SNP tipadas en 3 series de muestra, para un total de
1311 casos de SLE y 3340 controles. El panel A muestra un diagrama cuantil-cuantil de la distribucién del valor P
observado frente a la distribucion esperada del valor P nulo. Los rombos representan todos los valores P y los
circulos representan los valores P después de la exclusién de las variantes de la regién HLA, IRF5 y STAT4. El
panel B es una representacion grafica de los valores -logqo P del analisis combinado organizado por cromosoma. No
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se muestran variantes de la regién HLA adicionales (N = 34) con P < 1 x 10-'® en el panel B.

La figura 2 muestra que variantes asociadas de la region BLK/C8orf13 se correlacionan con los niveles de expresién
en linfocitos B transformados. A) los valores -logio P de la region BLK/C8orf13 se presentan. El color de los rombos
representa las correlaciones r? con rs13277113. Todos los genes RefSeq en la regién se presentan por encima de
un diagrama que muestra el LD en la regién determinada por analisis de cromosomas de control. Cabe destacar que
esta region asociada en el cromosoma 8 esta dentro de una inversion intracromosomica polimérfica comun de
4,2 Mb (véase, por ejemplo, Giglio et al. Am J Hum Genet 2001;68(4):874-83 y Sugawara et al. Genomics
2003;82(2):238-44) y esta asociada con niveles inusualmente bajos de LD prolongado en toda la regién, como se
muestra. Sin embargo, la asociacion de BLK/C8orf13 a SLE es independiente de la inversion. La expresion de BLK
(B) y C8orf13 (C) lineas de linfocitos B transformados de 210 creadores HapMap CEU sanos no relacionados se
muestra estratificada por el genotipo en rs13277113. La significacion de la expresion diferencial se determiné
usando ensayos T de Student para datos independientes.

La figura 3 muestra que las variantes dentro del locus ITGAM/ITGAX estan asociadas con SLE. El panel A muestra
los valores -logio P de la region ITGAMIITGAX. El color de los rombos representa las correlaciones r? con
rs11574637. Todos los genes RefSeq en la region se presentan por encima de un diagrama que muestra el LD en la
region determinado por los cromosomas de control estudiados. El panel B representa la estructura gendémica de
ITGAM, los dominios proteicos principales conservados y la relacion entre rs11574637 y dos alelos no sindnimos de
ITGAM.

La figura 4 representa la frecuencia de caracteristicas clinicas en las series de SLE 1-3 y los casos suecos.

La figura 5 representa los 50 locis principales asociados en SLE en una exploracién de genoma completo en 1311
casos y 3340 controles.

La figura 6 representa los niveles de expresion de BLK, C8orf1 y genes de control en 210 lineas de linfocitos B
transformados de individuos HapMap.

La figura 7 representa la expresion de BLK en linfocitos B transformados de las poblaciones HapMap.

La figura 8 representa la asociacién de variantes de la region C8orf13/BLK y ITGAM/ITGAX con SLE por serie de
casos/control.

La figura 9 representa la asociacion de las variantes C80rf13/BLK y ITGAM/ITGAX con los 11 criterios clinicos ACR
para las series de SLE 1-3.

La figura 10 representa la asociacién de las variantes C8orf13/BLK y ITGAM/ITGAX con los 11 criterios clinicos ACR
para 521 casos suecos de SLE. En las muestras suecas, se examinaron 521 casos para una asociacion de los
criterios ACR. La significacion estadistica se evalu6 por tablas de contingencia 2 x 2 y un ensayo de ji cuadrado. Los
valores P calculados no se ajustaron para ensayo mdltiple, ya que se sabe que los criterios ACR estan
correlacionados y una simple correccion de Bonferroni de X = 0,05/ 11 = 0,0045 probablemente seria demasiado
conservativa.

La figura 11 representa la formula usada para combinar los valores Z corregidos ponderados para el tamafio de la
serie y ajustados para el factor de inflacién de control genémico residual (Agc). La varianza (02) de cada serie se
calcul6 donde p = la frecuencia del alelo en los casos y los controles. El valor Z combinado para las 3 series de SLE
(Z*) se calculd donde, Z1, Z2 y Z3 es igual al valor Z basado en el EIGENSTRAT corregido por ji cuadrado para la
asociacion de una variante a SLE de cada serie, y donde A1, A2 y A3 es el factor de inflacion de control genémico
residual (Agc) después de la correccion de EIGENSTRAT para cada serie. Se aplica la siguiente clave a los
encabezados de las figuras 12-17:

SNP n.° Numeracioén arbitraria de SNP en un subconjunto/grupo de estudio de pacientes especifico
Numeracion arbitraria de regiones de desequilibrio del ligamiento en los subconjuntos
| Regién n.° especificos de pacientes
SNP_ID Numero rsID de SNP
EIGP Valor P de la estadistica ji cuadrado de EIGENSTRAT.

P en principal

Valor P para este SNP en el grupo principal

P en mujeres

Valor P para este SNP en el subconjunto de femenino

Coordenada Pares de bases del SNP en su cromosoma
cM centiMorgans desde el inicio del cromosoma
MAF CEU Frecuencia del alelo minoritario del SNP de muestras HapMap CEU

SNP antes de la regién

El SNP inmediatamente antes de la regidn de desequilibrio del ligamiento (LD) que
contiene el SNP indicado en SNP_ID.

SNP después de la
region

El SNP inmediatamente después de la region LD

Por qué los genes
elegidos (regién)

Racional fundamento para que se elija esta region como region relevante

1.°" gen en la regién

El primero de los genes en la region indicada, enumerado en orden por coordenadas (pares
de bases)

Descripcién (Descr.)

Descripcion del gen del Comité de Nomenclatura de Genes HUGO

IRIS

Relacion de la media inmunitaria mas alta/media no inmunitaria mas alta; del estudio IRIS

SNP de la regién LD

Cualquier SNP localizado en la region de desequilibrio del ligamiento definida por (i) la
coordenada Ay la coordenada B, o (ii)) SNP Ay SNP B, inclusive.
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La figura 12 (A) y (B), juntas, representan el analisis de un subconjunto de nefritis lipica, que muestra 11 regiones
que contenian 20 SNP candidatos considerados probables de contener al menos un alelo de riesgo para nefritis
lupica. (C) y (D), juntos, proporcionan caracterizacién adicional de regiones de desequilibrio del ligamiento, identidad
de ciertos genes dentro de estas regiones y criterios para identificar dichos genes.

La figura 13 (A) representa el analisis de un subconjunto femenino, que muestra 6 regiones adicionales que
contienen 9 SNP candidatos considerados probables de contener al menos un alelo de riesgo. (B) proporciona
caracterizacion adicional de regiones de desequilibrio del ligamiento, identidad de ciertos genes dentro de estas
regiones y criterios para identificar dichos genes.

La figura 14 (A) representa el andlisis del grupo principal que muestra 6 regiones adicionales que contienen 8 SNP
candidatos considerados probables de contener al menos un alelo de riesgo. La figura 14 (B) proporciona
caracterizacion adicional de regiones de desequilibrio del ligamiento, ciertos genes dentro de estas regiones y
criterios para identificar dichos genes.

La figura 15 representa la definicion de regiones de desequilibrio del ligamiento y SNP contenidos en las mismas,
basandose en ciertos datos de la figura 12.

La figura 16 representa la definicion de regiones de desequilibrio del ligamiento y SNP contenidos en las mismas,
basandose en ciertos datos de la figura 13.

La figura 17 representa la definicion de regiones de desequilibrio del ligamiento y SNP contenidos en las mismas,
basandose en ciertos datos de la figura 14.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona métodos precisos, simple y rapidos y composiciones para identificar el lupus, y para
evaluar el riesgo de desarrollar lupus, basados al menos en parte en la identificaciéon de una o mas variaciones
genéticas, por ejemplo, SNP, que estan correlacionadas con alta significacion estadistica y bioldgica con la
presencia, subtipos y/o subpoblaciones de pacientes de lupus. Mas especificamente, la invencion se refiere a la
identificacion de un conjunto Unico de SNP, combinaciones unicas de dichos SNP y regiones de desequilibrio del
ligamiento que estan asociados con lupus y sus subtipos, y subpoblaciones de pacientes que padecen los mismos.

En particular, el conjunto unico y/o combinaciones de SNP pueden usarse como perfil genético o caracteristica
indicativa de un sujeto en riesgo de desarrollar lupus, o indicativa de la enfermedad o sintomas o afeccién de la
misma. Los polimorfismos divulgados en este documento son Utiles como biomarcadores para evaluar el riesgo de
desarrollar lupus, asi como para dianas para el disefio de reactivos de diagnéstico. En algunas realizaciones, el SNP
no esta asociado con un gen. En otras realizaciones, el SNP esta asociado con un gen y puede estar localizado en
una region intergénica o intragénica, y mas particularmente, puede estar localizado en una regién codificante o no
codificante. Los genes asociados con un SNP de la presente invencién pueden estar asociados con un gen
desconocido o pueden asociados con un gen conocido, por ejemplo, ITGAM o BLK.

Los SNP identificados en este documento proporcionan dianas para el desarrollo de agentes terapéuticos para su
uso en el diagndstico y tratamiento de pacientes con lupus identificados genéticamente, incluyendo el diagnéstico y
el tratamiento dirigido de subpoblaciones de pacientes con lupus que muestran una caracteristica genética distinta
que comprende uno o mas de los SNP de la presente invencion. Por ejemplo, en una realizacion, los genes que
contienen las variaciones genéticas identificadas en este documento y el acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN)
asociado con estos genes, y las proteinas codificadas por estos genes, pueden usarse como dianas para el
desarrollo de agentes terapéuticos (por ejemplo, compuestos de molécula pequefia, anticuerpos, agentes
antisentido/iARN, etc.) o usarse directamente como agentes terapéuticos (por ejemplo, proteinas terapéuticas, etc.)
para el tratamiento del lupus.

Técnicas generales

La practica de la presente invencién empleard, salvo que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia,
que pertenecen a las habilidades de la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia, tal
como, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicion (Sambrook et al, 1989); "Oligonucleotide
Synthesis" (M. J. Gait, ed., 1984); "Animal Cell Culture" (R. I. Freshney, ed., 1987); "Methods in Enzymology"
(Academic Press, Inc.); "Current Protocols in Molecular Biology" (F. M. Ausubel et al., eds., 1987, y actualizaciones
periddicas); "PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis et al., eds., 1994).

Los cebadores, oligonucleétidos y polinucledtidos empleados en la presente invencién pueden generarse usando
técnicas convencionales conocidas en la técnica.

Salvo que se definan de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado que el comprendido habitualmente por los expertos en la materia a la que pertenece esta invencion.
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2.2 ed., J. Wiley & Sons (New York, N.Y. 1994), y
March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 4.2 ed., John Wiley & Sons (New York,
N.Y. 1992), proporcionan a los expertos en la materia unas directrices generales para muchos de los términos
usados en la presente solicitud.
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I. Definiciones

Con fines de interpretacion de esta memoria descriptiva, las siguientes definiciones tendran aplicacion y, siempre
que sea apropiado, los términos usados en la forma singular también incluiran la forma plural y viceversa. En el caso
de que cualquier definicion expuesta a continuacion entre en conflicto con cualquier documento incorporado en este
documento por referencia, prevalecera la definicion expuesta a continuacion.

"Lupus" o "afeccién de lupus”, como se usa en este documento es una enfermedad o trastorno autoinmunitario que
en general implica anticuerpos que atacan al tejido conjuntivo. La forma principal de lupus es una diseminada, el
lupus eritematoso diseminado (SLE), incluyendo SLE cutaneo y SLE cutaneo subagudo, asi como otros tipos de
lupus (incluyendo nefritis, extrarrenal, cerebritis, pediatrico, no renal, discoide y alopecia). Véase, en lineas
generales, D'Cruz et al., supra.

El término "polinucledtido” o "acido nucleico”, que se usan indistintamente en este documento, se refieren a
polimeros de nucledtidos de cualquier longitud e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden ser
desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos, nucledtidos o bases modificadas, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
pueda incorporarse en un polimero de ADN o ARN polimerasa. Un polinucleétido puede comprender nucledtidos
modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Si esta presente, la modificacién de la estructura
nucleotidica puede conferirse antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos puede
interrumpirse por componentes no nucleotidicos. Un polinucledtido puede modificarse adicionalmente después de la
polimerizacién, tal como por conjugacién con un componente de marcaje. Otros tipos de modificaciones incluyen,
por ejemplo, "capuchones", sustituciéon de uno o mas nucleétidos de origen natural con un analogo, modificaciones
internucleotidicas tales como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo, metilfosfonatos,
fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen restos colgantes, tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo,
nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptido sefial, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercaladores (por ejemplo, acridina,
psoraleno, etc.), aquellos que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales
oxidantes, etc.), aquellos que contienen alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos
alfa anoméricos, etc.), asi como formas no modificadas del polinucledtido o polinucleétidos. Ademas, cualquiera de
los grupos hidroxilo habitualmente presentes en los azicares puede remplazarse, por ejemplo, por grupos fosfonato,
grupos fosfato, protegerse por grupos protectores convencionales o activarse para preparar enlaces adicionales a
nucleotidos adicionales, o puede conjugarse a soportes solidos. El OH 5' o 3' terminal puede fosforilarse o sustituirse
con aminas o restos de grupos de capuchon organicos de 1 a 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos también
pueden derivatizarse en grupos protectores convencionales. Los polinucledtidos también pueden contener formas
analogas de azucares de ribosa o desoxirribosa que son generalmente conocidas en la técnica incluyendo, por
ejemplo, 2-O-metil-2'-O-alil, 2'-fluoro o 2'-acido-ribosa, analogos carbociclicos de azlcar, azlicares a-anoméricos,
azlucares epiméricos tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azUcares de piranosa, azlucares de furanosa,
sedoheptulosas, andlogos aciclicos y analogos nucleosidicos abasicos tales como ribosido de metilo. Uno o mas
enlaces fosfodiéster pueden remplazarse por grupos de enlace alternativos. Estos grupos de enlace alternativos
incluyen, aunque sin limitacion, realizaciones donde el fosfato se remplaza por P(O)S("tioato"), P(S)S ("ditioato"),
"(O)NR 2 ("amidato"), P(O)R, P(O)OR', CO o CH 2 ("formacetal"), en que cada R o R' es independientemente H o
alquilo (1-20 C) sustituido o sin sustituir que contiene opcionalmente un enlace éter (--O--), arilo, alquenilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los enlaces en un polinucleétido tienen que ser idénticos. La
descripcion precedente se aplica a todos los polinucleétidos mencionados en este documento, incluyendo ARN y
ADN.

"Oligonucledtido”, como se usa en este documento se refiere a polinucleétidos monocatenarios cortos que son de al
menos aproximadamente siete nucledtidos de longitud y de menos de aproximadamente 250 nucledtidos de
longitud. Los oligonucleétidos pueden ser sintéticos. Los términos "oligonucleétido" y "polinucleétido" no son
mutuamente excluyentes. La descripcién anterior para polinucledtidos es igual y completamente aplicable a
oligonucleétidos.

El término "cebador" se refiere a un polinucleétido monocatenario que es capaz de hibridar con un acido nucleico y
permitir la polimerizacion de un acido nucleico complementario, generalmente proporcionando un grupo 3'-OH libre.

El término "PRO" se refiere a un polipéptido codificado por cualquier gen codificado por una secuencia de acido
nucleico localizada dentro de una regidon de desequilibrio del ligamiento (regién LD), donde la region LD se
determina de acuerdo con el conjunto de informacion expuesta en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una
realizacion, un PRO de la invencidon no incluye un polipéptido conocido en la técnica por causar lupus. En una
realizacion, un PRO de la invencién no incluye un polipéptido conocido en la técnica por estar asociado con lupus,
por ejemplo, IRF5, o cualquier polipéptido codificado por un indicado en las tablas 5-9 del documento
WO 2007/019219. La expresion "polinucledtido asociado a PRO" o "acido nucleico asociado con PRO" se refiere a
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia contigua, donde la secuencia contigua comprende
una posicion identificada en este documento que muestra variacion genética. En una realizacion, la posicion que
muestra variacion genética esta localizada en el extremo 5' o 3' de la secuencia contigua. En una realizacion, la
posicion que muestra variacion genética en la secuencia contigua esta flanqueada, en cualquiera o ambas de sus
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regiones 5' y/o 3', por uno o mas nuclettidos que constituyen la secuencia flanqueante de origen natural de la
posicion. En una realizacion, una posicién que muestra variacion genética es una posicion correspondiente a un
SNP indicado en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

La expresion "variacion genética" o "variacion nucleotidica" se refiere a un cambio en una secuencia de nucledtidos
(por ejemplo, una insercion, eliminacion, inversion o sustitucion de uno o mas nucleétidos, tal como un polimorfismo
de un unico nucledtido (SNP)) respecto a una secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia encontrada
habitualmente y/o de tipo silvestre y/o la secuencia de un alelo principal). La expresion también abarca el cambio
correspondiente en el complemento de la secuencia de nucledtidos, salvo que se indique de otro modo. En una
realizacion, una variacion genética es un polimorfismo somatico. En una realizacién, una variacion genética es un
polimorfismo de la linea geminal.

Un "polimorfismo de un Unico nucledtido” o "SNP" se refiere a una uUnica posicién de base en una molécula de ARN
o ADN (por ejemplo, un polinucleétido), en que existen diferentes alelos o nucleétidos alternativos en una poblacion.
La posicion del SNP (mencionado indistintamente en este documento como SNP, sitio SNP, locus SNP) esta
habitualmente precedida y seguida por secuencias altamente conservadas del alelo (por ejemplo, secuencias que
varian en menos de 1/100 o 1/1000 miembros de las poblaciones). Un individuo puede ser homocigético o
heterocigético para un alelo en cada posicion SNP.

La expresion "variacion de aminoacido" se refiere a un cambio en una secuencia de aminoacidos (por ejemplo, una
insercion, sustitucion o eliminacion de uno o mas aminoacidos, tal como una eliminacion interna o un truncamiento N
o C-terminal) respecto a una secuencia de referencia.

El término "variacion" se refiere a una variacion nucleotidica o una variacion de aminoacido.

La expresidon "una variacién genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un SNP", "una variacién
nucleotidica en una posicion nucleotidica correspondiente a un SNP" y variantes gramaticales de las mismas se
refieren a una variacion nucleotidica en una secuencia polinucleotidica en el relativo correspondiente a la posicién
nucleotidica ocupada por el SNP en el genoma. La expresion también abarca la variacion correspondiente en el
complemento de la secuencia de nucledtidos, salvo que se indique de otro modo. En algunas realizaciones la
variacion nucleotidica es una secuencia polinucleotidica asociada a PRO en el relativo correspondiente a la posicion
nucleotidica ocupada por el SNP en el genoma.

La expresion "SNP de la region de desequilibrio del ligamiento" o "SNP de la region LD" se refiere a un SNP
presente en una region especifica de ADN, estando definida dicha regiéon por marcadores apropiados de acido
nucleico/genémicos, por ejemplo, coordenadas o SNP. En una realizacion, una region LD esta definida por una
primera coordenada (por ejemplo, coordenada A) y una segunda coordenada (por ejemplo, coordenada B),
refiriéndose ambas coordenadas al mismo cromosoma. En una realizacion, una region LD esta definida por un
primer SNP (por ejemplo, SNP A) y un segundo SNP (por ejemplo, SNP B). Por tanto, en una realizacion, un SNP de
la region LD se refiere a un SNP localizado en una region de acido nucleico (por ejemplo, region gendémica) que
varia de una primera coordenada hasta una segunda coordenada, o de un primer SNP hasta un segundo SNP. Los
ejemplos de dichas regiones LD y SNP de region LD se muestran en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

El término "matriz" o "micromatriz" se refiere a una disposicion ordenada de elementos en serie hibridables,
preferiblemente sondas polinucleotidicas (por ejemplo, oligonucleétidos) en su sustrato. El sustrato puede ser un
sustrato sdlido, tal como un portaobjetos de vidrio o un sustrato semisdlido, tal como una membrana de
nitrocelulosa.

El término "amplificacion" se refiere al proceso de producir una o mas copias de una secuencia de acido nucleico de
referencia o su complemento. La amplificacidon puede ser lineal o exponencial (por ejemplo, PCR). Una "copia" no
significa necesariamente complementariedad o identidad de secuencia perfecta respecto a la secuencia molde. Por
ejemplo, las copias pueden incluir analogos nucleotidicos tales como desoxiinosina, alteraciones intencionadas de la
secuencia (tales como alteraciones de la secuencia introducidas a través de un cebador que comprende una
secuencia que es hibridable, pero no completamente complementaria al molde) y/o errores de secuencia que se
producen durante la amplificacion.

La expresion "oligonucledtido especifico de alelo" se refiere a un oligonucledtido que hibrida con una region de un
acido nucleico diana que comprende una variacion nucleotidica (generalmente una sustitucion). "Hibridacion
especifica de alelo" significa que, cuando se hibrida un oligonucleétido especifico de alelo con su acido nucleico
diana, un nucledtido en el oligonucledtido especifico de alelo forma pares de base especificas con la variacion
nucleotidica. Un oligonucleétido especifico de alelo con capacidad de hibridacion especifica de alelo con respecto a
una variacion nucleotidica particular se dice que es "especifico para" esa variacion.

La expresion "cebador especifico de alelo” se refiere un oligonucleétido especifico de alelo que es un cebador.

La expresion "ensayo de prolongacion de cebador" se refiere a un ensayo en que se afiaden nucledtidos a un acido
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nucleico, produciendo un acido nucleico mas largo, o "producto de extension", que se detecta directa o
indirectamente. Los nucleétidos pueden afiadirse para prolongar el extremo 5' o 3' del &cido nucleico.

La expresion "ensayo de incorporacion de nucleétidos especifica de alelo” se refiere a un ensayo de prolongacion de
cebador en que un cebador (a) hibrida con un acido nucleico diana en una region que esta 3' o 5' de una variacion
nucleotidica y (b) se prolonga por una polimerasa, incorporando de ese modo en el producto de extension un
nucledtido que es complementario a la variacion nucleotidica.

La expresion "ensayo de prolongacion de cebador especifico de alelo” se refiere a un ensayo de prolongacion de
cebador en que se hibrida un cebador especifico de alelo a un acido nucleico diana y se prolonga.

La expresién "ensayo de hibridacion de oligonucleétido especifico de alelo” se refiere a un ensayo en que (a) un
oligonucledtido especifico de alelo hibrida con un acido nucleico diana y (b) se detecta la hibridacién directa o
indirectamente.

La expresién "ensayo de 5' nucleasa" se refiere a un ensayo en que la hibridacion de un oligonucleétido especifico
de alelo con un acido nucleico diana permite la escisién nucleolitica de la sonda hibridada, produciendo una sefial
detectable.

La expresion "ensayo que emplea balizas moleculares" se refiere a un ensayo en que la hibridacién de un
oligonucledtido especifico de alelo con un acido nucleico diana produce un nivel de sefial detectable que es mayor
que el nivel de sefal detectable emitida por el oligonucleétido libre.

La expresion "ensayo de ligamiento de oligonuclettido” se refiere a un ensayo en que un oligonucleétido especifico
de alelo y un segundo oligonucledtido hibridan adyacentes entre si en un acido nucleico diana y se ligan juntos
(directa o indirectamente a través de nucleétidos intermedios) y el producto de ligamiento se detecta directa o
indirectamente.

La expresion "secuencia diana", "acido nucleico diana" o "secuencia de acido nucleico diana" se refiere en lineas
generales a una secuencia polinucleotidica de interés en que se sospecha o se sabe que reside una variacion
nucleotidica, incluyendo copias de dicho acido nucleico diana generado por amplificacion.

Como se usa en este documento, un sujeto "en riesgo" de desarrollar lupus puede tener o no enfermedad o
sintomas de enfermedad detectables, y puede haber presentado o no enfermedad o sintomas de la enfermedad
detectables antes de los métodos de tratamiento descritos en este documento. "En riesgo" indica que un sujeto tiene
uno o mas factores de riesgo, que son parametros medibles que se correlacionan con el desarrollo de lupus, como
se describe en este documento y sabe en la técnica. Un sujeto que tiene uno o mas de estos factores de riesgo tiene
una mayor probabilidad de desarrollar lupus que un sujeto sin uno o mas de estos factores de riesgo. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, un sujeto "en riesgo" de desarrollar lupus tiene una caracteristica genética que comprende
uno o mas de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otra realizacion, un sujeto "en riesgo" de
desarrollar lupus tiene una caracteristica genética que comprende uno o mas de los SNP expuestos en la tabla 6.

El término "deteccion” incluye cualquier medio de deteccidn, incluyendo deteccidn directa e indirecta.

El término "diagndstico" se usa en este documento para hacer referencia a la identificacion o clasificacion de un
estado molecular o patoldgico, enfermedad o afeccion. Por ejemplo, "diagndstico" puede hacer referencia a la
identificacion de un tipo particular de afeccion de lupus, por ejemplo, SLE. "Diagnostico" también puede hacer
referencia a la clasificacion de un subtipo particular de lupus, por ejemplo, por afectacion tisular/organica (por
ejemplo, nefritis lipica) por caracteristicas moleculares (por ejemplo, una subpoblacion de pacientes caracterizada
por una o mas variaciones genéticas en un gen o region de acido nucleico particular).

La expresion "ayudar al diagndstico" se usa en este documento para hacer referencia a métodos que ayudan a
hacer una determinacién clinica respecto a la presencia, grado u otra caracteristica, de un tipo particular de sintoma
o afeccién de lupus. Por ejemplo, un método de ayuda al diagnéstico de lupus puede comprender medir la cantidad
o detectar la presencia o ausencia de uno o mas SNP en una muestra bioldgica de un individuo. En otro ejemplo, un
método de ayuda al diagndstico de lupus puede comprender medir la cantidad o detectar la presencia de uno o mas
SNP en una muestra biolégica de un individuo.

El término "prondstico” se usa en este documento para hacer referencia a la prediccion de la probabilidad de
sintomas de enfermedad atribuibles a afeccion autoinmunitaria incluyendo, por ejemplo, recidiva, brote y resistencia
a farmacos, de una enfermedad autoinmunitaria tal como lupus. El término "prediccion" se usa en este documento
para hacer referencia a la probabilidad de que un paciente responda de forma favorable o desfavorable a un farmaco
o conjunto de farmacos. En una realizacién, la prediccion se refiere al grado de esas respuestas. En una realizacion,
la prediccion se refiere a si un paciente sobrevivira o mejorara y/o la probabilidad de que un paciente sobreviva o
mejores después del tratamiento, por ejemplo, tratamiento con un agente terapéutico particular o durante un cierto
periodo de tiempo sin recidiva de la enfermedad. Los métodos predictivos de la invencién pueden usarse
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clinicamente para tomar decisiones de tratamiento eligiendo las modalidades de tratamiento méas apropiadas para
cualquier paciente particular. Los métodos predictivos de la presente invencidon son herramientas valiosas en la
prediccion de si un paciente probablemente respondera de forma favorable a un régimen de tratamiento, tal como un
régimen terapéutico dado, incluyendo, por ejemplo, la administracion de un agente terapéutico dado o combinacién,
intervencion quirdrgica, tratamiento con esteroides, etc., o si es probable una supervivencia a largo plazo del
paciente después de un régimen terapéutico. El diagnostico de SLE puede ser de acuerdo con los actuales criterios
del American College of Rheumatology (ACR). La enfermedad activa puede definirse por un criterio del British Isles
Lupus Activity Group (BILAG) "A" o dos criterios BILAG "B". Algunos signos, sintomas u otros indicadores usados
para diagnosticar SLE estan adaptados de: Tan et al. "The Revised Criteria for the Classification of SLE" Arth Rheum
25 (1982) puede ser eritema vespertilio, como eritema en las mejillas, eritema discoide o parches rojos en relieve,
fotosensibilidad tal como reaccion a la luz del sol, que provoca el desarrollo o el aumento de la erupcién cutanea,
Ulceras bucales tales como Uulceras en la nariz o la boca, habitualmente indoloras, artritis, tales como artritis no
erosiva que implica dos o mas articulaciones periféricas (artritis en que los huesos alrededor de las articulaciones no
quedan destruidos) serositis, pleuritis o pericarditis, trastorno renal tal como un exceso de proteinas en la orina
(mayor de 0,5 g/dia o 3+ en tiras reactivas) y/o costras celulares (elementos anémalos derivados de la orina y/o
gldébulos blancos y/o células tubulares del rifion), signos, sintomas u otros indicadores neurologicos, agarrotamiento
(convulsiones) y/o psicosis en ausencia de farmacos o alteraciones metabdlicas que se sabe que causan dichos
efectos, y signos, sintomas u otros indicadores hematoldgicos tales como anemia hemolitica o leucopenia (recuento
de glébulos blancos por debajo de 4000 células por milimetro cubico) o linfopenia (menos de 1500 linfocitos por
milimetro cubico) o trombocitopenia (menos de 100 000 plaquetas por milimetro cubico). La leucopenia y la
linfopenia generalmente deben detectarse en dos o mas ocasiones. La trombocitopenia generalmente debe
detectarse en ausencia de farmacos que se sabe que la induce. La invenciéon no esta limitada a estos signos,
sintomas u otros indicadores de lupus.

Como se usa en este documento, "tratamiento” se refiere a intervencion clinica en un intento por alterar el curso
natural del individuo o la de la célula que se estd tratando, y puede realizarse antes o durante el curso de la
patologia clinica. Los efectos deseados del tratamiento incluyen prevencién de la aparicién o recidiva de una
enfermedad o una afeccion o sintoma de la misma, alivio de una afeccion o sintoma de la enfermedad, disminucion
de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, disminucién de la tasa de progresion de
la enfermedad, mejora o paliacion del estado patolégico y consecucion de la remisién o del prondstico mejorado. En
algunas realizaciones, los métodos y composiciones de la invencién son Uutiles en intentos por retardar el desarrollo
de una enfermedad o trastorno.

Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios,
para conseguir el resultado terapéutico o profilactico deseado. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente
terapéutico puede variar de acuerdo con factores tales como el estado patoldgico, la edad, el género y el peso del
individuo, y la capacidad del anticuerpo de provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente eficaz también es una en que cualquier efecto tdxico o perjudicial del agente terapéutico se
compensa por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una
cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico
deseado. Normalmente, aunque no necesariamente, ya que una dosis profilactica se usa en sujetos antes de o en
una fase prematura de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad
terapéuticamente eficaz.

Un "individuo", "sujeto" o "paciente" es un vertebrado. En ciertas realizaciones, el vertebrado es un mamifero. Los
mamiferos incluyen, aunque sin limitacién, primates (incluyendo seres humanos y primates no humanos) y roedores
(por ejemplo, ratones y ratas). En ciertas realizaciones, un mamifero es un ser humano.

Una "subpoblacién de pacientes" y variaciones gramaticales de la misma, como se usan en este documento, se
refiere a un subconjunto de pacientes caracterizado por tener una o mas caracteristicas medibles y/o identificables
distintivas que distinguen el subconjunto de pacientes de otros en la categoria de enfermedad mas amplia a la que
pertenece. Dichas caracteristicas incluyen subcategorias de enfermedad (por ejemplo, nefritis lUpica), género, estilo
de vida, historial clinico, érganos/tejidos afectados, historial de tratamientos, etc. En una realizacion, una
subpoblacién de pacientes se caracteriza por caracteristicas genéticas, incluyendo variaciones genéticas en
particular las posiciones y/o regiones de nucleétidos (tales como SNP).

El término "muestra", como se usa en este documento, se refiere a una composicién que se obtiene o deriva de un
sujeto de interés que contiene una entidad celular y/o molecular diferente que se tiene que caracterizar y/o
identificar, por ejemplo, basandose en caracteristicas fisicas, bioquimicas, quimicas y/o fisiolégicas. Por ejemplo, la
expresion "muestra de enfermedad" y variaciones de la misma se refiere a cualquier muestra obtenida de un sujeto
de interés que se esperaria o que se sabe que contiene la entidad celular y/o molecular que se tiene que
caracterizar.

Por "muestra tisular o celular" se entiende un conjunto de células similares obtenidas de un tejido de un sujeto o

paciente. La fuente de la muestra tisular o celular puede ser tejido sélido como de una muestra o biopsia o aspirado
organico o tisular fresco, congelado y/o conservado, sangre o cualquier constituyente de la sangre; liquidos
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corporales tales como liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, liquido peritoneal o liquido intersticial; células de
cualquier momento en la gestacion o desarrollo del sujeto. La muestra tisular también puede ser células o lineas
celulares primarias o cultivadas. Opcionalmente, la muestra tisular o celular se obtiene de un tejido/érgano enfermo.
La muestra tisular puede contener compuestos que no estan entremezclados de forma natural con el tejido en la
naturaleza tales como conservantes, anticoagulantes, tamponantes, fijadores, nutrientes, antibiéticos o similares.
Una "muestra de referencia”, "célula de referencia”, "tejido de referencia”, "muestra de control”, "célula de control" o
"tejido de control”, como se usan en este documento, se refiere a una muestra, célula o tejido obtenido de una fuente
que se sabe o0 se cree que no esta afectada con la enfermedad o afeccion para la que se esta usando un método o
composicion de la invencion para identificarla. En una realizacién, una muestra de referencia, una célula de
referencia, un tejido de referencia, una muestra de control, una célula de control o un tejido de control se obtiene de
una parte sana del organismo del mismo sujeto o paciente en que se esta identificando una enfermedad o afeccién
usando una composicion o método de la invencién. En una realizaciéon, una muestra de referencia, una célula de
referencia, un tejido de referencia, una muestra de control, una célula de control o un tejido de control se obtiene de
una parte sana del organismo de un individuo que no es el sujeto o paciente en que se esta identificando una
enfermedad o afeccién usando una composicion o método de la invencion.

Para los fines de este documento una "seccion" de una muestra tisular significa una parte individual o trozo de una
muestra tisular, por ejemplo, una porcion fina de tejido o células cortadas de una muestra tisular. Se entiende que
pueden tomarse multiples secciones de muestras tisulares y someterse a analisis de acuerdo con la presente
invencion, con la condicion de que se entienda que la presente invencién comprende un método por el que se
analiza la misma seccion de muestra tisular a nivel tanto morfolégico como molecular, o se analiza con respecto
tanto a la proteina como al acido nucleico.

Por "correlacionar" o "que se correlaciona” se entiende comparar, de cualquier manera, el rendimiento y/o los
resultados de un primer andlisis o protocolo con el rendimiento y/o los resultados de un segundo andlisis o protocolo.
Por ejemplo, se pueden usar los resultados de un primer andlisis o protocolo en la realizacion de un segundo
protocolo y/o se pueden usar los resultados de un primer analisis o protocolo para determinar si debe realizarse un
segundo analisis o protocolo. Con respecto a la realizacion del andlisis o protocolo de expresion génica, se pueden
usar los resultados del analisis o protocolo de expresion génica para determinar si debe realizarse un régimen
terapéutico especifico.

La palabra "marcador" cuando se usa en este documento, se refiere a un compuesto o composicion que se conjuga
o fusiona directa o indirectamente con un reactivo tal como una sonda de acido nucleico o un anticuerpo y facilita la
deteccion del reactivo con el que esta conjugado o fusionado. El marcador puede ser detectable por si mismo (por
ejemplo, marcadores radioisotdpicos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, puede
catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicion sustrato que es detectable.

Un "medicamento” es un farmaco activo para tratar una enfermedad, trastorno y/o afeccién. En una realizacién, la
enfermedad, trastorno y/o afeccion es lupus o sus sintomas o efectos secundarios.

La expresion "resistencia aumentada" a un agente terapéutico u opcion de tratamiento particular, cuando se usa de
acuerdo con la invencidn, significa respuesta disminuida a una dosis convencional del farmaco o a un protocolo de
tratamiento convencional.

La expresioén "sensibilidad disminuida" a un agente terapéutico u opcion de tratamiento particular, cuando se usa de
acuerdo con la invencion, significa respuesta disminuida a una dosis convencional del agente o a un protocolo de
tratamiento convencional, donde la respuesta disminuida puede compensarse (al menos parcialmente) aumentando
la dosis del agente o la intensidad del tratamiento.

La "respuesta del paciente" puede evaluarse usando cualquier criterio de valoracion que indique un beneficio para el
paciente incluyendo, sin limitacién, (1) inhibicién, en alguna medida, de la progresion de la enfermedad, incluyendo
ralentizacion y detencién completa; (2) reduccion en la cantidad de episodios patoldgicos y/o sintomas; (3) reduccién
en el tamafo de la lesién; (4) inhibicion (es decir, reduccion, ralentizacién o detencion completa) de infiltracion de
células enfermas en 6rganos periféricos y/o tejidos adyacentes; (5) inhibicién (es decir, reduccion, ralentizacion o
detencion completa) de la propagacion de la enfermedad; (6) disminucidn de la respuesta autoinmunitaria que puede
provocar, aunque no necesariamente, la regresion o la ablacién de la lesion de la enfermedad; (7) alivio, en alguna
medida, de uno o mas sintomas asociados con el trastorno; (8) aumento en la duracién de presentacidon sin
enfermedad después del tratamiento; y/o (9) mortalidad disminuida en un punto dado de tiempo después del
tratamiento.

El término "antagonista" se usa en el sentido mas amplio e incluye cualquier molécula que inhiba parcial o
completamente o neutralice una actividad biolégica de un polipéptido, tal como PRO, o que inhiba parcial o
completamente la transcripcion o la traduccion de un acido nucleico que codifica el polipéptido. Las moléculas
antagonistas a modo de ejemplo incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos antagonistas, fragmentos
polipeptidicos, oligopéptidos, moléculas organicas (incluyendo moléculas pequefias) y acidos nucleicos antisentido.
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El término "agonista" se usa en el sentido mas amplio e incluye cualquier molécula que imite parcial o
completamente una actividad biolégica de un polipéptido, tal como PRO, o que aumente la transcripcion o la
traduccién de un acido nucleico que codifica el polipéptido. Las moléculas agonistas a modo de ejemplo, aunque sin
limitacién, anticuerpos agonistas, fragmentos polipeptidicos, oligopéptidos, moléculas organicas (incluyendo
moléculas pequefias), polinucleétidos asociados a PRO, polipéptidos PRO o fusiones PRO-Fc.

Un "agente terapéutico dirigido a PRO o un polinucleétido asociado a PRO" significa cualquier agente que afecte a la
expresion y/o la actividad de PRO o un polinucleétido asociado a PRO incluyendo, aunque sin limitacion, cualquiera
de los agonistas o antagonistas de PRO descritos en este documento, incluyendo dichos agentes terapéuticos que
ya son conocidos en la técnica, asi como aquellos que se desarrollaran posteriormente.

Un "agente terapéutico contra el lupus", un "agente terapéutico eficaz para tratar el lupus" y variaciones gramaticales
de los mismos, como se usan en este documento, se refieren a un agente que cuando se proporciona en una
cantidad eficaz los médicos saben que, se demuestra clinicamente que o se espera que proporcionen un beneficio
terapéutico en un sujeto que tiene lupus. En una realizacion, la expresién incluye cualquier agente que esté
comercializado por un fabricante o se use de otra manera por médicos con licencia, como un agente clinicamente
aceptado que cuando se proporciona en una cantidad eficaz se esperaria que proporcione un efecto terapéutico en
un sujeto que tiene lupus. En una realizacién, un agente terapéutico contra el lupus comprende un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (AINED), que incluye acido acetilsalicilico (por ejemplo, aspirina), ibuprofeno ((Motrin),
naproxeno (Naprosyn), indometacina (Indocin), nabumetona (Relafen), tolmetina (Tolectin) y cualquier otra
realizacion que comprenda uno o mas ingredientes activos terapéuticamente equivalentes y formulacion de los
mismos. En una realizacion, un agente terapéutico contra el lupus comprende acetaminofeno (por ejemplo, Tylenol),
corticosteroides o antipaludicos (por ejemplo, cloroquina, hidroxicloroquina). En una realizacién, un agente
terapéutico contra el lupus comprende un farmaco inmunomodulador (por ejemplo, azatioprina, ciclofosfamida,
metotrexato, ciclosporina). En una realizacién, un agente terapéutico contra el lupus es un agente anti-linfocitos B
(por ejemplo, anti-CD20 (por ejemplo, rituximab), anti-CD22), un agente anti-citocinas (por ejemplo, anti-factor de
necrosis tumoral a, anti-receptor de interleucina-1 (por ejemplo, anakinra), anti-interleucina 10, anti-receptor de
interleucina 6, anti-interferon alfa, anti-estimulador de linfocitos B), un inhibidor de la co-estimulacion (por ejemplo,
anti-CD154, CTLA4-Ig (por ejemplo, abatacept)), un modulador de la energia de linfocitos B (por ejemplo, LIP 394
(por ejemplo, abetimus)). En una realizacion, un agente terapéutico contra el lupus comprende tratamiento hormonal
(por ejemplo, DHEA) y tratamiento anti-hormonal (por ejemplo, el agente anti-prolactina bromocriptina). En una
realizacion, un agente terapéutico contra el lupus es un agente que proporciona inmunoadsorcion, es un factor anti-
complemento (por ejemplo, anti-C5a), vacunacion de linfocitos T, transfeccion celular con cadena zeta del receptor
de linfocitos T o tratamientos con péptidos (por ejemplo, edratida dirigida a idiotipos anti-ADN).

Un agente terapéutico que tiene "aprobacion para su comercializacion" o que se ha "aprobado como agente
terapéutico" o variaciones gramaticales de estas expresiones, como se usan en este documento, se refieren a un
agente (por ejemplo, en forma de una formulacion de farmaco, medicamento) que esta aprobado, tiene licencia, esta
registrado o autorizado por una entidad gubernamental relevante (por ejemplo, agencia, departamento, oficina
reguladora federal, estatal o local) para venderse por y/o a través y/o en beneficio de una entidad comercial (por
ejemplo, una entidad con animo de lucro) para el tratamiento de un trastorno particular (por ejemplo, lupus) o una
subpoblacién de pacientes (por ejemplo, pacientes con nefritis ltpica, pacientes de una etnia, género, estilo de vida,
perfil de riesgo de enfermedad particular, etc.). Una entidad gubernamental relevante incluye, por ejemplo, la Food
and Drug Administration (FDA), European Medicines Evaluation Agency (EMEA) y equivalentes de las mismas.

"Anticuerpos” (Ab) e "inmunoglobulinas" (lg) se refieren a glucoproteinas que tienen caracteristicas estructurales
similares. Aunque los anticuerpos muestran especificidad de union a un antigeno especifico, las inmunoglobulinas
incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas de tipo anticuerpo que generalmente carecen de especificidad
antigénica. Los polipéptidos del ultimo tipo se producen, por ejemplo, a bajos niveles por el sistema linfatico y a
niveles aumentados por mielomas.

Los términos "anticuerpo" y "inmunoglobulina" se usan indistintamente en el sentido mas amplio e incluyen
anticuerpos monoclonales (por ejemplo, anticuerpos monoclonales de longitud completa o intactos), anticuerpos
policlonales, anticuerpos monovalentes, anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos siempre que muestren la actividad biolégica deseada) y también pueden incluir ciertos
fragmentos de anticuerpo (como se describe en mayor detalle en este documento). Un anticuerpo puede ser
quimérico, humano, humanizado y/o de afinidad madurada.

La expresion "anticuerpo anti-PRO" o "un anticuerpo que se une a PRO" se refiere a un anticuerpo que es capaz de
unirse a PRO con suficiente afinidad, de modo que el anticuerpo es util como agente de diagndstico y/o terapéutico
para abordar PRO. Preferiblemente, el grado de unién de un anticuerpo anti-PRO a una proteina que no es PRO no
relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo a PRO medida, por ejemplo, por
un radicinmunoensayo (RIA). En ciertas realizaciones, un anticuerpo que se une a PRO tiene una constante de
disociacion de (Kd) de < 1 yM, < 100 nM, < 10 nM, < 1 nM o < 0,1 nM. En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-
PRO se une a un epitopo de PRO que esta conservado entre PRO de diferentes especies.
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Las expresiones "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo" se usan en este
documento indistintamente para hacer referencia a un anticuerpo en su forma sustancialmente intacta, no a
fragmentos de anticuerpo como se define a continuacion. Las expresiones re refieren particularmente a un
anticuerpo con cadenas pesadas que contienen la region Fc.

Los "fragmentos de anticuerpo” comprende una parte de un anticuerpo intacto, preferiblemente comprendiendo la
region de union a antigeno del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab'), y Fv; diacuerpos, anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; y anticuerpos
multiespecificos formados por fragmentos de anticuerpo.

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, llamados
fragmentos "Fab", cada uno con un Unico sitio de unién a antigeno, y un fragmento "Fc" residual, cuyo nombre refleja
su capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab'), que tiene dos sitios
de combinacién de antigeno y aun es capaz de entrecruzarse con el antigeno.

"Fv" es un fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio de unién a antigeno completo. En una realizacion,
una especie Fv de dos cadenas consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena
ligera en estrecha asociacion no covalente. De forma colectiva, la seis CDR de un Fv confieren especificidad de
unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende
unicamente tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque a
una afinidad inferior que el sitio de unién completo.

El fragmento Fab contiene los dominios variables de cadena pesada y cadena ligera y también contiene el dominio
constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab'
difieren de los fragmentos Fab por la adicion de unos pocos restos en el extremo carboxi del dominio CH1 de
cadena pesada que incluye una o mas cisteinas de la region de bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la denominacion
en este documento para Fab' en que los uno o mas restos de cisteina de los dominios constantes albergan un grupo
tio libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab'), originalmente se produjeron como parejas de fragmentos Fab' que
tienen cisteinas de la bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de
anticuerpo.

Los fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena sencilla" o "scFv" comprenden los dominios VH y VL de anticuerpo,
donde estos dominios estan presentes en una Unica cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido scFv
comprende ademas un conector polipeptidico entre los dominios VH y VL que posibilita que el scFv forme la
estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revision de scFv véase Pluckthun, en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pag. 269-315 (1994).

El término "diacuerpos" se refiere a fragmentos de anticuerpo pequefios con dos sitios de union a antigeno, que son
fragmentos que comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Mediante el uso de un conector que es demasiado
corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se fuerza a los dominios a
emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno. Los
diacuerpos pueden ser bivalentes o biespecificos. Los diacuerpos se describen mas completamente en, por ejemplo,
el documento EP 404,097; el documento WO93/1161; Hudson et al., (2003) Nat. Med. 9:129-134; y Hollinger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993). Los triacuerpos y los tetracuerpos también se describen en
Hudson et al., (2003) Nat. Med. 9:129-134.

La expresion "anticuerpo monoclonal" como se usa en este documento se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que componen la
poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones, por ejemplo, mutaciones de origen natural que pueden
estar presentes en cantidades minimas. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que
no es una mezcla de anticuerpos concretos. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo monoclonal normalmente
incluye un anticuerpo que comprende una secuencia polipeptidica que se une a una diana, donde la secuencia
polipeptidica de unién a la diana se obtuvo por un proceso que incluye la seleccidon de una Unica secuencia
polipeptidica de union a la diana de una pluralidad de secuencias polipeptidicas. Por ejemplo, el proceso de
seleccién puede ser la seleccién de clon unico de una pluralidad de clones, tal como una combinacién de clones de
hibridoma, clones de fago o clones de ADN recombinante. Debe entenderse que una secuencia de union a la diana
seleccionada puede alterarse adicionalmente, por ejemplo, para mejorar la afinidad por la diana, para humanizar la
secuencia de union a la diana, para mejorar su produccién en cultivo celular, para reducir su inmunogenicidad in
vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico, etc., y que un anticuerpo que comprende la secuencia de union a la
diana alterada también es un anticuerpo monoclonal de esta invencion. En contraste con las preparaciones de
anticuerpos policlonales que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpos monoclonales esta dirigido contra un
Unico determinante en un antigeno. Ademas de su especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales
son ventajosas porque normalmente no estan contaminadas por otras inmunoglobulinas.
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El modificador "monoclonal" indica el caracter del anticuerpo que se obtiene de una poblacién sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse como que requiere produccién del anticuerpo por ningun método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a usarse de acuerdo con la presente invencion pueden
prepararse por diversas técnicas, incluyendo, por ejemplo, el método de hibridoma (por ejemplo, Kohler et al.,
Nature, 256: 495 (1975); Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22
ed. 1988); Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981)),
métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.816.567), tecnologias de
presentacién en fagos (véase, por ejemplo, Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.
222: 581-597 (1992); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093
(2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-
2): 119-132(2004), y tecnologias para producir anticuerpos humanos o de tipo humano en animales que tienen
partes de o todos los loci o genes de inmunoglobulina humana que codifican las secuencias de inmunoglobulina
humana (véanse, por ejemplo, los documentos W098/24893; W096/34096; W0O96/33735; W0O91/10741; Jakobovits
et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al.,
Year in Immunol. 7:33 (1993); las patentes de Estados Unidos n.° 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126;
5.633.425; 5.661.016; Marks et al., Bio.Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994);
Morrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature
Biotechnol. 14: 826 (1996) y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Los anticuerpos monoclonales de este documento incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos" en que una
parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homodloga a secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular y que pertenecen a una clase o subclase particular de anticuerpo, mientras que
el resto de la cadena o cadenas es idéntico u homdlogo a secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de
otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de dichos anticuerpos,
siempre que muestren la actividad biolégica deseada (patente de Estados Unidos n.° 4.816.567; y Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6855-9855 (1984)).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo. murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen la secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En una realizaciéon, un anticuerpo
humanizado es una inmunoglobulina humana (anticuerpo destinatario) en que los restos de una region hipervariable
del destinatario se remplazan por restos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo
donante) tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y/o capacidad
deseadas. En algunos casos, los restos de la region flanqueante (FR) de la inmunoglobulina humana se remplazan
por los correspondientes restos no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que
no se encuentran en el anticuerpo destinatario o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones pueden hacerse
para refinar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, un anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todo de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en que todos o sustancialmente
todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente
todas las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente
también comprendera al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una
inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales véase Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et
al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véanse también los siguientes
articulos de revision y las referencias citadas en los mismos: Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol.
1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle y Gross, Curr. Op. Biotech.
5:428-433 (1994).

Un "anticuerpo humano" es uno que comprende una secuencia de aminoacidos correspondiente a la de un
anticuerpo producido por un ser humano y que se ha preparado usando cualquiera de las técnicas para preparar
anticuerpos humanos divulgadas en este documento. Dichas técnicas incluyen el cribado de bibliotecas
combinatorias derivadas de seres humanos, tales como bibliotecas de presentacion en fagos (véase, por ejemplo,
Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) y Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19: 4133-4137 (1991)); el uso
de lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma de raton-humano para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos (véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, pag. 55-93 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et
al., J. Immunol., 147: 86 (1991)); y la generacion de anticuerpos monoclonales en animales transgénicos (por
ejemplo, ratones) que son capaces de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de
produccion enddgena de inmunoglobulina (véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551
(1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255 (1993); Bruggermann et al, Year in Immunol., 7: 33 (1993)). Esta
definicién de un anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de
unién a antigeno de un animal no humano.

Un anticuerpo de "afinidad madurada" es uno con una o mas alteraciones en una o mas CDR del mismo que
provoca una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparaciéon con un anticuerpo precursor que
no posee esas alteraciones. En una realizacién, un anticuerpo de afinidad madurada tiene afinidades nanomolares o
incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos de afinidad madurada se producen por procedimientos
conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 (1992) describe la maduracion de afinidad por
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reordenamiento del dominio VH y VL. La mutagénesis aleatoria de restos HVR y/o flanqueantes se describe por:
Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813 (1994); Schier et al. Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al. J.
Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); y Hawkins et al., J. Mol. Biol.
226:889-896 (1992).

Un "anticuerpo de bloqueo" o un "anticuerpo antagonista" es uno que inhibe o reduce una actividad bioldgica del
antigeno al que se une. Ciertos anticuerpos de bloqueo o anticuerpos antagonistas inhiben parcial o completamente
la actividad bioldgica del antigeno.

Una "molécula pequefia" o "molécula organica pequefia" se define en este documento como una molécula organica
que tiene un peso molecular por debajo de aproximadamente 500 Da.

Un "oligopéptido de unién a PRO" o un "oligopéptido que se une a PRO" es un oligopéptido que es capaz de unirse
a PRO con suficiente afinidad de modo que el oligopéptido sea util como agente de diagnodstico y/o terapéutico para
abordar PRO. En ciertas realizaciones, el grado de unién de un oligopéptido de unién a PRO a una proteina que no
es PRO no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unién a PRO del oligopéptido de union a
PRO medida, por ejemplo, por un ensayo de resonancia de plasmon superficial. En ciertas realizaciones el
oligopéptido de unién a PRO tiene una constante de disociaciéon (Kd) de <1 uM, <100 nM, £10nM, <1nM o
<0,1 nM.

Una "molécula organica de unién a PRO" o "una molécula organica que se une a PRO" es una molécula organica
diferente a un oligopéptido o anticuerpo como se define en este documento, que es capaz de unirse a PRO con
suficiente afinidad de modo que la molécula organica sea util como agente de diagndstico y/o terapéutico para
abordar PRO. En ciertas realizaciones, el grado de unién de una molécula organica de unién a PRO a una proteina
que no es PRO no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unidon a PRO de la molécula
organica de unién a PRO medida, por ejemplo, por un ensayo de resonancia de plasmon superficial. En ciertas
realizaciones, una molécula organica de unién a PRO tiene una constante de disociacion (Kd) de < 1 uM, < 100 nM,
<10nM,£1nMo<0,1 nM.

La constante de disociacion (Kd) de cualquier molécula que se une a un polipéptido diana puede medirse
convenientemente usando un ensayo de resonancia de plasmoén superficial. Dichos ensayos pueden emplear un
BIAcore™-2000 o un BlAcore™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de polipéptido diana
inmovilizado a ~ 10 unidades de respuesta (UR). En resumen, se activan chips biodetectores de dextrano
carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) vy
N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El polipéptido diana se diluye con
acetato de socio 10 nM, pH 4,8, hasta 5 pug/ml (~ 0,2 uM) antes de la inyeccion a un caudal de 5 pl/minuto para
conseguir aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de la proteina acoplada. Después de la inyeccion del
polipéptido diana, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos que no han reaccionado. Para las
mediciones de la cinética, se inyectan diluciones en serie de factor dos de la molécula de unién (0,78 nM a 500 nM)
en PBS con Tween 20 (PBST) al 0,05% a 25°C a un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Las tasas de
asociacion (kon) y las tasas de disociacion (Kor) se calculan usando un modelo simple de uniéon de Langmuir de uno a
uno (BlAcore Evaluation Software versidon 3.2) por ajuste simultaneo de los sensogramas de asociacion y
disociacion. La constante de disociacién en equilibrio (Kd) se calcula como la relacién K/ kon. Véase, por ejemplo,
Chen, Y., et al., (1999) J. Mol. Biol. 293:865-881. Si la tasa de asociacion de un anticuerpo excede 108 M-' s*' por el
ensayo de resonancia de plasmoén superficial anterior, entonces la tasa de asociacion puede determinarse usando la
técnica de inactivacion fluorescente que mide el aumento o disminucién en la intensidad de emisién de fluorescencia
(excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm, 16 nm de paso de banda) a 25 °C de un anticuerpo 20 nM (forma Fab) en
PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones crecientes de antigeno medidas en un espectrometro, tal como un
espectrometro equipado con detencién de flujo (Aviv Instruments) o un espectrometro SLM-Aminco de la serie 8000
(ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

Un "liposoma" es una vesicula pequefia compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivo, que es
util para el suministro de un agente, por ejemplo, un farmaco a un mamifero. Los componentes del liposoma se
disponen habitualmente en una formacion de bicapa, similar a la disposicion de los lipidos de las membranas
biolégicas.

La palabra "marcador" cuando se usa en este documento se refiere a un compuesto o composicion detectable. El
marcador puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores radioisotdpicos o marcadores fluorescentes)
0, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicion
sustrato que produce un producto detectable. Los radionuclidos que pueden servir como marcadores detectables
incluyen, por ejemplo, 1-131, I-123, 1-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212 y Pd-109.

Una molécula bioldgica "aislada", tal como un &cido nucleico, polipéptido o anticuerpo, es una que se ha identificado
y separado y/o recuperado de al menos un componente de su entorno natural.

Una referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en este documento incluye (y describe) realizaciones que
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se refieren al valor o parametro per se. Por ejemplo, una descripcion que se refiera a "aproximadamente X" incluye
la descripcién de "X".

Se entiende que los aspectos y realizaciones de la realizacion descritos en este documento incluyen "que consiste
en" y/o "que consiste esencialmente en" aspectos y realizaciones.

Il. Técnicas generales para realizar composiciones y métodos de la invencion

En este documento se proporcionan variaciones nucleotidicas asociadas con lupus. Estas variaciones proporcionan
biomarcadores para lupus, y/o predisponen o contribuyen al desarrollo, persistencia y/o progresion del lupus. Por
consiguiente, la invencion divulgada en este documento es util en diversos entornos, por ejemplo, en métodos y
composiciones que se refieren al diagnostico y el tratamiento del lupus.

Deteccién de variaciones genéticas

El &cido nucleico, de acuerdo con cualquier de los métodos anteriores, puede ser ADN gendmico; ARN transcrito de
ADN gendmico; o ADNc generado de ARN. El acido nucleico puede obtenerse de un vertebrado, por ejemplo, un
mamifero. Un acido nucleico se dice que "deriva de" una fuente particular si se obtiene directamente de esa fuente o
si es una copia de un acido nucleico encontrado en esa fuente.

El acido nucleico incluye copias del acido nucleico, por ejemplo, copias que se producen por amplificacion. La
amplificacién puede ser deseable en ciertos, por ejemplo, para obtener una cantidad deseada de material para
detectar variaciones. Por ejemplo, un polinucleétido asociado a PRO o parte del mismo puede amplificarse a partir
de material de acido nucleico. Los amplicones entonces pueden someterse a un método de deteccién de
variaciones, tal como los descritos a continuacién, para determinar si una variacion esta presente en el amplicon.

Pueden detectarse variaciones por ciertos métodos conocidos para los expertos en la materia. Dichos métodos
incluyen, aunque sin limitacion, secuenciacion de ADN; ensayos de prolongacion de cebador, incluyendo ensayos de
incorporacion de nucleétidos especifica de alelo y ensayos de prolongacion de cebador especifico de alelo (por
ejemplo, PCR especifica de alelo, reaccion en cadena de ligamiento (LCR) especifica de alelo y gap-LCR); ensayos
de hibridaciéon de oligonucleétidos especificos de alelo (por ejemplo, ensayos de ligamiento de oligonucleétidos);
ensayos de proteccion de escision en que se usa proteccion contra agentes de escision para detectar bases
emparejadas incorrectamente en duplex de acido nucleico; andlisis de unién de la proteina MutS; analisis
electroforético que compara movilidad de moléculas de acido nucleico variantes y de tipo silvestre; electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, como en, por ejemplo, Myers et al. (1985) Nature 313:495); analisis de
escision por RNasa en pares de bases emparejadas incorrectamente; andlisis de escision quimica o enzimatica de
ADN heteroduplex; espectrometria de masas (por ejemplo, MALDI-TOF); analisis genético de un bit (GBA); ensayos
de 5' nucleasa (por ejemplo, TagMan®); y ensayos que emplean balizas moleculares. Algunos de estos métodos se
analizan en mas detalle a continuacion.

La deteccién de variaciones en acidos nucleicos diana puede conseguirse por clonacién molecular y secuenciacion
de los acidos nucleicos diana usando técnicas bien conocidas en la técnica. Como alternativa, pueden usarse
técnicas de amplificacién tales como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar secuencias de
acido nucleico diana directamente de una preparacion de ADN gendmico de tejido tumoral. La secuencia de acido
nucleico de las secuencias amplificadas entonces puede determinarse y pueden identificarse las variaciones a partir
de las mismas. Las técnicas de amplificaciéon son bien conocidas en la técnica, por ejemplo, la reaccion en cadena
de la polimerasa se describe en Saiki et al., Science 239:487, 1988; patentes de Estados Unidos n.° 4.683.203 y
4.683.195.

La reaccion en cadena de la ligasa, que se conoce en la técnica, también puede usarse para amplificar secuencias
de acido nucleico diana. Véase, por ejemplo, Wu et al., Genomics 4:560-569 (1989). Ademas, también puede usarse
una técnica conocida como PCR especifica de alelo para detectar variaciones (por ejemplo, sustituciones). Véase,
por ejemplo, Ruano y Kidd (1989) Nucleic Acids Research 17:8392; McClay et al. (2002) Analytical Biochem.
301:200-206. En ciertas realizaciones de esta técnica, se usa un cebador especifico de alelo donde el nucleétido 3'
terminal del cebador es complementario a (es decir, es capaz de formar pares de bases especificamente con) una
variacion particular en el acido nucleico diana. Si la variacién particular no esta presente, no se observa un producto
de amplificacién. También puede usarse el sistema de mutacion refractario a amplificacion (ARMS) para detectar
variaciones (por ejemplo, sustituciones). ARMS se describe, por ejemplo, en la publicacion de solicitud de patente
europea n.° 0332435 y en Newton et al., Nucleic Acids Research, 17:7, 1989.

Otros métodos utiles para detectar variaciones (por ejemplo, sustituciones) incluyen, aunque sin limitacion, (1)
ensayos de incorporacion de nucledtidos especifica de alelo, tal como ensayos de prolongacién de una Unica base
(véase, por ejemplo, Chen et al. (2000) Genome Res. 10:549-557; Fan et al. (2000) Genome Res. 10:853-860;
Pastinen et al. (1997) Genome Res. 7:606-614; y Ye et al. (2001) Hum. Mut. 17:305-316); (2) ensayos de
prolongacién de cebador especifico de alelo (véase, por ejemplo, Ye et al. (2001) Hum. Mut. 17:305-316; y Shen et
al. Genetic Engineering News, vol. 23, 15 de marzo de 2003), incluyendo PCR especifica de alelo; (3) ensayos de 5'
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nucleasa (véase, por ejemplo, De La Vega et al. (2002) BioTechniques 32:S48-S54 (que describe el ensayo
TagMan®); Ranade et al. (2001) Genome Res. 11:1262-1268; y Shi (2001) Clin. Chem. 47:164-172); (4) ensayos
que emplean balizas moleculares (véase, por ejemplo, Tyagi et al. (1998) Nature Biotech. 16:49-53; y Mhlanga et al.
(2001) Methods 25:463-71); y (5) ensayos de ligamiento de oligonucleétidos (véase, por ejemplo, Grossman et al.
(1994) Nuc. Acids Res. 22:4527-4534; publicacién de solicitud de patente n.° US 2003/0119004 A1; publicacion
internacional PCT n.° WO 01/92579 A2; y patente de Estados Unidos n.° 6.027.889).

Las variaciones también pueden detectarse por métodos de deteccion de emparejamientos incorrectos. Los
emparejamientos incorrectos son duplex de acido nucleico hibridados que no son un 100 % complementarios. La
ausencia de complementariedad total puede deberse a eliminaciones, inserciones, inversiones o sustituciones. Un
ejemplo de un método de deteccién de emparejamientos incorrectos es el ensayo de deteccién de reparacion de
emparejamiento incorrectos (MRD) descrito, por ejemplo, en Faham et al, Proc. Natl Acad. Sci. USA
102:14717-14722 (2005) y Faham et al., Hum. Mol. Genet. 10:1657-1664 (2001). Otro ejemplo de una técnica de
escision de emparejamiento incorrecto es el método de proteccion de RNasa, que se describe en detalle en Winter
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:7575, 1985, y Myers et al., Science 230:1242, 1985. Por ejemplo, un método de
la invencion puede implicar el uso de una ribosonda marcada que es complementaria al acido nucleico diana de tipo
silvestre humano. La ribosonda y el acido nucleico diana derivado de la muestra tisular se atemperan (hibridan)
juntos y posteriormente se digieren con la enzima RNasa A que es capaz de detectar algunos emparejamientos
incorrectos en una estructura de ARN duplex. Si se detecta un emparejamiento incorrecto por RNasa A, escinde en
el sitio del emparejamiento incorrecto. Por tanto, cuando la preparacién de ARN hibridado se separa en una matriz
de gel electroforético, si se ha detectado un emparejamiento incorrecto y se ha escindido por RNasa A, se observara
un producto de ARN que es mas pequefio que el ARN duplex de longitud completa para la ribosonda y el ARNm o
ADN. La ribosonda no tiene que ser la longitud completa del acido nucleico diana, sino que puede ser una parte del
acido nucleico diana, con la condicion de que abarque la posicion sospechosa de tener una variacion.

De una manera similar, pueden usarse sondas de ADN para detectar emparejamientos incorrectos, por ejemplo, a
través de escision enzimatica o quimica. Véase, por ejemplo, Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:4397,
1988; y Shenk et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72:989, 1975. Como alternativa, pueden detectarse
emparejamientos incorrectos por desplazamientos en la movilidad electroforética de duplex emparejados
incorrectamente respecto a duplex emparejados. Véase, por ejemplo, Cariello, Human Genetics, 42:726, 1988. Con
las ribosondas o las sondas de ADN, el acido nucleico diana sospechoso de comprender una variacién puede
amplificarse antes de la hibridacion. También pueden detectarse cambios en el acido nucleico diana usando
hibridaciéon de Southern, especialmente si los cambios son reordenamientos importantes, tales como eliminaciones e
inserciones.

Las sondas de polimorfismos de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) para el acido nucleico o los genes
marcadores adyacentes pueden usarse para detectar variaciones, por ejemplo, inserciones o eliminaciones. Las
inserciones y eliminaciones también pueden detectarse por clonacién, secuencias y amplificacion de un acido
nucleico diana. El analisis de polimorfismos de conformacion monocatenaria (SSCP) también puede usarse para
detectar variaciones de cambio de bases de un alelo. Véase, por ejemplo, Orita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:2766-2770, 1989, y Genomics, 5:874-879, 1989.

Composiciones de la invencion

La invencién proporciona composiciones de polinucleétidos aislados que comprenden un polinucleétido o fragmento
del mismo que comprende un SNP. En una realizacion, el polinucledtido es un polinucleétido asociado a PRO.

En particular, la invencion proporciona composiciones que comprenden conjuntos unicos y/o combinaciones de SNP
que pueden usarse como un perfil o caracteristica genética indicativa de un sujeto en riesgo de desarrollar lupus, o
indicativa de la enfermedad o sintoma o afeccion del mismo. Los polimorfismos divulgados en este documento son
utiles como biomarcadores para evaluar el riesgo de desarrollar lupus, asi como para dianas para el disefio de
reactivos de diagnostico. En algunas realizaciones, el SNP no esta asociado con un gen. En otras realizaciones el
SNP estd asociado con un gen y puede estar localizado en una region intergénica o intragénica y, mas
particularmente, puede estar localizado en una regidn codificante o no codificante. Los genes asociados con un SNP
de la presente invencién pueden estar asociados con un gen desconocido o pueden estar asociados con un gen
conocido, por ejemplo, ITGAM o BLK.

Los SNP identificados en este documento proporcionan dianas para el desarrollo de agentes terapéuticos para su
uso en el diagndstico y tratamiento de pacientes con lupus identificado genéticamente, incluyendo el diagnéstico y el
tratamiento dirigido de subpoblaciones de pacientes con lupus que muestran una caracteristica genética distinta que
comprende uno o mas de los SNP de la presente invencion. Por ejemplo, en una realizacion, los genes que
contienen las variaciones genéticas identificadas en este documento, y el acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN)
asociado con estos genes y proteinas codificadas por estos genes, pueden usarse como dianas para el desarrollo
de agentes terapéuticos (por ejemplo, compuestos de molécula pequefia, anticuerpos, agentes antisentido/iARN,
etc.) o usarse directamente como agentes terapéuticos (por ejemplo, proteinas terapéutica, etc.) para el tratamiento
del lupus.
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Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacidon proporciona un conjunto de uno o mas SNP que forman una
caracteristica genética unica para evaluar el riesgo de desarrollar lupus. En un aspecto, la caracteristica genética
Unica comprende aproximadamente 1-10, 10-20, 20-30, 30-40 o 40-50 SNP seleccionados de cualquiera los SNP
expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En un aspecto, la caracteristica genética unica comprende 1 o mas SNP, 3 o mas SNP, 3 o mas SNP, 4 o mas SNP,
5 0 mas SNP, 6 o mas SNP, 7 o mas SNP, 8 o mas SNP, 9 o mas SNP, 10 o mas SNP, 11 o mas SNP, 12 o mas
SNP, 13 0 mas SNP, 14 o mas SNP, 15 o mas SNP, 16 o mas SNP, 17 o mas SNP, 18 o mas SNP, 19 o mas SNP o
20 o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En un
aspecto, los SNP de la caracteristica genética se seleccionan de la tabla 6. En otro aspecto los SNP se seleccionan
del grupo que consiste en rs9888739, rs13277113, rs7574865, rs2269368, rs6889239, rs2391592 y rs21177770. En
otro aspecto, los SNP se seleccionan del grupo que consiste en rs2187668, rs10488631, rs7574865, rs9888739,
rs13277113, rs2431697, rs6568431, rs10489265, rs2476601, rs2269368, rs1801274, rs4963128, rs5754217,
rs6445975, rs3129860, rs10516487, rs6889239, rs2391592 y rs2177770.

En ofra realizacion, la divulgacion proporciona un polinucleétido aislado (por ejemplo, ADN o ARN) o fragmento del
mismo que es de al menos aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, donde el polinucledtido o fragmento del
mismo comprende: (a) una variacién genética en una posicién nucleotidica correspondiente a la posicion de un
polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) seleccionado de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10,
o (b) el complemento de (a). En una realizacion, el polinucleétido aislado es ADN genémico que comprende un
polimorfismo de un unico nucledtido (SNP) seleccionado de los SNP expuestos en cualquiera de las figuras 1-17 y
las tablas 1-10. En otra realizacion, el polinucledtido aislado es una ARN que comprende un polimorfismo de un
unico nucledtido (SNP) seleccionado de cualquiera de los expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

En una realizacion de la divulgacion, la variacién genética en la region anterior del sitio de inicio de la transcripcion
de la tirosina cinasa linfoide B (BLK) y C8orf13 (cromosoma 8p23.1) esta asociada con riesgo de enfermedad en la
serie de casos/controles tanto estadounidenses como suecos (rs13277113, OR = 1,39, meta P = 1 x 10-'°) y también
con niveles alterados de ARNm en lineas de linfocitos B. En otra realizacion, las variantes en la region de integrina
alfa M (ITGAM) e integrina Alfa X (ITGAX) (cromosoma 16p11.2) estan asociadas con SLE en la muestra combinada
(rs11574637, OR = 1,33, meta P = 3 x 10-""). En una exploracion exhaustiva de todo el genoma en SLE, los autores
de la presente invencion han identificado y después han confirmado a través de replicacion, dos nuevos loci
genéticos: a) un alelo de regién promotora que se correlaciona con expresion reducida de BLK y expresion
aumentada de C8orf13 y b) SNP (o variantes) dentro de la region ITGAM/ITGAX que estan en fuerte desequilibrio
del ligamiento con dos alelos no sinénimos comunes de ITGAM.

En una realizacion, el polinucleétido o fragmento del mismo es de al menos aproximadamente 10 nucleétidos de
longitud, como alternativa de al menos aproximadamente 15 nucleétidos de longitud, como alternativa de al menos
aproximadamente 20 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 30 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 40 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 50 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 60 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 80 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 90 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 100 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 110 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 120 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 130 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 140 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 150 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 160 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 170 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 180 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 190 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 200 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 250 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 300 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 350 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 400 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 450 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 500 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 600 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 700 nucleétidos de longitud, alternativamente de al menos
aproximadamente 800 nucledtidos de longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 900 nucleétidos de
longitud, alternativamente de al menos aproximadamente 1000 nucleétidos de longitud y como alternativa de
aproximadamente la longitud completa de la secuencia codificante. En cualquiera de estas realizaciones, el
fragmento o polinucleétido de longitud completa también puede incluir parte o toda la region flanqueante de origen
natural de un SNP. En este contexto, el término "aproximadamente" significa la longitud de la secuencia de
nucleotidos de referencia mas o menos un 10 % de esa longitud de referencia.

En otra realizacién, la secuencia del polinucleétido comprende una variacion genética dentro de una regién de
desequilibrio del ligamiento, por ejemplo, como se expone en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una
realizacion, la variacion genética esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen
(o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una
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realizacion, el SNP esta en una region no codificante del gen. En una realizacion, el SNP esta en una region
codificante del gen. En oftra realizacion, se proporciona el complemento de cualquiera de los polinucleétidos
anteriores. En otra realizacion, se proporciona un PRO codificado por cualquiera de los polinucleétidos anteriores.

En una realizacion, el polinucledtido aislado proporcionado en este documento esta marcado de forma detectable,
por ejemplo, con un radioisétopo, un agente fluorescente o un agente cromogénico. En ofra realizacion, un
polinucleétido aislado es un cebador. En otra realizacién, un polinucleétido aislado es un oligonucleétido, por
ejemplo, un oligonucledtido especifico de alelo. En otra realizacién, un oligonucleétido puede ser, por ejemplo, de 7-
60 nucledtidos de longitud, 9-45 nucledtidos de longitud, 15-30 nucledtidos de longitud o 18-25 nucledtidos de
longitud. En otra realizacion, un oligonucleétido puede ser, por ejemplo, PNA, morfolino-fosforamidatos, LNA o 2'-
alcoxialcoxi. En este documento se proporcionan oligonucleétidos que son utiles, por ejemplo, como sondas de
hibridacion para la deteccion de variaciones genéticas.

En una realizacién, la divulgacion proporciona una composicion que comprende una pluralidad de polinucledtidos
capaces de hibridar especificamente con al menos 1, 2, 3, 4 o 5 polinucleétidos asociados a PRO, comprendiendo
cada polinucleétido asociado a PRO una variacion genética en una posicion nucleotidica correspondiente a la
posicion de un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10, o complementos de dichos
polinucleétidos asociados a PRO. En una realizacion, los polinucleétidos se proporcionan como una matriz, chip
génico o conjunto de genes (por ejemplo, un conjunto de genes o fragmentos de los mismos, proporcionados por
separado o como una mezcla). En otra realizacion, se proporciona un oligonucleétido especifico de alelo que hibrida
con una regién de un polinucleétido asociado a PRO que comprende una variacion genética (por ejemplo, una
sustitucién). En una realizacion, la variacion genética esta en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion
de un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacion
genética comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. El oligonucleétido
especifico de alelo, cuando se hibrida con una region del polinucledtido asociado a PRO, comprende un nucleétido
que forma pares de bases con la variacidon genética. En otra realizacion, se proporciona el complemento de un
oligonucledtido especifico de alelo. En ofra realizacién, se proporciona una micromatriz que comprende un
oligonucledtido especifico de alelo o su complemento. En otra realizacidn, un oligonucleétido especifico de alelo o su
complemento es un cebador especifico de alelo. En una realizacién, el oligonucleédtido especifico de alelo
comprende una variacion genética en una secuencia polinucleotidica asociada a PRO, donde el polinucleétido
asociado a PRO codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del
ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion
genética esta en ADN gendémico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region reguladora)
comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en
una regién no codificante del gen. En una realizacion, el SNP estd en una region codificante del gen. En otra
realizacién, se proporciona el complemento de cualquiera de los polinucleétidos anteriores.

Un oligonucledtido especifico de alelo puede usarse junto con un oligonucledtido de control que es idéntico al
oligonucledtido especifico de alelo, excepto porque el nucledtido que forma pares especificamente con la variacion
genéticas estda remplazado con un oligonucleétido que forma pares especificamente con el nucleétido
correspondiente presente en el polinucleétido asociado a PRO de tipo silvestre. dichos oligonucleétidos pueden
usarse en ensayos de unidon competitiva en condiciones de hibridacién para permitir que los oligonucleétidos
distingan entre un polinucleétido asociado a PRO que comprende una variacion genética y un polinucleétido
asociado a PRO que comprende el nucledtido correspondiente de tipo silvestre.

Usando métodos rutinarios basados en, por ejemplo, la longitud y la composicion de bases de los oligonucleétidos,
los expertos en la materia pueden llegar a las condiciones de hibridacién adecuadas en las que (a) un
oligonucledtido especifico de alelo se unira preferentemente a un polinucleétido asociado a PRO que comprende
una variacion genética respecto a un polinucleétido asociado a PRO de tipo silvestre, y (b) el oligonuclettido de
control se unira preferentemente a un polinucleétido asociado a PRO de tipo silvestre respecto a un polinucleétido
asociado a PRO que comprende una variacion genética. Las condiciones a modo de ejemplo incluyen condiciones
de alta rigurosidad, por ejemplo, condiciones de hibridacion de EDTA en fosfato salino convencional (SSPE) 5x y
NaDodSO, (SDS) al 0,5 % a 55 °C, seguido por lavado con SSPE 2x y SDS al 0,1 % a 55°C o a temperatura
ambiente. En otra realizacion, se proporciona un agente de unién que se une preferentemente a un PRO que
comprende una variacion de aminoacido, respecto a un PRO de tipo silvestre. En una realizacién, la variacion de
aminoacido es cualquiera producida por una variacidon genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10 (incluyendo, por ejemplo, cualquier SNP especifico
en cualquiera de esta figuras o tablas). En otra realizacion, el agente de unién es un anticuerpo.

Métodos de uso

La invencion también proporciona diversas composiciones adecuadas para su uso en la realizacién de los métodos
de la invencién. En una realizacién, la divulgacién comprende al menos una molécula de acido nucleico util para
detectar una o mas variaciones genéticas como se divulga en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. Dicha molécula de
acido nucleico puede usarse en los métodos de la presente invencion, por ejemplo, para la deteccion, ensayo y
tratamiento de lupus. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico estd adherida a un sustrato sélido
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como se describe en este documento.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona matrices que pueden usarse en los métodos de la presente invencién.
En una realizacién, una matriz de la divulgacién comprende moléculas de acido nucleico individuales o colecciones
de moléculas de acido nucleico Uutiles para detectar una o mas variaciones genéticas. Por ejemplo, una matriz de la
invencion puede comprender una serie de oligonucleétidos especificos de alelo individuales situados de forma
concreta o conjuntos de oligonucleétidos especificos de alelo. Varias técnicas son bien conocidas en la técnica para
adherir &cidos nucleicos a un sustrato solido tal como un portaobjetos de vidrio. Un método es incorporar bases
modificadas o analogos que contengan un resto reactivo que sea capaz de adherirse a un sustrato solido, tal como
un grupo amina, un derivado de un grupo amina u otro grupo con una carga positiva, en las moléculas de acido
nucleico que se sintetizan. El producto sintetizado entonces esta en contacto con un sustrato sélido, tal como un
portaobjetos de vidrio recubierto con un aldehido u otro grupo reactivo. El aldehido u otro grupo reactivo formara un
enlace covalente con el resto reactivo en el producto amplificado, que quedara covalentemente unido al portaobjetos
de vidrio. otros métodos, tales como los que usando quimica superficial de aminopropil silicano también son
conocidos en la técnica.

Una muestra bioldgica, de acuerdo con cualquiera de los métodos anteriores, puede obtenerse usando ciertos
meétodos conocidos para los expertos en la materia. Las muestras biolégicas pueden obtenerse de animales
vertebrados y, en particular, mamiferos. A menudo se usa biopsia tisular para obtener un trozo representativo de
tejido tumoral. Como alternativa, pueden obtenerse células tumorales indirectamente en forma de tejidos o liquidos
que se sabe o se cree que contienen las células tumorales de interés. Por ejemplo, pueden obtenerse muestras de
lesiones de cancer broncopulmonar por reseccion, broncoscopia, aspiracion con aguja fina, cepillados bronquiales o
de esputo, liquido pleural o sangre. Las variaciones en los acidos nucleicos diana (o polipéptidos codificados)
pueden detectarse a partir de una muestra de tumor o de otras muestras corporales tales como orina, esputo o
suero. (Las células cancerosas se desechan de tumores y aparecen en dichas muestras corporales). Cribando
puede dichas muestras corporales, conseguirse un diagnéstico facil y simple para enfermedades tales como cancer.
Ademas, el progreso del tratamiento puede controlarse mas facilmente ensayando dichas muestras corporales para
variaciones en los acidos nucleicos diana (o polipéptidos codificados). Adicionalmente, se conocen en la técnica
métodos para enriquecer una preparacion tisular para las células tumorales. Por ejemplo, el tejido puede aislarse de
secciones en parafina o de criostato. Las células cancerosas también pueden separarse de células normales por
citometria de flujo o microdiseccion de captura laser.

Posterior a la determinacién de que un sujeto, o la muestra tisular o celular comprende una variacién genética
divulgada en este documento, se contempla que puede administrarse una cantidad eficaz de un agente terapéutico
contra el lupus apropiado al sujeto para tratar la afeccién de lupus en el sujeto. El diagnéstico en mamiferos de las
diversas afecciones patoldgicas descritas en este documento puede hacerse por el experto en la materia. Hay
técnicas de diagndstico disponibles en la técnica que permiten, por ejemplo, el diagnéstico o deteccion de lupus en
un mamifero.

Un agente terapéutico contra el lupus puede administrarse de acuerdo con métodos conocidos, tales como
administracion intravenosa, como un bolo o por infusién continua durante un periodo de tiempo, por via
intramuscular, intraperitoneal, intracerebromedular, subcutanea, intraarticular, intrasinobial, intratecal, oral, topica o
por inhalacién. Opcionalmente, la administracion puede realizarse mediante infusién con mini bomba usando
diversos dispositivos disponibles en el mercado.

Las dosificaciones y posologia eficaces para la administracion de agentes terapéuticos contra el lupus pueden
determinarse de forma empirica, y hacer dichas determinaciones pertenecen a las habilidades de la materia. Pueden
emplearse dosificaciones Unicas o multiples. Por ejemplo, una dosificacién o cantidad eficaz de inhibidor de
interferon usado en solitario puede variar de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal o mas por dia. Puede realizarse la escala de las dosificaciones entre especies de una manera conocida en
la técnica, por ejemplo, como se divulga en Mordenti et al., Pharmaceut. Res., 8:1351 (1991).

Cuando se emplea administracién in vivo de un agente terapéutico contra el lupus, las cantidades de dosificacién
normales pueden variar de aproximadamente 10 ng/kg hasta 100 mg/kg de peso corporal del mamifero o mas por
dia, preferiblemente, de aproximadamente 1 pg/kg/dia a 10 mg/kg/dia, dependiendo de la via de administracion. Se
proporcionan directrices en cuanto a las dosificaciones y métodos particulares de suministro en la bibliografia;
véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 4.657.760; 5.206.344; 0 5.225.212. Se prevé que diferentes
formulaciones seran eficaces para diferentes compuestos de tratamiento y diferentes trastornos, que la
administracion dirigida a un 6rgano o tejido, por ejemplo, puede necesitar el suministro de una manera diferente a la
de otro drgano o tejido.

Se contempla que pueden emplearse otros tratamientos adicionales en los métodos. El uno o mas tratamientos
diferentes pueden incluir, aunque sin limitacién, la administracién de esteroides u otros regimenes de tratamiento
habituales para el trastorno en cuestion. Se contempla que dichos otros tratamientos pueden emplearse como un
agente diferente de, por ejemplo, un agente terapéutico contra el lupus dirigido.
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La invencion también proporciona métodos de deteccion de la presencia de lupus, detectando una variacion en un
PRO o polinucleétido asociado a PRO derivado de una muestra bioldgica. En una realizacion, la muestra biolégica
se obtiene de un mamifero sospechoso de tener lupus.

La divulgacion también proporciona métodos de determinacion del genotipo de una muestra biolégica detectando si
una variacion genética esta presente en un polinuclettido asociado a PRO derivado de la muestra biolégica. En una
realizacion, la variacién genética esta en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP
expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En dicha realizacion, la variacion genética comprende
un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otra realizacion, el polinucleétido asociado a
PRO codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento
(por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacién genética esta en
ADN genomico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su regién reguladora) comprende un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en una regién no
codificante del gen. En una realizacién, el SNP esta en una region codificante del gen. En otra realizacion, se sabe
que la muestra biolégica comprende o es sospechosa de comprender un PRO o polinucleétido asociado a PRO que
comprende la variacion. En otra realizacion, la muestra biolégica es una linea celular, por ejemplo, una linea celular
primaria o inmortalizada. En dicha realizacion, el genotipado proporciona una base para clasificar o subclasificar la
enfermedad.

La invenciéon también proporciona métodos de identificacion de células en una muestra biolégica de un mamifero
que se sabe que comprenden o son sospechosas de comprender un PRO o polinucleétido asociado a PRO que
comprende una variacion, detectando la variacion en un PRO o polinucleétido asociado a PRO derivado de las
células de la muestra biolégica. En una realizacién, la variacion es una variacion genética. En una realizacion, la
variacion genética estd en una posicidon nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacién genética comprende un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otra realizacion, el polinucleétido asociado a
PRO codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento
(por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacién genética esta en
ADN genomico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su regién reguladora) comprende un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en una regién no
codificante del gen. En una realizacién, el SNP esta en una region codificante del gen.

La divulgacion también proporciona métodos de diagndstico del lupus en un mamifero, detectando la presencia de
una variacion en un PRO o polinucleétido asociado a PRO derivado de una muestra biolégica obtenida del
mamifero, donde la muestra biolégica se sabe que comprende o es sospechosa de comprender un PRO o
polinucleétido asociado a PRO que comprende la variacion. La divulgacién también proporciona métodos para
ayudar al diagnoéstico del lupus en un mamifero, detectando la presencia de una variacion en un PRO o
polinucleétido asociado a PRO derivado de una muestra biolégica obtenida del mamifero, donde se sabe que la
muestra biolégica comprende o es sospechosa de comprender un PRO o polinucleétido asociado a PRO que
comprende la variacién. En una realizacion, la variacién es una variacion genética. En una realizacion, la variacion
genética esta en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP expuesto en cualquiera de las
figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacion genética comprende un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otra realizacién, el polinucleétido asociado a PRO codifica un
PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como
se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacién, la variacion genética estd en ADN genémico
que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en una region no codificante del
gen. En una realizacion, el SNP esta en una regién codificante del gen.

Pueden usarse diversos algoritmos conocidos en la técnica y descritos en este documento para evaluar el riesgo de
desarrollar lupus y la respuesta al tratamiento. Las variantes asociadas con un fenotipo pueden interactuar de una
manera aditiva dependiente de la dosis alélica. En algunas realizaciones de la invencion, puede usarse un algoritmo
basado en un esquema de estratificacion para evaluar el riesgo de desarrollar lupus, la gravedad de la enfermedad y
la respuesta al tratamiento. Los casos de lupus pueden estratificarse en grupos basandose en el nimero de alelos
de riesgo portados. En una realizacién, el alelo de riesgo se define como el alelo enriquecido en casos de lupus
respecto a los controles de los loci. Por ejemplo, en una realizacion, cuando se enumera un total de 19 alelos de 18
loci, entonces el nimero posible maximo de alelos de riesgo es igual a 38. Como se describe en este documento,
pueden determinarse los casos de lupus estratificados por el nimero de alelos de riesgo y terciles de la distribuciéon
resultante. Los terciles de casos de lupus entonces pueden examinarse para diferencias en la gravedad de la
enfermedad y el riesgo y la respuesta al tratamiento. En otra realizacion, se proporciona un método para predecir si
un sujeto con lupus respondera a un agente terapéutico dirigido a PRO o polinucleétido asociado a PRO
determinando si el sujeto comprende una variacién en un PRO o un polinucleétido asociado a PRO, donde la
presencia de una variacion en un PRO o polinucleétido asociado a PRO indica que el sujeto respondera al agente
terapéutico. En una realizacién, la variacién es una variacién genética. En una realizacion, la variacion genética esta
en una posicién nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y
las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacion genética comprende un SNP expuesto en cualquiera de
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las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otra realizacion, el polinucleétido asociado a PRO codifica un PRO que esta
codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en
las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacidn, la variacion genética esta en ADN gendémico que codifica un
gen (o su regién reguladora), donde el gen (o su regidn reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de
las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en una region no codificante del gen. En una
realizacion el SNP esta en una regién codificante del gen.

La divulgacién también abarca métodos de deteccion de la ausencia o presente en un sujeto, o muestra obtenida del
mismo, de una variacion genética en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicién de un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10 mediante (a) poner en contacto el acido nucleico del sujeto o la
muestra con cualquiera de los polinucleétidos descritos anteriormente en condiciones adecuadas para la formacion
de un completo de hibridacién entre el acido nucleico y el polinucleétido; y (b) detectar si el polinucleétido forma
pares de bases especificamente con el acido nucleico en la posicién nucleotidica. En una realizacion, la variacion
genética esta en una posicidon nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP expuesto en cualquiera de las
figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacion genética comprende un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el polinucleétido asociado a PRO codifica un
PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como
se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion genética esta en ADN genémico
que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en una regién no codificante del
gen. En una realizacion, el SNP esta en una regién codificante del gen.

La divulgacién también proporciona métodos de deteccion de ausencia o presencia de una variacién genética en un
acido nucleico asociado con un PRO mediante (a) poner en contacto el acido nucleico con un oligonucleétido
especifico de alelo que es especifico para la variacién genética en condiciones adecuadas para la hibridacion del
oligonucledtido especifico de alelo con el acido nucleico; y (b) detectar la ausencia o presencia de hibridacion
especifica de alelo. En una realizacion, la variacion genética esta en una posiciéon nucleotidica correspondiente a la
posicion de un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la
variacion genética comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una
realizacion, el polinucleétido asociado a PRO codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una
region de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una
realizacion, la variacion genética esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen
(o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una
realizacion, el SNP esta en una region no codificante del gen. En una realizacion, el SNP esta en una region
codificante del gen. En otra realizacion, el oligonucleétido especifico de alelo es un cebador especifico de alelo.

La divulgacién también proporciona métodos para evaluar la predisposicion de un sujeto a desarrollar lupus
detectando la presencia o ausencia en el sujeto de una variacién en un PRO o polinucleétido asociado a PRO,
donde la presencia de una variaciéon en un PRO o polinucleétido asociado a PRO indica que el sujeto esta
predispuesto a desarrollar lupus. En una realizacion, la variacion es una variacion genética. En una realizacion, la
variacion genética esta en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de SNP expuesto en cualquiera
de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacion genética comprende un SNP
expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En otra realizacion, el polinucleétido asociado a PRO
codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por
ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion genética esta en
ADN genomico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su regién reguladora) comprende un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el SNP esta en una regiéon no
codificante del gen. En una realizacién, el SNP esta en una region codificante del gen.

La divulgacion también proporciona métodos de subclasificacion del lupus en un mamifero, comprendiendo el
método detectar la presencia de una variacién en un polinucledtido asociado a PRO en una posicion nucleotidica
correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) expuesto en cualquiera de las
figuras 1-17 y las tablas 1-10 en una muestra bioldgica obtenida del mamifero, donde se sabe que la muestra
biolégica comprende o es sospechosa de comprender un PRO o polinucleétido asociado a PRO que comprende la
variacion. En una realizacién, la variacion es una variacion genética. En una realizacion, la variacion comprende un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el polinucleétido asociado a
PRO codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento
(por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacién genética esta en
ADN genomico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su regién reguladora) comprende un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el SNP esta en una regiéon no
codificante del gen. En una realizacién, el SNP estd en una regién codificante del gen. En una realizacion, la
subclasificacién se caracteriza por implicacion tisular/organica (por ejemplo, nefritis lupica), género y/o etnia.

En una realizacién de los métodos de deteccion de la invencion, la deteccion comprende realizar un proceso

seleccionado de un ensayo de prolongacién de cebador; un ensayo de prolongacion de cebador especifico de alelo;
un ensayo de incorporacion de nucleétidos especifica de alelo; un ensayo de hibridacion de oligonucleétido
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especifico de alelo; un ensayo de 5' nucleasa; un ensayo que emplea balizas moleculares; y un ensayo de
ligamiento de oligonucleétido.

La divulgacién también proporciona métodos de identificacion de un agente terapéutico eficaz para tratar el lupus en
una subpoblacién de paciente, comprendiendo el método correlacionar la eficacia del agente con la presencia de
una variacion genética en una posicién nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP)
en la subpoblacién de pacientes, donde el SNP es uno de los enumerados en las figuras 1-17 y las tablas 1-10,
identificando de ese modo el agente como eficaz para tratar el lupus en dicha subpoblacién de pacientes. En una
realizacion, la variacién genética esta en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP
expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacién genética
comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el polinucleétido
asociado a PRO codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del
ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion
genética esta en ADN gendémico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region reguladora)
comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el SNP esta en
una region no codificante del gen. En una realizacién, el SNP esta en una regién codificante del gen.

Los métodos de la invencién proporcionan informacion util para determinar las etapas de intervencion clinica
apropiadas, si las hay y segun lo apropiado. Por lo tanto, en una realizacion de un método de la divulgacion, el
método comprende ademas una etapa de intervencion clinica basada en los resultados de la evaluacién de la
presencia o ausencia de una variacién en un PRO o polinucledtido asociado a PRO como se divulga en este
documento. Por ejemplo, la intervencién apropiada puede implicar etapas profilacticas y de tratamiento, o uno o mas
ajustes de cualquiera de las etapas profilacticas o de tratamiento del momento basandose en la informacién genética
obtenida por un método de la invencién.

Como seria evidente para los expertos en la materia, en cualquier método de la invencién, aunque la deteccion de la
presencia de una variacion indicaria positivamente una caracteristica de una enfermedad (por ejemplo, presencia o
subtipo de una enfermedad), la ausencia de deteccién de una variacion también seria informativa, proporcionando la
caracterizacion reciproca de la enfermedad.

La divulgacion también proporciona métodos de amplificacion de un acido nucleico que comprende un polinucleétido
asociado a PRO o se proporciona un fragmento del mismo, donde el polinucleétido asociado a PRO o fragmento del
mismo comprende una variacion genética. En una realizacién, el método comprende (a) poner en contacto el acido
nucleico con un cebador que hibrida con una secuencia 5' o 3' de la variacién genética y (b) prolongar el cebador
para generar un producto de amplificacion que comprende la variacién genética. En una realizacion, el método
comprende ademas poner en contacto el producto de amplificacién con un segundo cebador que hibrida con una
secuencia 5' o 3' de la variacién genética y prolongar el segundo cebador para generar un segundo producto de
amplificaciéon. En una de dichas realizaciones, el método comprende ademas amplificar el producto de amplificacion
y el segundo producto de amplificacion, por ejemplo, por reaccion en cadena de la polimerasa.

En algunas realizaciones, la variacién genética estd en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un
SNP de la presente invencion. En una de dichas realizaciones, la variacion genética comprende un SNP expuesto
en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el polinucleétido asociado a PRO codifica un
PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como
se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion genética esta en ADN genémico
que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en una regién no codificante del
gen. En una realizacion, el SNP esta en una regién codificante del gen.

Otros métodos adicionales de la invencion incluyen métodos de tratamiento del lupus en un mamifero, que
comprenden las etapas de obtener un tejido o una muestra celular del mamifero, examinar el tejido o las células
para la presencia o ausencia de una variacion como se divulga en este documento, y tras determinar la presencia o
ausencia de la variacién en dicho tejido o muestra celular, administrar una cantidad eficaz de un agente terapéutico
apropiado a dicho mamifero. Opcionalmente, los métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un agente
terapéutico contra el lupus dirigido y, opcionalmente, un segundo agente terapéutico (por ejemplo, esteroides, etc.) a
dicho mamifero.

En una realizacién, se proporciona un método de tratamiento del lupus, comprendiendo el método administrar al
sujeto una cantidad eficaz de un antagonista o agonista de PRO. En una realizacion, el sujeto muestra variacion en
un PRO o polinucleétido asociado a PRO. En una realizacién, la variacién es una variacion genética. En una
realizacion, la variacién genética esta en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP
expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una de dichas realizaciones, la variacién genética
comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el polinucleétido
asociado a PRO codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del
ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion
genética esta en ADN gendémico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region reguladora)
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comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el SNP esta en
una region no codificante del gen. En una realizacién, el SNP esta en una regién codificante del gen.

La invencién también proporciona métodos de tratamiento de una afeccion de lupus en un sujeto en el que se sabe
que hay una variacién genética presente en una posicion nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un
unico nucleotido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método administrar al
sujeto un agente terapéutico eficaz para tratar la afeccién. En una realizacion, la variacion comprende un SNP
expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la variacion es un SNP en un
polinucleétido asociado a PRO que codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una region de
desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion,
la variacion genética esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su regién
reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el
SNP esta en una region no codificante del gen. En una realizacion, el SNP esta en una region codificante del gen.

La divulgacién también proporciona métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una afeccion de lupus,
comprendiendo el método administrar al sujeto un agente terapéutico que se sabe que es eficaz para tratar la
afeccién en un sujeto que tiene una variaciéon genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un
polimorfismo de un unico nucledtido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la
variacion comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la
variacion es un SNP en un polinucledtido asociado a PRO que codifica un PRO que esta codificado por una
secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion genética esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su regién
reguladora), donde el gen (o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y
las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en una region no codificante del gen. En una realizacion, el SNP
esta en una region codificante del gen.

La divulgaciéon también proporciona métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una afeccion de lupus,
comprendiendo el método administrar al sujeto un agente terapéutico que previamente ha demostrado ser eficaz
para tratar dicha afeccion en al menos un estudio clinico, donde el agente ese administré a al menos cinco sujetos
humanos que tenian cada uno una variacidn genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un
polimorfismo de un unico nucledtido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la
variacion comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la
variacion es un SNP en un polinucledtido asociado a PRO que codifica un PRO que esta codificado por una
secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion genética esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su regién
reguladora), donde el gen (o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y
las tablas 1-10. En una realizacién, el SNP esta en una region no codificante del gen. En una realizacion, el SNP
estd en una region codificante del gen. En una realizacion, los al menos cinco sujetos tenian dos o mas SNP
diferentes en total para el grupo de al menos cinco sujetos. En una realizacion, los al menos cinco sujetos tenian el
mismo SNP para el grupo completo de al menos cinco sujetos.

La divulgacion también proporciona métodos de tratamiento de un sujeto con lupus que es de una subpoblacion
especifica de pacientes con lupus, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un agente
terapéutico que esta aprobado como agente terapéutico para dicha subpoblacién, donde la subpoblacién se
caracteriza al menos en parte por la asociacién con una variaciébn genética en una posicion nucleotidica
correspondiente a un SNP enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la variacion
comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la variacion es
una SNP en un polinucleétido asociado a PRO que codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro
de una region de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En
una realizacion, la variacion genética esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el
gen (o su region reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En
una realizacién, el SNP esta en una region no codificante del gen. En una realizacién, el SNP esta en una regién
codificante del gen. En una realizacion, la subpoblacion es de ascendencia europea. En una realizacion, la
divulgacién proporciona un método que comprende fabricar un agente terapéutico contra el lupus y envasar el
agente con instrucciones para administrar el agente a un sujeto que tiene o se cree que tiene lupus y que tiene una
variacion genética en una posicion correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) enumerado en
las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, la variacion comprende un SNP expuesto en cualquiera de las
figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la variacién es un SNP en un polinucleétido asociado a PRO que
codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento (por
ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion genética esta en
ADN genomico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su regién reguladora) comprende un
SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacién, el SNP esta en una regiéon no
codificante del gen. En una realizacién, el SNP esta en una region codificante del gen.

La divulgacion también proporciona métodos de especificacion de un agente terapéutico para su uso en una
subpoblacién de pacientes con lupus, comprendiendo el método proporcionar instrucciones para administrar el
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agente terapéutico a una subpoblacion de pacientes caracterizada por una variacién genética en una posicion
correspondiente a un polimorfismo de un uUnico nucleétido (SNP) enumerado en la figura 5-10. En una realizacion, la
variacion comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la
variacion es un SNP en un polinucledtido asociado a PRO que codifica un PRO que esta codificado por una
secuencia dentro de una regiéon de desequilibrio del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10). En una realizacion, la variacion genética esta en ADN gendmico que codifica un gen (o su region
reguladora), donde el gen (o su regidn reguladora) comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y
las tablas 1-10. En una realizacién, el SNP esta en una regién no codificante del gen. En una realizacion, el SNP
esta en una region codificante del gen. En una realizacion, la subpoblacion es de ascendencia europea.

La divulgacion también proporciona métodos para comercializar un agente terapéutico para su uso en una
subpoblacién de pacientes con lupus, comprendiendo el método informar a una audiencia determinada acerca del
uso del agente terapéutico para tratar a la subpoblacion de pacientes caracterizada por la presencia, en pacientes
de dicha subpoblacién, de una variaciéon genética en una posicién correspondiente a un polimorfismo de un Unico
nucleotido (SNP) enumerado en la figura 5-10. En una realizacion, la variacion comprende un SNP expuesto en
cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, la variacion es un SNP en un polinucleétido
asociado a PRO que codifica un PRO que esta codificado por una secuencia dentro de una region de desequilibrio
del ligamiento (por ejemplo, como se expone en las figuras 1-17 y las tablas 1-10). En una realizacién, la variacion
genética esta en ADN gendémico que codifica un gen (o su region reguladora), donde el gen (o su region reguladora)
comprende un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las tablas 1-10. En una realizacion, el SNP esta en
una regién no codificante del gen. En una realizacién, el SNP estd en una region codificante del gen. En una
realizacién de cualquiera de los métodos anteriores que comprenden el uso de un agente terapéutico, dicho agente
comprende un agente terapéutico contra el lupus como se divulga en este documento.

La divulgacién también proporciona métodos para modular la sefializacion a través del receptor de linfocitos B en un
sujeto en el que se sabe que hay una variacion genética presente en una posicién nucleotidica correspondiente a un
polimorfismo de un unico nucledtido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el
método administrar al sujeto un agente terapéutico eficaz para modular la sefializacién a través del receptor de
linfocitos B.

La divulgacion también proporciona métodos para modular la diferenciacion de células Th17 en un sujeto en el que
se sabe que hay variacion genética presente en una posicion nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un
unico nucledtido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método administrar al
sujeto un agente terapéutico eficaz para modular la diferenciacion de células Th17.

Kits

En una realizacion, de la divulgacién, se proporcionan kits. En una realizacion, un kit comprende cualquiera de los
polinucleétidos descritos en este documento, opcionalmente con una enzima. En una realizacién, la enzima es al
menos una enzima seleccionada de una nucleasa, una ligasa y una polimerasa.

En una realizacién, la divulgacion proporciona un kit que comprende una composicién de la invencion e
instrucciones para usar la composicion para detectar el lupus determinando si el genoma de un sujeto comprende
una variacion genética como se divulga en este documento. En una realizacion, la composicion de la divulgacion
comprende una pluralidad de polinucleétidos capaces de hibridar especificamente con al menos 1, 2, 3, 4 0 5
polinucleétidos asociados a PRO, comprendiendo cada polinucleétido asociado a PRO una variacion genética en
una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un SNP expuesto en cualquiera de las figuras 1-17 y las
tablas 1-10, o complementos de dichos polinucleétidos asociados a PRO. En una realizacién, la composicion de la
divulgacién comprende polinucleétidos que codifican al menos una parte de un PRO. En una realizacion, la
composicion de la invencion comprende cebadores de acido nucleico capaces de unirse a y lograr la polimerizacién
(por ejemplo, amplificacion) de al menos una parte de un polinucleétido asociado a PRO. En una realizacion, la
composicion de la divulgacion comprende un agente de unidén (por ejemplo, cebador, sonda) que detecta
especificamente un polinucleétido asociado a PRO (o complemento del mismo) (o producto génico correspondiente).
En una realizacion, la composicion de la divulgacién comprende un agente de union que se une especificamente a al
menos una parte de un PRO. En una realizacion, la divulgacion proporciona un articulo de fabricacion que
comprende un agente terapéutico, combinado con instrucciones para usar el agente para tratar a un paciente con
lupus que tiene una variacion en un polinucleétido asociado a PRO como se divulga en este documento.

Para su uso en las aplicaciones descritas o sugeridas anteriormente, también se proporcionan por la invencién kits o
articulos de fabricacion. Dichos kits pueden comprender un medio de vehiculo que esta compartimentado para
recibir en confinamiento cerrado uno o mas medios de recipiente tales como viales, tubos y similares,
comprendiendo cada uno de los medios de recipiente uno de los elementos diferentes a usar en el método. Por
ejemplo, uno de los medios de recipiente puede comprender una sonda que esta o puede estar marcad de forma
detectable. Dicha sonda puede ser un polinucleétido especifico para un polinucleétido asociado a PRO. Cuando el
kit utiliza hibridacion de &cido nucleico para detectar el acido nucleico diana, el kit también puede tener recipientes
que contienen uno o mas nucleétidos para la amplificacion de la secuencia de acido nucleico diana y/o un recipiente
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que comprende un medio indicador, tal como una proteina de unién a biotina, tal como avidina o estreptavidina,
unido a una molécula indicadora, tal como un marcador enzimatico, fluorescente o radioisotépico.

El kit de la divulgacién normalmente comprendera el recipiente descrito anteriormente y uno o mas recipientes
diferentes que comprenden materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo
tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con instrucciones para su uso. Puede haber una etiqueta
presente en el recipiente para indicar que la composicion se usa para un tratamiento especifico o aplicacion no
terapéutica, y también puede indicar directrices para su uso in vivo o in vitro, tales como los descritos anteriormente.

Los kits de la divulgacion tienen varias realizaciones. Una realizacion tipica es un kit que comprende un recipiente,
una etiqueta en dicho recipiente y una composicion contenida dentro de dicho recipiente; donde la composicién
incluye un agente de deteccion para un PRO o polinucleétido asociado a PRO, la etiqueta en dicho recipiente indica
que la composicion puede usarse para evaluar la presencia del PRO o polinucleétido asociado en PRO en al menos
un tipo de célula de mamifero e instrucciones para usar el agente de deteccion para evaluar la presencia del PRO o
polinucleétido asociado a PRO en al menos un tipo de célula de mamifero. El kit puede comprender ademas un
conjunto de instrucciones y materiales para preparar una muestra tisular y aplicar el anticuerpo y la sonda a la
misma seccion de una muestra tisular. Por ejemplo, un kit puede comprender un recipiente, una etiqueta en dicho
recipiente y una composicién contenida dentro de dicho recipiente; donde la composicién incluye un polinucleétido
que hibrida con un complemento de un polinucleétido asociado a PRO en condiciones rigurosas, la etiqueta en dicho
recipiente indica que la composicién puede usarse para evaluar la presencia de un polinucleétido asociado a PRO
en al menos un tipo de célula de mamifero e instrucciones para usar el polinucleétido para evaluar la presencia de
ARN o ADN asociado a PRO en al menos un tipo de célula de mamifero.

Otros componentes opcionales en el kit incluyen uno o mas tampones (por ejemplo, tampdn de bloqueo, tampon de
lavado, tampdn de sustrato, etc.), otros reactivos tales como sustratos (por ejemplo, cromdgeno) que esta alterado
quimicamente por un marcador enzimatico, solucién de recuperacién de epitopo, muestras de control (controles
positivos y/o negativos), uno o mas portaobjetos de control, etc.

Métodos de comercializacion

La divulgacion de este documento también abarca un método para comercializar un agente terapéutico contra el
lupus o una composicion farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende promover, instruir y/o especificar
a un grupo destinatario, el uso del agente o composiciéon farmacéutica del mismo para tratar a un paciente o
poblacién de pacientes con lupus del que se ha obtenido una muestra que muestra la presencia de una variacién
genérica como se divulga en este documento.

La comercializacion generalmente consigue su comunicacion a través de un medio no personal en que se identifica
el auspiciador y se controla el mensaje. La comercializacion con los fines de este documento incluye publicidad,
relaciones publicas, colocacién del producto, patrocinio, suscripcién y promocion de ventas. Este término también
incluye anuncios informativos patrocinados que aparecen en cualquiera de los medios de comunicacién escritos
disefiados para reclamar a un publico masivo para persuadir, informar, promover, motivar o modificar de otro modo
el comportamiento hacia un patrén favorable de adquisicion, soporte o aprobacion de la invencidon de este
documento.

La comercializacion del método de diagnéstico de este documento puede conseguirse por cualquier medio. Los
ejemplos de medios de comercializacion usados para suministrar estos mensajes incluyen television, radio,
peliculas, revistas, periddicos, internet y vallas publicitarias, incluyendo anuncios, que son mensajes que aparecen
en los medios de difusion.

El tipo de comercializacién usada dependera de muchos factores, por ejemplo, de la naturaleza de la audiencia
determinada a alcanzar, por ejemplo, hospitales, compafias de seguros, clinicas, doctores, enfermeras y pacientes,
asi como consideraciones de coste y las leyes y regulaciones jurisdiccionales relevantes que rigen la
comercializacion de medicamentos y agentes de diagndstico. La comercializacién puede ser individualizada o
personalizada basandose en las caracterizaciones del usuario definidas por la interaccion del servicio y/u otros datos
tales como demografia de usuarios y localizacién geografica.

Los siguientes son ejemplos de los métodos y composiciones de la invencion. Se entiende que pueden ponerse en
practica otras diversas realizaciones, dada la descripcidon general proporcionada anteriormente.

Ejemplos
La informacion bibliografica para las referencias citadas (e indicadas por numero) en los ejemplos 1-3 se

proporcionan al final del ejemplo 3. La informacion bibliografica para las referencias citadas (e indicadas por niumero)
en los ejemplos 4-6 se proporcionan al final del ejemplo 6.
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Ejemplo 1. Materiales y métodos para una exploracion de asociacion de todo el genoma en lupus
eritematoso diseminado

Este ejemplo describe materiales y métodos emprendidos para realizar una exploracion de todo el genoma para SLE
en una muestra grande que comprende 1311 casos de SLE y 3340 controles. De 500 000 variantes, que capturaron
una variacion comun entre un 85 % estimado del genoma humano, se genotiparon 24 y se ensayaron para una
asociacion a SLE.

Sujetos

Se genotiparon las muestras de los casos de SLE de las siguientes colecciones: a) 338 sujetos de la Autoimmune
Biomarkers Collaborative Network (ABCoN), un deposito patrocinado por NIH/NIAMS,? b) 141 sujetos del Multiple
Autoimmune Disease Genetics Consortium (MADGC),?8 c) 613 sujetos de la University of California San Francisco
(UCSF) Lupus Genetics Project'®?” y d) 335 sujetos del University of Pittsburgh Medical Center (UPMC)?® mas 8
muestras recogidas en el The Feinstein Institute for Medical Research. Todos los casos de SLE son
autodenominados caucasicos. El diagndstico de SLE (cumplimiento de cuatro o mas de los criterios definidos por el
American College of Rheumatology (ACR) 2°) se confirmé en todos los casos por revision del registro médico (94 %)
o a través de documentacion escrita de los criterios por los reumatélogos a cargo (6 %). Se recuperaron y tabularon
los datos clinicos en cada institucion. La figura 4 muestra los recuentos y porcentajes para cada uno de los once
criterios de clasificacion del ACR para SLE.?°

Se examind un total de 3583 muestras de control en los analisis de asociacién. Como parte de este proyecto, se
seleccionaron 1861 muestras de control y después se genotiparon para la coleccion del New York Cancer Project
(NYCP)%°, basandose en la etnia autodenominada, el género y la edad. Ademas, se obtuvieron datos de genotipo de
1722 muestras de control de autodenominados caucésicos de la base de datos disponible al publico iControlDB
<www.illumina.com/pages.iimn?ID=231>.

Para la replicacién, se genotiparon muestras de ADN de una coleccion independiente de 793 pacientes suecos de
SLE (todos los cuales cumplian cuatro o mas de los criterios de clasificacion para SLE como se define por el ACR) y
857 individuos suecos sanos de control. Los pacientes eran de clinicas de reumatologia en Lund, Uppsala,
Karolinska (Solna) y Umea University Hospitals’. Los comités de revision institucional de todas las instituciones
colaboradoras aprobaron estos estudios y todos los participantes dieron su consentimiento informado.

Genotipado

Las muestras de control del NYCP (N=1861) se genotiparon en el lllumina HumanHap550 Genotyping BeadChip®'
en el The Feinstein Institute. Se genotiparon 1465 muestras (464 casos, 1001 controles) en el HumanHap550v1 chip
y se genotiparon 1875 muestras (1015 casos, 860 controles) en el HumanHap550v3 chip. Los datos de genotipo de
1452 de estas muestras de control se presentaron a iControlDB y quedaron disponibles al publico antes de la
publicacion. Adicionalmente, se obtuvo un conjunto independiente de 1722 muestras caucasicas genotipadas
usando el HumanHap550 BeadChip de los estudios 66 y 67 del iControlDB <www.illumina.com/pages.imn?ID=231>.
Las muestras de casos se genotiparon en The Feinstein Institute en fases en serie: la serie 1 consistia en 479 de
ABCoN y MADGC, la serie 2 incluia los 613 casos de UCSF y la serie 3 estaba compuesta de 387 casos de UPMC y
The Feinstein Institute. Los 545 080 polimorfismos de un unico nucleétido (SNP) presentes en ambas versiones
HumanHap550 se hicieron avanzar en el andlisis. Las muestras de casos y de control con tasas de éxito promedio
< 80 % a través del chip se volvieron a genotipar.

En la coleccion de replicacion sueca, los SNP rs11574637 y rs13277113 se genotiparon usando ensayos
homogéneos de prolongacién de cebador de una Unica base con deteccién de polarizacién de la fluorescencia en la
plataforma de tecnologia de SNP en Uppsala <www.genotyping.se> y reactivos de Perkin-Elmer.3? La tasa de éxito
de genotipo en las muestras fue de un 96 % y la reproducibilidad fue de un 100 % de acuerdo con los ensayos
duplicados de un 4,6 % de los genotipos. Se genotipd un arbol genealégico CEPH de tercera generacion con 20
miembros en paralelo con las muestras del estudio, y no se observd desviacion de la herencia mendeliana para
cualquiera de los SNP.

Filtros de calidad de datos

Las muestras con una tasa de éxito promedio de <95 % (N=42) o cuando el género informado del individuo era
discordante con el género observado (N=21) se excluyeron del analisis. La identidad por estado (IBS) a través del
genoma se estimo para cada muestra, y las muestras se examinaron para la relacion criptica. Una muestra de cada
par estimado como duplicado o familiar de 1°-3¢" grado se elimin6 (Pi_hat > 0,10 y Z1 20,15, N=161). Tres de estos
pares estaban compuestos de tanto un caso como de un control; se eliminé el control. Los SNP con una frecuencia
en los casos de < 1 % (N=21644) o un HWE P <1 x 10 en los controles (N=2819) se eliminaron del andlisis. Los
SNP con valores faltantes >5 % (N=6074) se eliminaron. Los SNP se ensayaron para la probabilidad de una
diferencia significativa en valores faltantes entre los casos y los controles; los SNP con P <1 x 105 (N=7646) se
eliminaron. Los SNP también se ensayaron para los efectos de lote: por ejemplo, entre muestras ABCoN y todos los
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demas casos; los SNP con P < 1 x 10° (N=13) se eliminaron.

Los valores atipicos de la poblacion se detectaron usando EIGENSTRAT?. Se excluyeron muestras de mas de 6
desviaciones tipicas de la media a lo largo de cualquiera de los 10 componentes principales superiores del analisis
(N=141). Los datos de las muestras de las 3340 muestras de control restantes se asignaron aleatoriamente a cada
serie de caso de SLE de forma proporcionada, produciendo una relacion de control:caso de ~2,5 (tabla 1).

La serie 1 consistia en 411 casos y 1047 controles, la serie 2 estaba compuesta de 595 casos y 1516 controles y la
serie 3 estaba compuesta de 305 casos y 777 controles. Globalmente, un 93 % de los casos eran mujeres y un 62 %
de los controles eran mujeres. No se apreciaron diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre hombres y
mujeres.

Los SNP con > 2 % de pérdida de datos en al menos una serie y cuando los datos perdidos estaban distribuidos de
forma desigual entre los casos y los controles (valores faltantes diferenciales, P < 1 x 10%) se eliminaron (N= 3323).
Los SNP en la region pseudoautosémica del cromosoma X (N=13) no mostraron asociacion significativa y se
excluyeron del analisis adicional. El filtrado de la muestra y el marcador se realizé usando médulos analiticos dentro
del programa informatico PLINK®*. Para cada serie, se hizo avanzar un total de 502 033 SNP a analisis posteriores.

Analisis de datos

La asociacion de todos los SNP a la susceptibilidad a SLE se calcul6 usando tablas de contingencia 2x2. Después
se calculd un factor de inflacion de control (Xgc) gendmico para cada serie de muestras. El factor de inflacion de
control genémico es una medida basada en la mediana de ji cuadrado que refleja si el volumen de la distribucién se
adapta a la hipétesis nula (Xgc=1,0). Un valor de Ay > 1 indica una elevacion de la estadistica de asociacién de ji
cuadrado promedio debido a artefactos técnicos sistémicos o la presencia de estratificacion de la poblacion.
Después de eliminar los datos de baja calidad para minimizar los artefactos técnicos, se apreciaron evidencias de
inflacion para cada serie: 1,14, 1,18 y 1,11, respectivamente, para la serie 1, 2 y 3. Para corregir la presencia de
estratificacion de la poblacion, se calcularon los componentes principales para cada serie usando un subconjunto de
SNP en EIGENSTRAT. Los SNP con MAF de casos <2 % (5011), HWE P de control <1 x 10* (1792) o datos
perdidos > 1 % (50414) se eliminaron, asi como los SNP en regiones de patrones LD andmalos debido a variacion
estructural en los cromosomas 6 (de 24-36 Mb), 8 (8-12 Mb), 11 (42-58 Mb) y 17 (40-43 Mb). Los 440 202 SNP
restantes se usaron para calcular los componentes principales. En cada serie, los cuatro primeros componentes
principales se usaron para ajustar la estadistica de asociacion para los 502 033 SNP. Después del ajuste para la
estratificacién de la poblacion, el Ay para cada serie se aproximé a 1,0 (véase la tabla 1). La estadistica de
asociacion corregida para cada serie se combiné por la fusién ponderada del valor Z que incorpora Ay (figura 12).
Los 50 loci superiores se muestran en la figura 5. Adicionalmente, la estadistica para todos los SNP que pasan los
filtros QC de cada serie y la estadistica de asociacion combinada se han resumido en la tabla (no mostrada).

Para ensayar la heterogeneidad entre los tres estudios de casos-controles para las variantes mas asociadas, se
ejecuto el ensayo de Breslow-Day implementado en PLINK para el SNP con la mejor asociacion en cada una de
estas regiones: HLA DRB, STAT4, IRF5, BLK y ITGAM/ITGAX. No se detectd heterogeneidad significativa (cada P
>0,2).

Las asociaciones entre los SNP individuales y los subfenotipos se calcularon para el conjunto de datos combinado
(figura 9), usando el ensayo de heterogeneidad de Mantel-Haenszel y la relacion de probabilidad combinada
implementada en Stata 9.2 (www.stata.com/). Los valores P calculados no se ajustaron para ensayo multiple, ya que
se sabe que los criterios de la ACR estan correlacionados y una correccion simple de Bonferroni de
a=0,05/11=0,0045 probablemente seria excesivamente conservativa.

Analisis de expresién génica

Las mediciones de expresion génica de lineas de linfocitos B transformadas con virus de Epstein-Barr de 210
individuos HapMap sanos no relacionados de un conjunto de datos disponible al publico (proyecto GENEVAR,
www.sanger.ac.uk/humgen/genevar/) se examinaron para una correlacion con variantes asociadas
significativamente con SLE.% Especificamente, se examind la intensidad media de fluorescencia de 4 mediciones de
sondas para BLK (GI_33469981-S), C8orf13 (G1_32698772-S), ITGAM (GI_6006013-S), IT-GAX (Gl_34452172-S),
ACTB (beta-actina, GI_5016088-S) y GAPDH (Gl_7669491-S) de 60 residentes de Estados Unidos con ascendencia
noreuropea y de Europa occidental (CEU), 60 individuos Yoruba (YRI), 45 chinos Han de Beijing (CHB) y 45
individuos japoneses de Tokio (JPT). Los datos de expresion para BLK, C8orf13, GAPDH y ACTB se estratificaron
por el genotipo de rs13277113 (obtenido de HapMap (www.hapmap.org)), y se midid la significacion de la expresién
diferencial por un ensayo t bilateral asumiendo una varianza igual. Asimismo, los datos de expresion para ITGAM,
ITGAX, GAPDH y ACTB se estratificaron por el genotipo en rs11574637 y se ensayaron para la significacion usando
un ensayo-t. Los datos de expresién normalizados en una escala logaritmica entre las poblaciones HapMap como se
describe por el proyecto GENEVAR produjeron resultados similares a la intensidad media de fluorescencia.

La asociacion de la expresion de BLK y C8orf13 con la variacion cis genética en un conjunto independiente de 400
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linfocitos B transformados con EBV se obtuvo por el examen y la recoleccién de datos de un estudio publicado
recientemente (www.sph.umich.edu/csg/liang/asthma/).3” Especificamente, la asociacion de un sustituto para
rs13277113 (rs4840568) con los niveles de expresion de BLK (sonda 206255_at) y C8orf13 (sonda 226614 _s_at) se
midié como se describe por Dixon et al.3”

Ejemplo 2 identificacion de C8orf13/BLK y ITGAM/ITGAX como novedosos loci de susceptibilidad
Analisis de asociacién de todo el genoma

Un total de 502 033 SNP polimérficos en los chips lllumina pasaron los filtros de control de calidad y se ensayaron
para la asociacion a SLE de un modo estratificado usando 3 series de casos-controles (tabla 1). Se calculé una
estadistica de asociacién combinada por la adicion de los valores Z convertidos de la estadistica de ensayo ji
cuadrado, corregida por EIGENSTRAT, ponderada para el tamafio de la serie y ajustado para el Ag residual de cada
serie (véase métodos).

Se muestra una comparacion de los valores P de metanalisis observados respecto a los valores P para una
distribucion nula en la figura 1. Se observé una desviacion significativa de la distribucion nula en la cola de la
distribucion (figura 1A, rombos negros), que puede indicar la presencia de verdaderas asociaciones positivas. Se
aprecio una fuerte asociacion a SLE para tres loci de riesgo establecidos. En la region de HLA de clase I, rs2187668
es un factor de prondstico casi perfecto del alelo DRB1*0301 %8 y fue la variante mas fuertemente asociada con SLE
en el andlisis combinado (P =3 x 102"). 157 SNP adicionales de la region HLA, muchos de los cuales estan
correlacionados con el alelo DRB1*0301, han observado valores P menores de 5 x 107 (figura 1B). Se observé una
fuerte asociacién con variantes ligadas al haplotipo de riesgo bien validado de factor 5 regulador de interferon (IRF5)
(por ejemplo, rs10488631, P =2x10"").7° Ademas, se observé una asociacion con STAT4 (rs7574865,
P =9x107"). Se presenté una asociacion de STAT4 con SLE y también artritis reumatoide recientemente.'® El
conjunto de datos de SLE en esta ocasién solapa con los del informe previo'®, e incluye 341 casos y 2905 controles
adicionales que no se incluyeron en el analisis previo. Ademas, los valores P para los SNP de STAT4 superiores
presentados en esta ocasion se han corregido para la estratificacion de la poblacion.

Después de eliminar las variantes en HLA, IRF5 y STAT4 del andlisis de ji esperado frente al observado, no se
elimind la desviacion de los valores P de la distribucidn nula (figura 1A, circulos), lo que sugiere la presencia de loci
adicionales de SLE. Como se muestra en la figura 1B, multiples SNP cerca del gen de la tirosina cinasa de linfocitos
B (BLK) y en la region que contiene los genes de integrina alfa M (TGAM) e integrina alfa X (ITGAX) estaban muy
asociados con SLE con el analisis combinado. Ninguno de estos genes o regiones se ha implicado previamente en
la susceptibilidad a SLE.

BLK/C8orf13

Varias variantes del brazo corto del cromosoma 8 (8p23.1) se asociaron con SLE (figura 2, tabla 2, figura 8). El alelo
"A" de rs13277113 estaba muy enriquecido en los casos de SLE estadounidenses respecto a los controles
(P=8x10% OR combinado = 1,39, 95 % C.l. =1,26-1,54). para confirmar esta observacion inicial, se tip6 una
coleccion independiente de 793 casos de SLE y 857 controles coincidentes de Suecia para rs13277113 y también se
observd una asociacion convincente del alelo minoritario "A" con SLE (P=3,6x10% OR=1,33, 95%
C.l. =1,13-1,55; tabla 2). Un metanalisis de rs13277113 usando las muestras tanto estadounidenses como suecas
mostré un P = 1,4 x10"%, que sobrepasa el umbral de significacion riguroso en todo el genoma de asociacion
P<5x1083°

El rs13277113 se situa en el intervalo entre dos genes transcritos en direcciones opuestas: BLK - una tirosina cinasa
de la familia de src que emite sefiales posteriores al receptor de linfocitos B, y C8orf13 - un gen expresado de forma
ubicua de funcién desconocida (figura 2). Ninguna variante de la regién codificante conocida de BLK o CBorf13 esta
en el desequilibrio del ligamiento (LD) con rs13277113.

Se ha demostrado que la variacion genética comun se correlaciona con niveles de expresion génica en cis.83637:40
Para determinar si los SNP promotores asociados podrian influir en la expresion del ARNm de BLK y/o C8orf13, se
consulté un conjunto de datos de expresion génica generado a partir de lineas celulares de linfocitos B
transformados con virus de Epstein-Barr de las 210 muestras HapMap no relacionadas.® Sorprendentemente, el
alelo "A" de riesgo de rs13277113 se asocid con niveles inferiores de expresion de ARNm de BLK (figura 2B). Los
homocigotos para el alelo A mostraron niveles ~ 50 % inferiores de expresion que los homocigotos para el alelo G, y
los heterocigotos A/G tenian niveles intermedios. Curiosamente, la expresion del gen C8orf13 también se
correlacioné con el haplotipo de riesgo, pero en la direccion opuesta. El alelo A de rs13277113 se asocié con mayor
expresion de C8orf13 en las lineas transformadas, mientras que el alelo G se asocié significativamente con
expresion inferior (figura 2C). De nuevo, los heterocigotos A/G mostraron niveles intermedios de expresion. La
expresion de varios ARNm de control (por ejemplo, beta-actina, GAPDH) no vario6 en las lineas celulares basandose
en el genotipo en rs13277113 (figura 6) y se observaron diferencias alélicas constantes en la expresion de BLK en
todas las poblaciones HapMap (figura 7). Estos resultados se confirmaron analizando un conjunto de datos
independiente de expresion génica y SNP de todo el genoma en 400 lineas de linfocitos B transformadas que no son
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HapMap.3” En este conjunto de datos, un marcador correlacionado con rs13277113 (rs4840568, r> = 0,77) se asocio
con expresion disminuida de BLK (P = 8,9 x 10?7, sonda 206255_at) y también expresién aumentada de CBorf13
(P =4,6 x 103, sonda 226614_s_at).

Multiples sitios de unién al factor de transcripcién conservados, incluyendo los motivos para IRF1, PPARG y un
elemento de respuesta estimulado por interferén, estan localizados en la region 5' de BLK y CBorf13. Sin embargo,
ni rs13277113 ni las variantes correlacionadas (r? > 0,5) alteraron los sitios de unién del factor de transcripcion
conocidos u otros motivos de acido nucleico funcionales conocidos. Se concluye que rs13277113, o la variacion
fuertemente asociada con rs13277113, altera el nivel de la expresion de ARNm de BLK'y C8orf13.

ITGAMIITGAX

Las variantes dentro del grupo de los genes de la cadena alfa de integrina en el cromosoma 16 también se
asociaron significativamente con SLE (figura 3, tabla 2). Se observé una asociacion reproducible del alelo "C" de
rs11574637 entre las 3 series de SLE (P =5 x 107, OR = 1,30, 95 % C.I. = 1,17-1,45). De forma importante, el alelo
"C" de rs11574637 mostro un fuerte enriquecimiento similar en la serie de replicacion sueca (P =4 x 107, OR = 1,59,
95 % C.I. = 1,33-1,91; tabla 2) y el metanalisis mostré un P combinado = 3 x 10", Se concluyé que variacién ligada
a rs11574637 marca un alelo de riesgo de SLE confirmado, y que el locus ITGAM/ITGAX contribuye a la
patogénesis de SLE.

El rs11574637 es parte de un gran bloque de SNP correlacionados que abarca ~ 150 kb de varios genes
codificantes incluyendo ITGAM y la parte 5’ de ITGAX (figura 3A). Tanto ITGAM como ITGAX se expresan a niveles
detectables en linfocitos B transformados con EBV, sin embargo, rs11574637 no se correlacionaban
significativamente con niveles de expresiéon de ARNm de ningin gen (datos no mostrados). Es de interés potencial
que el SNP rs11574637 esta correlacionado con 2 variantes no sinénimas de ITGAM. En la poblacién de control, se
correlaciona una variante Pro1146Ser (rs1143678, P =2,5x 10%) con un r? de 0,85 para la variante rs11574637
asociada a la enfermedad. El alelo "C" de rs1143678 y el alelo 1146Ser forma un haplotipo en un 18,2 % de los
cromosomas de control; el alelo "C" también esta presente en un 2 % diferente del haplotipo que carece del alelo
1146Ser. Un segundo alelo no sinénimo (rs1143683, Ala858Val) no se genotipo directamente en el presente estudio,
sino que se correlacion6 fuertemente con Pro1146Ser (r?=0,85 en HapMap CEU). Se requeriran estudios
adicionales para determinar si las variantes no sinénimas de ITGAM o uno o mas alelos adicionales estan
subyacentes a la asociacién dentro de la region ITGAM/ITGAX.

Asociaciones con caracteristicas clinicas de SLE

Finalmente, se examinaron las asociaciones entre los dos SNP superiores, rs11574637 (BLK) y rs13277113
(ITGAM), y la presencia de criterios de ACR individuales, usando las series de casos combinadas 1-3 (figura9 y
véase métodos). La asociacion mas fuerte fue una relacion inversa entre el alelo minoritario rs11574637 y la
presencia de artritis, OR=0,73 (95 % CI =0,59-0,91, P =0,0045). Ambas variantes estaban moderadamente
asociadas con criterios hematologicos: rs11574637, OR=1,21 (95 % CIl =1,00-1,47, P=0,04) y rs13277113,
OR =1,23 (95 % CI = 1,03-1,46, P = 0,02). No se observaron otras asociaciones significativas.

Analisis

El actual esfuerzo describe los resultados de un estudio exhaustivo de asociaciéon de todo el genoma realizado en
SLE. Estudiando una gran cantidad de casos de SLE - 1311 - y un grupo incluso mayor de controles - 3340, se
detectaron los alelos principales que contribuyen al riesgo a SLE. Las fuertes sefiales observadas en la region de
HLA, IRF5y STAT4 sirvieron como controles positivos para el experimento y confirmaron que estos loci estan entre
los factores genéticos mas importantes de esta enfermedad.

La tirosina cinasa BLK de la familia de src es un nuevo gen candidato interesante para SLE. La expresiéon de BLK
esta muy restringida al linaje de linfocitos B.#' La expresion de Blk en ratones se observa por primera vez en el ciclo
de células pro-B tardias, continua a través del desarrollo de linfocitos B y posteriormente esta regulado por
disminucion en linfocitos B plasmaticos.#? Un ratén con el Blk inactivado no tiene fenotipo manifiesto*3, y no se han
realizado estudios funcionales en linfocito B humanos. Sin limitarse a teoria alguna, BLK es una de las tirosinas
cinasas que transducen las sefiales posteriores al receptor de linfocitos B y, quizas, tiene una funcidén redundante en
ratones, dada la ausencia de un fenotipo en los que tienen el gen inactivado. Hay precedentes de diferencias
principales en las especies en la funciéon de las cinasas asociadas al receptor de linfocitos B. Por ejemplo, la
deficiencia de tirosina cinasa (BTK) de Bruton en seres humanos da lugar a agammaglobulinemia asociada al
cromosoma X y una ausencia completa de linfocitos B.** Sin embargo, la deficiencia de Btk en ratones esta asociada
con un fenotipo mucho mas leve, con produccion de linfocitos B maduros que estan funcionalmente alterados.*®

La sefalizacion a través del receptor de linfocitos B es importante para establecer el repertorio de linfocitos B a
través de la induccién de anergia, eliminacién y edicién del receptor durante el desarrollo de linfocitos B.4¢47 Como
se muestra en esta ocasion, el alelo de riesgo en BLK esta asociado con expresion reducida del ARNm de BLK en
lineas de linfocitos B transformados. Sin limitare a teoria alguna, los niveles alterados de proteina de BLK podrian
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influir en los mecanismos de tolerancia en linfocito B, que predisponen a los individuos a autoinmunidad sistémica.
Se ha demostrado recientemente un mecanismo similar para Ly708, uno de los loci genéticos principales en el
modelo de ratdn NZM2410 para lupus.*® Por consiguiente, en una realizacién de la invencion, un experto en la
materia puede usar la informacién proporcionada en este documento para evaluar el efecto del haplotipo de riesgo
sobre la expresion del gen expresado de forma ubicua C8orf13.

Un segundo locus identificado en esta exploracion es ITGAM/ITGAX. Aunque ITGAX no se excluye de la
consideracion basada en el LD fuerte en la regidon que se extiende hasta la parte 5' ITGAX; los datos sugieren que
ITGAM puede ser el gen relevante en la regién. ITGAM (también conocido como CD11b, Mac-1 y el receptor de
tipo 3 del complemento) es una molécula de cadena alfa de integrina bien caracterizada que se expresa por diversos
tipos celulares mieloides, incluyendo células dendriticas, macrofagos, monocitos y neutréfilos.**5! ITGAM forma un
heterodimero con ITGB2 (CD18) y media la adhesion entre los tipos celulares en el sistema inmunitario y la
adhesién de células mieloide al endotelio.5? Los ratones deficientes para ITGAM muestran una progresion
potenciada de la enfermedad e inflamacion en varios modelos de autoinmunidad,33-%% incluyendo lupus y los datos
recientes sugieren que ITGAM puede funcionar normalmente suprimiendo la diferenciacion de Th17,% una ruta que
se ha ligado a la induccién de autoinmunidad. Es de interés que la expresion de GD11b se ha presentado elevada
en los neutrdfilos de pacientes con SLE activo.5” El alelo de riesgo para ITGAM con sus dos alelos no sinénimos
altamente correlacionados puede predisponer a una funcién y/o regulacion de la expresion alterada de la proteina,
contribuyendo de ese modo a autoinmunidad sistémica.

En resumen, los datos actuales identifican dos nuevos loci de susceptibilidad para SLE: BLK/C80rf13 en el
cromosoma 8 y ITGAM/ITGAX en el cromosoma 16. Los genes candidatos mas probables dentro de esto dos loci
son BLK y ITGAM. La identificacion de estos genes proporciona nuevas perspectivas importantes sobre la base
genética de SLE y también sugiere nuevas dianas potenciales para tratamiento.

Ejemplo 3 una exploracion de asociacion de todo el genoma en lupus eritematoso diseminado (SLE) e
identificacion de novedosos loci correlacionados con SLE

En este ejemplo, el conjunto de datos inicial consistia en los casos y los controles del estudio de asociacién de todo
el genoma descrito anteriormente en los ejemplos 1 y 2, con los genotipos de los chips lllumina HumanHap550v1
chips y los chips lllumina HumanHap550v3. El conjunto de datos de los chips lllumina HumanHap550v1 consistia en
555352 SNP en cada uno de los 464 casos y 1962 controles. El conjunto de datos de los chips lllumina
HumanHap550v3 consistia en los 561466 SNP en cada uno de los 971 casos y 1621 controles. Para cada conjunto
de datos se aplicaron filtros de control de calidad de forma similar a la manera descrita anteriormente en los
ejemplos 1y 2. El conjunto de datos resultante de los chips HumanHap550v1 consistia en 534523 SNP en cada uno
de los 422 casos y 1881 controles. El conjunto de datos resultantes de los chips HumanHap550v3 consistia en
549273 SNP en cada uno de los 929 casos y 1558 controles.

El conjunto de datos anterior de los chips lllumina HumanHap550v1 se combind con el conjunto de datos anterior de
los chips HumanHap550v3. El conjunto de datos resultante consistia en 564307 SNP en cada uno de los 1351 casos
y 3439 controles. Este conjunto de datos se combind con los genotipos de los estudios de cancer de mama y de
prostata CGEMS: 553820 SNP en cada una de las 4527 muestras, usadas como controles. El conjunto de datos
resultante consistia en 570099 SNP en cada uno de los 1351 casos y 7966 controles. Se aplicaron filtros de control
de calidad de forma similar a la manera descrita anteriormente en los ejemplos 1 y 2. El conjunto de datos resultante
consistia en 446856 SNP en cada uno de los 1351 caso y 7966 controles.

El conjunto de datos anterior se us6 para atribuir probabilidades de genotipo para cada SNP CEU polimérfico en el
HapMap en fase Il, mediante el programa IMPUTE (www.stats.ox.ac.uk/~marchini/software/gwas/impute.html). Se
uso el tamafio de poblacion eficaz recomendado (-Ne 11418).

La asociacién entre el estado de SLE y cada SNP atribuido se calculé con el programa SNPTEST
(www.stats.ox.ac.uk/~marchini/software/gwas/snptest.html). Se excluyeron los valores atipicos de la poblacion; se
determinaron con el programa EIGENSTRAT, de una manera similar a la descrita anteriormente en los ejemplos 1y
2. Se ensayaron modelos de frecuencia tanto aditivos como generales.
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Ejemplo 4 exploracién de asociacion de todo el genoma en 1310 casos de SLE y 7859 controles
Métodos: informacion de muestra y genotipado de casos de SLE y controles

La seleccién y genotipado de las muestras de casos de SLE se describieron previamente (7). En resumen, se
genotiparon muestras de ADN de a) 338 sujetos de la Autoimmune Biomarkers Collaborative Network (ABCoN), un
deposito fundado por el NIH/NIAMS (2), b) 141 sujetos del Multiple Autoimmune Disease Genetics Consortium
(MADGC) (3), (ABCON + MADGC = serie de casos 1), c) 613 sujetos del University of California San Francisco
(UCSF) Lupus Genetics Project (4, 5) (serie de casos 2) y d) 335 sujetos del University of Pittsburgh Medical Center
(UPMC) (6) mas 8 muestras recogidas en The Feinstein Institute for Medical Research (serie de casos 3) usando la
matriz lllumina 550K. Todos los casos de SLE eran norteamericanos de ascendencia europea, determinada por
autodenominacion. El diagndstico de SLE (cumplimiento de cuatro o mas de los criterios definidos del American
College of Rheumatology (ACR) (7)) se confirmé en todos los casos por revision del registro (94 %) o a través de
documentacion escrita de los criterios de los reumatologos a cargo (6 %). Los datos clinicos para estas series de
casos se presentaron en otra parte (4, 3, 2, 6, 5).

Se examin6 un total de 8147 muestras de control genotipadas usando la matriz lllumina 550K en los analisis de
asociacion. Se usaron tres fuentes para los controles (todos norteamericanos de ascendencia europea: 1861
muestras de la coleccion del New York Health Project (NYHP) (8); 1722 muestras de la base de datos disponible al
publico iControlDB (www.illumina.com/pages.iimn?ID=231); y 4564 muestras del proyecto disponible al publico
Cancer Genetics Markers of Susceptibility (CGEMS) (http://cgems.cancer.gov/). El genotipado de las muestras
NYHP se describié previamente (7).
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Filtros de calidad de datos de genotipo

Se realiz6 un filtrado de muestras y SNP usando modulos analiticos dentro de los programas informaticos PLINK (9)
y EIGENSTRAT (10), como se describe a continuacion.

a) Casos de SLE, muestras NYCP y muestras iControlDB

Se us6 la matriz de SNP lllumina 550K SNP, version 1 (HH550v1) para genotipar 464 casos y 1962 controles y se
uso la matriz de SNP lllumina 550K SNP, versién 3 (HH550v3) para genotipar 971 casos y 1621 controles como se
describe (1). Las muestras en las que el género indicado no coincidia con el género observado (HH550v1: 10,
HH550v3: 11) y las muestras con >5 % de genotipos perdidos (HH550v1: 25, HH550v3: 21) se excluyeron del
andlisis. La relacién criptica entre los casos de SLE y los controles se determiné por la estimacion de la identidad por
estado (IBS) a través del genoma para todas las posibles combinaciones de muestras por pares. Una muestra de
cada par estimado como duplicado o familiar de 1°-3°" grado se excluy6 (Pi_hat 20,10 y Z1 = 0,15; HH550v1: 88,
HH550v3: 73). Los SNP con HWE P <1 x 10 en los controles (HH550v1: 3176, HH550v3: 2240) y los SNP con
> 5% de datos perdidos (HH550v1: 12605, HH550v3: 7137) se eliminaron. Los SNP se ensayaron para una
diferencia significativa en la frecuencia de datos perdidos entre los casos y los controles, y los SNP con P <1 x 10®
en el ensayo de valores faltantes diferencial implementado en PLINK se eliminaron (HH550v1: 5027, HH550v3:
2804). Los SNP también se ensayaron para una diferencia de frecuencia alélica significativa entre los géneros; todos
los SNP tenian P 21 x 10 en los controles. Los datos se examinaron para la presencia de los efectos de lote (por
ejemplo, entre muestras ABCoN y todos los demas casos) y los SNP con una diferencia de frecuencia alélica con un
P <1 x 10? se excluyeron (HH550v1: 18, HH550v3: 10). Las variantes con genotipos haploides heterocigéticos se
establecieron a pérdida (HH550v1: 2305, HH550v3: 875). Ademas, se eliminaron las variantes con una frecuencia
alélica minoritaria < 0,0001 removed (HH550v1: 97, HH550v3: 57).

b) Muestras CGEMS

Para las 2277 muestras de cancer de préstata y, por separado, 2287 muestras de cancer de mama, los genotipos
haploides heterocigéticos se establecieron a pérdida (prostata: 2717, mama: 0). Las muestras en las que el género
presentado no coincidia con el género observado (préstata: 0, mama: 2) y las muestras con > 5 % de datos perdidos
(préstata: 15, mama: 1) se excluyeron. Las muestras se ensayaron para la relacion criptica, como se describe
anteriormente y se elimind una muestra de cada par estimado como duplicado o familiar de 1°-3°" grado (Pi_hat
20,10 y Z1 2 0,15; prostata: 12, mama: 7). Se eliminaron los SNP con un MAF < 0,0001 (prostata: 3254, mama:
2166).

c) Todas las muestras

Se aplicaron filtros adicionales de calidad de datos al conjunto de datos combinado que consistia en todos los casos
de SLE y controles. Se eliminaron los SNP con >5 % de datos perdidos (N=65 421) y las muestras con >5 % de
datos perdidos (N=0). Se realiz6 un ensayo para muestras duplicadas usando 957 SNP independientes con MAF
20,45 y se no se encontraron muestras duplicadas. Se eliminaron los SNP con HWE P <1 x 10 en los controles
(N=2174) y los SNP con> 2 % de datos perdidos (N=5522). Se ensayaron los SNP para una diferencia significativa
en la proporcién de datos perdidos entre los casos y los controles y se eliminaron los SNP con un diferencial de
exceso de datos perdidos (P < 1 x 10, N=16 080). Los SNP se ensayaron para una diferencia significativa entre los
géneros y todos los SNP tuvieron P 21 x 10 en los controles. También se examinaron los SNP para la presencia
de los efectos de lote; en particular, entre las muestras de cancer de mama CGEMS y todos los demas controles, y
entre las muestras de cancer de prostata CGEMS y todos los demas controles y se eliminaron los SNP con P <1 x
10 (N=73). Después de la aplicacion de los filtros de calidad anteriores, permanecieron 480 831 SNP.

Los casos y los controles se ensayaron para la presencia de datos atipicos de la poblacion usando EIGENSTRAT.
Se excluyeron los SNP con MAF < 2 % en los casos (N=16 068), HWE P < 1 x 10 en los controles (N=977) 0 > 1 %
de datos perdidos (N=17 029); los SNP en regiones de patrones de LD anémalos debido a variacion estructural en
los cromosomas 6 (de 24-36 Mb), 8 (8-12 Mb), 11 (42-58 Mb) y 17 (40-43 Mb); y los SNP en la region
pseudoautosémica del cromosoma X (N=12) con el fin de determinar los componentes principales (EIGENSTRAT)
de variacion para detectar los datos atipicos de la poblacién. Las muestras con mas de 6 desviaciones tipicas de la
media a lo largo de cualquiera de los 10 componentes principales superiores se eliminaron (N=148).

El conjunto de datos final tenia 1310 casos, 7859 controles y 480 831 SNP, y el factor de inflacion de control
genodmico (Agc) (77) fue de 1,06 después de la aplicacion de los filtros de calidad de datos anteriores.

Atribucién de genotipos no observados
El desequilibrio del ligamiento extenso presente en el genoma humano permite la interferencia de variantes no
tipadas en ciertas situaciones con un alto grado de confianza. IMPUTE, un programa para atribuir genotipos no

observados en estudios de casos-controles de todo el genoma basados en un conjunto de haplotipos conocidos
(haplotipos HapMap de fase Il, www.hapmap.org), se uso en el analisis
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(www.stats.ox.ac.uk/~marchini/software/gwas/impute.html).

Atribucion de los casos GNE y los controles NYCP, iDB y CGEMS

Después de los filtros de control de calidad, habia 1310 casos GNE, controles 3344 NYCP e iDB, 4515 controles
CGEMS vy 446 856 SNP. El programa IMPUTE (v0.3.1) se ejecutd con el haplotipo CEU, leyendas y archivos de
mapa incluidos alineados para NCBI construccién 35. El tamafio de poblacion eficaz se establecié al valor
recomendado de 11418. No se usé ningun archivo de hebra; se activé la comprobacion de alineacion de hebras en
IMPUTE. Los casos, los controles NYCP e iDB, y los controles CGEMS se atribuyeron por separado, y cada
cromosoma se atribuy6 por separado en su totalidad. Se atribuyeron 2 562 708 SNP.

Se us6 SNPTEST (v1.1.3) para hacer ensayos de asociacion en genotipos tanto reales como atribuidos. Para los
SNP que ya estaban genotipados, se usaron los genotipos reales. El ensayo de asociacion fue el ensayo de
Cochran-Armitage para un efecto genético aditivo, con la opcion "apropiado” para tener en cuenta completamente la
inexactitud de los genotipos. Se mantuvieron Unicamente los SNP con un valor de informacién por encima de 0,50
(es decir, frequentist_add_proper_info >0,50) (2 481 907 SNP [97 %]).

Resultados. Se presenta una lista no redundante de los loci de SLE asociados con SLE (P < 1x10) en el andlisis de
1310 casos y 7859 controles en la tabla 1. Se gener¢ la lista ordenada por rango presentando la variante Unica con
el valor P mas bajo en un intervalo de +/- 100 kb de la generada presentando la variante unica con el valor P mas
bajo en un intervalo de +/- 100 kb del analisis de 2,3 millones de SNP como se describe anteriormente.

Tabla 1: se muestran loci asociados con SLE (P < 1x10%) en el alelo de 1310 casos y 7859 controles. La lista
ordenada por rango se gener6 presentando la variante Unica con el valor P mas bajo en un intervalo de +/- 100 kb
del analisis de 2,3 millones de SNP como se describe. El SNP (dbSNP id), cromosoma, posicion (posicion de los
pares de bases en la construccion 35 del genoma humano), la frecuencia de alelos minoritarios en los casos de SLE
y controles, el valor P de SNPTEST (en un modelo aditivo, que corrige la precision de atribucion), el valor de
informacion de atribucion (una estimacion de la precision de atribucion) y la relacién de probabilidad (con intervalos
de confianza del 95 %).

Frecuencia alélica

Posicion Valor de Proporcion de
(construccién Casos Controles informacion de probabilidad
SNP Cromosoma 35) (N=1310)  (N=7859) P atribucién (95 % c.i.)
2,49E- 1,76
rs2187668 6 32713862 0,190 0,117 24 1,00 (1,58-1,97)
2,37E- 0,59
rs13236009 7 128257124 0,175 0,111 20 0,96 (0,52-0,66)
1,55E- 1,49
rs11889341 2 191769248 0,308 0,230 19 0,97 (1,36-1,64)
1,40E- 0,71
rs6565228 16 31236781 0,041 0,029 11 0,69 (0,56-0,91)
3,80E- 1,31
rs2736345 8 11389894 0,335 0,278 09 0,96 (1,2-1,44)
1,21E- 0,78
rs6889239 5 150437964 0,300 0,251 07 1,00 (0,72-0,86)
2,34E- 0,79
rs2391592 7 27983196 0,531 0,472 07 0,92 (0,72-0,86)
2,54E- 1,37
rs2177770 2 141630291 0,086 0,064 07 0,72 (1,15-1,63)
8,66E- 1,26
rs12039904 1 169943930 0,283 0,238 07 0,95 (1,15-1,39)
1,03E- 0,5
rs4591368 2 71637413 0,008 0,004 06 0,57 (0,3-0,84)
1,10E- 0,79
rs12882608 14 82621870 0,205 0,170 06 0,90 (0,71-0,89)
1,96E- 0,76
rs3024493 1 203332363 0,187 0,148 06 0,96 (0,68-0,85)
2,38E- 0,81
rs11678272 2 42061217 0,313 0,270 06 0,98 (0,74-0,89)
2,77E- 1,35
rs874952 2 65520176 0,121 0,157 06 1,00 (1,19-1,53)
3,01E- 0,7
rs2053482 8 98289410 0,076 0,054 06 0,93 (0,6-0,83)
3,50E- 1,22
rs2431697 5 159812556 0,389 0,438 06 1,00 (1,12-1,33)
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3,55E- 0,72
rs6679677 1 114015850 0,107 0,079 06 0,91 (0,62-0,83)
4,11E- 1,3
rs12445476 16 84548770 0,158 0,196 06 0,99 (1,16-1,46)
4,43E- 1,26
rs2208384 1 232216137 0,212 0,252 06 0,99 (1,14-1,39)
4,47E- ,
rs6879995 5 158447777 0,353 0,304 06 0,92 (0,73-0,88)
4,54E- 0,18
rs10502821 18 39720893 0,003 0,001 06 0,89 (0,07-0,45)
4,84E- 0,79
rs3790565 1 67523377 0,225 0,187 06 1,00 (0,71-0,87)
5,17E- 0,81
rs2024831 6 14822843 0,218 0,185 06 0,92 (0,73-0,9)
5,68E- :
rs2066943 4 85247083 0,013 0,026 06 0,61 (0,34-0,74)
5,69E- 0,75
rs12986652 2 180300843 0,112 0,087 06 0,96 (0,66-0,86)
5,77E- 0,82
rs1196592 18 34246756 0,356 0,312 06 1,00 (0,75-0,89)
5,84E- 1,22
rs7759216 6 106695307 0,425 0,377 06 1,00 (1,12-1,33)
5,97E- ,
rs17484292 1 180031707 0,056 0,040 06 0,75 (0,57-0,85)
6,44E- 1,31
rs1579289 5 107837653 0,134 0,168 06 0,94 (1,15-1,48)
6,65E- 0,76
rs11970105 6 49429182 0,149 0,117 06 0,89 (0,67-0,86)
6,93E- 1,21
rs10082917 12 40285103 0,390 0,346 06 0,94 (1,1-1,32)
8,02E- 1,29
rs7006016 8 29655999 0,110 0,087 06 0,80 (1,11-1,5)
8,63E- 0,67
rs11757479 6 114612099 0,059 0,040 06 0,84 (0,55-0,81)
9,64E- 0,83
rs4968210 17 7398076 0,414 0,368 06 0,94 (0,76-0,9)

Ejemplo 5. Metanalisis de loci de riesgo de SLE presentados en la exploracion de asociacion de GNE
Métodos
Examen de la bibliografia de SLE y los criterios para el loci de SLE confirmados

Un total de 16 alelos cumplian uno de los criterios descritos a continuacién para los loci de riesgo de SLE
confirmados (tabla 2).

1) Loci de riesgo de SLE con al menos 2 informes independientes de P < 1 x 107

Se examino la bibliografia para loci con 2 informes independientes en cohortes de SLE no solapantes con un P <1 x
10%. La investigacion de la bibliografia representa publicaciones anteriores a abril de 2008. Se requiri6 la variante
idéntica (o sustituto con r? > 0,3) que muestra asociacion a SLE con la misma direccién de efecto. Un total de 7
alelos cumplié los requisitos, incluyendo HLA-DRB1*0301 (HLA-DR3,(78, 19)), HLA-DRB1*1501 (HLA-DR2,(18, 19)),
proteina tirosina fosfatasa no receptora de tipo 22 (PTPN22, (20, 21)), factor 5 regulador de interferon (IRF5, (22,
23)), transductor de sefiales y activador de la transcripcion 4 (STAT4, (5, 21)), tirosina cinasa de linfocitos B (BLK,
(21, 1)) e integrina alfa M (ITGAM, (1, 24)). El alelo idéntico o mejor sustituto (r> > 0,85) en la exploracion de
asociacion de todo el genoma de 1310 casos de SLE y 7859 controles descrito en esta ocasion se hizo avanzar en
el andlisis (tabla 2).

2) Loci de riesgo de SLE con un unico informe de P < 1 x 105,

Se realizé una investigacion de bibliografia para loci de riesgo de SLE con un P < 1 x 10 presentado en una Unica
publicacion desde abril de 2008 y se identifico un total de 18 loci.

En 13 de los loci, se genotipo la variante idéntica o sustituto casi perfecto (r>>0,9) en la exploracion de genoma de

1310 casos de SLE y 7859 controles descrita anteriormente (tabla 4). Se realiz6 un metandlisis usando la
metodologia descrita a continuacién para los 13 loci, y 8 de los loci consiguieron un P < 5 x 10, Los loci (marcados
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por un unico gen dentro del locus) que consiguen significancia de todo el genoma incluyen la proteina 1
transformante de tumor de la pituitaria (PTTG1), APG5 de autofagia de tipo 5 (ATG5), proteina rA9 de tipo SR de
uniéon a CTD (KIAA1542), enzima E2L3 de conjugacién a ubiquitina (UBE2L3), dominio PX que contiene
serina/treonina cinasa (PXK), fragmento Fc de IgG, receptor lla de baja afinidad (FCGR2A), superfamilia 4 del factor
de necrosis tumoral (ligando) (TNFSF4) y la proteina estructural de linfocitos B con repeticiones de anquirina 1
(BANK1). La variante que alcanza significancia en todo el genoma en el metanalisis se hizo avanzar en el analisis
(tabla 5, tabla 2). En los 5 loci restantes, la variante presentada o sustituto casi perfecto (r>>0,9) no se genotip6 en la
exploracion de asociacion de todo el genoma de 1310 casos de SLE y 7859 controles SLE (tabla 2). Sin embargo,
una variante en la cinasa 1 asociada al receptor de interleucina-1 (IRAK1) obtuvo un P < 1 x 10 observado y se hizo
avanzar en el analisis (tabla 1).

Metanalisis

La estadistica de asociacion corregida para cada serie se combiné por la suma de los valores Z ponderados para el
tamafio de la cohorte.

Tabla 2. Estadistica de asociacion para 16 alelos de riesgo de SLE confirmados en nuestro GWAS de 1310 casos de
SLE y 7859 controles. Los alelos estan por valor P.

Frecuencia de alelo

Locus Cromosoma SNP Posicion®  Alelo  Caso  Control Valor P Proporcion
(Mb) minori de
tario probabilida
d (95% CI)
1,76
HLA-DR3 6p21.32 rs2187668 32,714 T 0,190 0,117  9,5x1025 (1,58-1,97)
rs1048863 128,18
1,68
IRF5 7q932.1 1 8 191,79 C 0,170 0,109 1,4x 10" (1,50-1,89)
1,48
STAT4 2932.2 rs7574865 0 T 0,312 0,235 2,5x10™ (1,34-1,64)
1,46
ITGAM 16p11.2 rs9888739 31,221 T 0,175 0,127  2,3x10"  (1,31-1,63)
rs1327711
11,387 1,30
BLK 8p23.1 3 159,81 A 0,294 0,242 1,7 x 108 (1,19-1,43)
0,82
PTTG1 5q33.3 rs2431697 3 106,69 C 0,389 0,438 3,3x10° (0,75-0,89)
rs6568431 1,22
ATGS 6921 rs1048926 5 169,96 A 0,423 0,376 55x 10 (1,12-1,32)
1,24
TNFSF4 1925.1 5 8 114,09 C 0,278 0,238 8,7 x 10°® (1,09-1,30)
1,35
PTPN22 1p13.2 rs2476601 0152,71 A 0,116 0,089 8,9x10° (1,18-1,54)
1,29
Xq28 rs2269368 1 158,29 T 0,175 0,141 1,1x10° (1,15-1,45)
0,86
FCGR2A 1923.3 rs1801274 3 A 0,463 0,500 4,1 x10* (0,79-0,94)
0,87
11p15.5 rs4963128 0,580 T 0,303 0,333 3,1x10°% (0,80-0,96)
1,15
UBE2L3 22q11.21 rs5754217 20,264 T 0,215 0,192 6,4 x 103 (1,04-1,27)
1,13
PXK 3p14.3 rs6445975 58,345 G 0,305 0,281 0,010 (1,03-1,23)
1,10
HLA-DR2 6p21.32 rs3129860 32,509 A 0,160 0,147 0,092 (0,98-1,24)
rs1051648 103,10
0,93
BANK1 4924 7 8 A 0,288 0,304 0,096 (0,85-1,01)

*Las posiciones son de NCBI construccion 35.
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Tabla 4. Loci de riesgo de SLE presentados Unicamente una vez con P < 1 x 105 y en que era posible el metanalisis.
Ocho loci obtuvieron un meta P <5 x 104,

Informe GNE GWAS*
Valor r? para alelo Valor Meta
Locus Cromosoma Alelo P Referencia SNP en el informe P P
1,0 x 3,3x 53x
PTTG1 5q33.3 rs2431697 1010 (21) rs2431697 1,00 10-6 10
1,7 x 55x 2,7x
ATGS 6921 rs6568431 108 (21) rs6568431 1,00 106 1012
3,0 x 3,1x 10x
11p15.5 rs4963128 1010 (21) rs4963128 1,00 1073 107
7,5 6,4x 7,3x
UBE2L3 22q11.21 rs5754217 108 (21) rs5754217 1,00 1073 10
7,1x 1,0 x
PXK 3p14.3 rs6445975 10° (21) rs6445975 1,00 0,010 10
6,8 x 41x 39x
FCGR2A 1923.3 rs1801274 107 (21) rs1801274 1,00 104 108
1,0 x 8,7 x
TNFSF4 1925.1 rs12039904 10°% (29) rs10489265 0,91 10©
3,7 X
BANK1 4924 rs10516487 1010 (30) rs10516487 1,00 0,096 --
1,1x 5,1x
NMNAT2 1925.3 rs2022013 107 (21) rs2022013 1,00 0,15 10°
1,9 x 2,0 x
ICA1 7p21.3 rs10156091 107 (21) rs10156091 1,00 0,095 10°
5,4 x 3,6 x
LYN 8q12.1 rs7829816 10° (21) rs7829816 1,00 0,48 103
1,2 x 8,3 x
SCUBE1 22q13.2 rs2071725 107 (21) rs2071725 1,00 0,63 1073
2,9 x
ITPR3 6p21.31 rs3748079 108 (31) rs3748079 1,00 0,95 -

*GNE GWAS: nuestro GWAS de 1310 casos de SLE y 7859 controles.
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Ejemplo 6. Resumen
Resumen de loci de riesgo de SLE

Se identificaron los loci de riesgo de SLE usando dos métodos principales-a) analisis de 1310 casos de SLE y 7859
controles, y b) un metanalisis con los loci de riesgo de SLE presentados previamente.

Se proporcionan una lista no redundante de las variantes con fuerte asociacion a riesgo de SLE (P <1 x 10) en la
tabla 6.

Algoritmo para evaluar el riesgo de SLE y respuesta al tratamiento

Se sabe que las variantes asociadas con un fenotipo interactian de una manera aditiva dependiente de la dosis
alélica (38, 39). En una realizacion a modo de ejemplo, puede usarse el siguiente algoritmo para evaluar el riesgo a
lupus, la gravedad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. Los casos de lupus pueden estratificarse en
grupos basandose en el numero de alelos de riesgo que portan. En esta realizacién a modo de ejemplo, el alelo de
riesgo se identifica como el alelo enriquecido en casos de lupus respecto a los controles de los loci. Por ejemplo, en
la tabla 6, hay un total de 19 alelos de 18 loci, haciendo que el numero posible maximo de alelos de riesgo sea igual
a 38. Pueden determinarse casos de lupus estratificados por el nimero de alelos de riesgo y terciles de la
distribucion resultante. Los terciles de casos de lupus entonces pueden examinarse para las diferencias en la
gravedad de la enfermedad, el riesgo y respuesta al tratamiento.

Tabla 6: Loci de riesgo de lupus

Locus Cromosoma SNP Posicion* (Mb) Valor P Fuente
HLA-DR3 6p21.32 rs2187668 32,714 9,5x 102 Tabla 2
IRF5 7q932.1 rs10488631 128,188 1,4 x 101° Tabla 2
STAT4 2932.2 rs7574865 191,790 2,5x 10" Tabla 2
ITGAM 16p11.2 rs9888739 31,221 2,3x 10" Tabla 2
BLK 8p23.1 rs13277113 11,387 1,7 x 108 Tabla 2
PTTG1 5q33.3 rs2431697 159,813 3,3x10° Tabla 2
ATGS 6921 rs6568431 106,695 5,5x 10 Tabla 2
TNFSF4 1925.1 rs10489265 169,968 8,7 x 10° Tabla 2
PTPN22 1p13.2 rs2476601 114,090 8,9 x 10-° Tabla 2
Xq28 rs2269368 152,711 1,1x10° Tabla 2

FCGR2A 1923.3 rs1801274 158,293 4,1 x10* Tabla 2
11p15.5 rs4963128 0,580 3,1x10°% Tabla 2

UBEZ2L3 22q11.21 rs5754217 20,264 6,4 x103 Tabla 2
PXK 3p14.3 rs6445975 58,345 0,01 Tabla 2
HLA-DR2 6p21.32 rs3129860 32,509 0,092 Tabla 2
BANK1 4q24 rs10516487 103,108 0,096 Tabla 2
TNIP1 5 rs6889239 150,438 2,2x108 Tabla 1
JAZF1 7 rs2391592 27,983 2,3x107 Tabla 1
LRP1B 2 rs2177770 141,630 2,5 x107 Tabla 1

* Posicion cromosémica de la variante en pares de bases en NCBI construccién 35 (Hg17, mayo de 2004) del
genoma humano (http: //www.ncbi.nhn.nih.eov/genome/guide/human/reléase_notes.html#b35)
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Ejemplo 7. Resumen de secuenciacion

Métodos

S. Cunninghame Graham et al., Nature Genetics 40, 83 (2008).
V. Kozyrev et al., Nat Genet 40, 211 (2008).
Oishi et al., J Hum Genet 53, 151 (2008).

O. Jacob et al., Arthritis Rheum 56, 4164 (2007).

El ADN gendmico de 192 pacientes con SLE y 96 controles sanos se amplificé en su genoma completo antes de
volver a secuenciarlo. Se volvié a secuenciar el ADN gendmico de todos los exones y las regiones no codificantes
seleccionadas (2,5 kb de la regién promotora-direccion 5' del exén 1) en la cinasa de linfocitos B (BLK), integrina alfa
M (ITGAM) e integrina alfa X (ITGAX).

Se realiz6 una convocatoria de alelos inicial por el software proporcionado por "Polymorphic". Todos los
polimorfismos codificantes, asi como los alelos no codificantes comunes se verificaron manualmente para confirmar
los éxitos de alelo y crear los archivos de genotipado, usados para el andlisis de asociacion y haplotipos.

Se proporcionan variantes de ITGAM/ITGAX en las tablas 7 y 9 y las tablas 8 y 10. Las variantes de las tablas 7 y 9
no estan presentes en la base de datos dbSNP construccion 129. Las variantes de las tablas 8 y 10 se descubrieron
por secuenciacion de ITGAM/ITGAX y BLK.

Tabla 7: Variantes de los exones y la region promotora de ITGAM e ITGAX.

Frecuencia de alelo

ID Alelo minoritario Cromosoma Posicion Alelo Casos Controles
exén8_GIn246Arg A 16 31192218 A 0,0026 0,005
exén8_Glu247Lys G 16 31192220 G 0,0026 0,005

237T>C_ex17 C 16 31243375 C 0,175 0,174
186G>A_ex20 A 16 31244226 G 0,652 0,62
exon26_Gly1003Glu G 16 31248726 G 0,0026 0,005
3'UTR; insercion de 10 pb  Insercién [GAGTGTGTGC] 16 31250691 G 0,434 NaN
no codificante 1a 329T>C C 16 31250736 C 0,201 NaN

Tabla 8: Variantes de los exones y la region promotora de ITGAM e ITGAX
Frecuencia de alelo

Alelo
ID minoritario Cromosoma Posicion Alelo Casos Controles

rs3764327 T 16 31180630 C 0,736 0,677
rs1143679 A 16 31184312 A 0,144 0,109
rs35314490 A 16 31190665 A 0,155 0,078
rs9939679 C 16 31195622 C 0,16 0,109
rs11861251 C 16 31196897 C 0,17 0,115
rs1143683 T 16 31244389 C 0,827 0,823
rs41321249 A 16 31248925 A 0 0,021
rs7188189 T 16 31250109 C 0,914 0,844
rs1143678 T 16 31250506 C 0,825 0,823
rs4594268 T 16 31250744 T 0,246 NaN

rs9933520 G 16 31250887 G 0,178 0,172
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rs3087796 G 16 31251154 A 0,738 0,635
rs41523147 C 16 31251171 c 0,026 0,005
rs4597342 T 16 31251270 C 0,729 0,661
rs11574633 C 16 31274819 C 0,16 0,115
rs2230429 G 16 31282036 G 0,348 0,271
rs12448775 T 16 31292149 T 0,042 0,031
rs41419150 insercion 16 31251462-31251462 T 0,176 0,102
[CTTTA]
Tabla 9: Variantes de los exones y la region promotora de BLK
Frecuencia de alelo
ID Alelo minoritario Cromosoma Posiciéon Alelo Casos Controles
1120_C>T T 8 11387925 T 0,021 0,005
434 _C>T T 8 11404452 T 0,144 0,12
ex5_112T>C T 8 11443842 T 0,516 0,417
ex9_121T>C T 8 11451476 C 0,829 0,798
ex11_6G>A G 8 11456175 A 0,882 0,818
975_G>A A 8 11456175 G 0,89 0,818
exon6_Trp131Arg T 8 11445099 T 0,0034 0
exon8_Pro237Pro T 8 11450340 T 0,0026 0,005
exon10_Thr325Lys C 8 11452900 Cc 0,0034 0
exon13_Arg474Arg T 8 11458929 T 0,0034 0

Tabla 10: Variantes de los exones y la regién promotora de BLK
Frecuencia de alelo

Alelo
ID minoritario Cromosoma Posicion Alelo Casos Controles

rs10097015 T 8 11458793 T 0,419 0,358
rs1042689 T 8 11459203 T 0,377 0,323
rs1042701 A 8 11459455 G 0,558 0,51
rs11784016 T 8 11404079 C 0,717 0,667
rs1382567 C 8 11388309 T 0,521 0,484
rs1382568 C 8 11388630 C 0,317 0,198
rs1382568 G 8 11388631 A 0,524 0,49
rs2250788 A 8 11389466 G 0,838 0,771
rs2251056 C 8 11386986 A 0,84 0,781
rs2409782 C 8 11404502 C 0,238 0,234
rs2736344 T 8 11388088 C 0,861 0,776
rs2898289 A 8 11455795 A 0,38 0,307
rs4629826 C 8 11404447 G 0,937 0,917
rs4840568 A 8 11388429 A 0,327 0,214
rs4841557 A 8 11452981 A 0,416 0,328
rs4841558 C 8 11453006 C 0,413 0,328
rs4841561 T 8 11456182 T 0,384 0,307
rs4841561 T 8 11456183 T 0,369 0,307
rs55758736 A 8 11442984 A 0,016 0,021
rs56185487 A 8 11443008 A 0,005 0
rs7843987 C 8 11459540 T 0,555 0,521

rs922483 T 8 11389322 T 0,359 0,224
rs9694294 C 8 11388131 G 0,846 0,776
Ejemplo 8

Sujetos y disefio del estudio

Se realizé un estudio de asociacion de todo el genoma para SLE. Se genotiparon 1079 casos de SLE y 1411
controles con el lllumina HumanHap550 Genotyping BeadChip (555 352 SNP). Los casos de SLE eran de tres
cohortes distintas. Las muestras de control se eligieron basandose en el tipado de HLA, etnia, género y edad
disponibles. La mayoria de los controles (todos menos 277) se eligieron de modo que la frecuencia de los haplotipos
de HLA DR2 y DR3 coincidieran con los encontrados en SLE.

Ha habido tres versiones de lllumina HumanHap550. El numero de SNP compartidos entre la version 1y la version 3
es 545 080; unicamente estos SNP se analizaron. La versién 1 se uso6 para todas las muestras de la cohorte 1y la
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cohorte 2 y las 1001 muestras de control. La version 3 se usO para todas las muestras de la cohorte 3 y 410
muestras de control.

Se repitieron los chips con tasas de éxito promedio <80 %. Después de completar todas las repeticiones, se
eliminaron las muestras con tasas de éxito < 90 %.

Las muestras se dividieron inicialmente en dos grupos para el analisis. El primer grupo (grupo 1) consistia en todas
las muestras de la cohorte 1 y la cohorte 2 (466 casos) y 724 muestras de control. El segundo grupo (grupo 2)
consistia en todas las muestras de la cohorte 3 (613 casos) y las 687 muestras de control restantes.

Filtrado en el grupo 1

Las muestras se comprobaron para la concordancia entre el género determinado por el genotipo y los registros
clinicos; se encontré una discrepancia en 10 muestras (3 casos, 7 controles), que se eliminaron del analisis
adicional.

Las muestras entonces se ensayaron para mezcla intercontinental usando el programa STRUCTURE (se puede
acceder al enlace en linea escribiendo "pritch.bsd.uchicago.edu/structure” con ".html" como sufijo) (esencialmente
como se describe en Pritchard et al., Genetics (2000), 155:945-959; Falush et al., Genetics (2003), 164:1567-1587;
Falush et al., Molecular Ecology Notes (2007), doi:10.1111/j.1471-8286.2007.01758.x). El HumanHap550 incluye un
"panel de ensayo de ADN" de 276 SNP que son ideales para determinar el porcentaje de ascendencia para las
poblaciones CEU, YRI y CHB+JPT del proyecto HapMap. (CHB y JPT no podian discriminarse usando estos SNP.)
Unos 274 de los 276 SNP en el panel de ensayo de ADN se genotiparon en todas las poblaciones HapMap; se
ejecutd STRUCTURE con genotipos de estos 274 SNP en el conjunto que consistia en las muestras restantes del
grupo 1 (463 casos, 717 controles) mas una muestra de cada arbol genealdgico en el proyecto HapMap (es decir, 20
muestras CEPH de Utah (CEU), 30 muestras Yoruba (YRI), 45 muestras chinas Han (CHB) y 44 muestras japonesas
(JPT)). Las muestras HapMap se incluyeron como controles positivos y para ayudar al algoritmo de agrupacién. Se
ejecut6  STRUCTURE independientemente tres veces con los mismos parametros: usando el modelo de
ascendencia mezclada y el modelo de frecuencia alélica correlacionado sin informacion precia de la poblacion,
suponiendo tres poblaciones, con 30 000 etapas de inicializacion seguidas por 100 000 etapas de MonteCarlo de
cadenas de Markov. Las tres ejecuciones obtuvieron coeficientes muy similares de ascendencia para cada muestra
y cada muestra HapMap obtuvo > 93,0 % de ascendencia con su origen geografico; cada muestra CEU obtuvo
> 97,0 % de ascendencia CEU. Las muestras que obtuvieron < 90,0 % de ascendencia CEU en cualquier de las tres
ejecuciones (28 casos, 24 controles) se eliminaron del analisis adicional.

Para las muestras restantes (435 casos, 693 controles), los SNP con tasas de éxito < 95 % (23 275 SNP (4 %)) se
eliminaron del analisis adicional. Después, los SNP con probabilidad de Hardy-Weinberg < 0,001 en los controles
(15 622 SNP (3 %)) se eliminaron del andlisis adicional.

Filtrado en el grupo 2

Las muestras no se comprobaron explicitamente para la concordancia entre el género determinado por el genotipo y
los registros clinicos.

Los SNP con tasas de éxito < 95 % (34 998 SNP (6 %)) se eliminaron del andlisis adicional.

Las muestras entonces se ensayaron para mezcla intercontinental usando STRUCTURE, como se describe
anteriormente. Las muestras que obtuvieron < 90,0 % de ascendencia CEU en cualquiera de las tres ejecuciones
(21 casos, 24 controles) se eliminaron del analisis adicional.

Para las muestras restantes (592 casos, 663 controles), los SNP con probabilidad de Hardy-Weinberg < 0,001 en los
controles (22 202 SNP (4 %)) se eliminaron del andlisis adicional.

Combinacién de los grupos 1y 2
Los grupos 1y 2 se combinaron para el analisis final.

Las muestras restantes (435 casos, 693 controles) en el grupo 1 se combinaron con las muestras restantes (592
casos, 663 controles) en el grupo 2 para producir el grupo final (1027 casos, 1356 controles). Unicamente los SNP
restantes tanto en el grupo 1 como en el grupo 2 (496 458 SNP) se analizaron adicionalmente.

Todas las muestras sin discrepancias de género (1076 casos, 1404 controles) se comprobaron para observar si
podian ser duplicadas o relacionadas. Inicialmente, todos los pares de muestras se compararon entre 800 SNP
propagados en todo el genoma. Los candidatos duplicados y relacionados entonces se comprobaron entre 540 000+
SNP. Se detectaron tres grupos de valores atipicos. El primer grupo (20 pares) obtuvo >95 % de identidad entre
cada par y se considerdé duplicado. El segundo grupo (17 pares) obtuvo 67-77 % de identidad entre cada par y se
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consider6 relacionado. El tercer grupo (5 pares) obtuvo 58-63 % de identidad entre cada par y se considerd
relacionado. (La identidad promedio entre las muestras fue de 51-55 %). Globalmente, se eliminaron 39 muestras
(29 casos, 10 controles) del grupo final.

Los SNP en el ADN mitocondrial (19 SNP) se eliminaron del analisis adicional.

El grupo principal resultante (998 casos, 1346 controles, 496 439 SNP) se uso6 en el andlisis siguiente.

El mismo analisis también se realizé en subconjuntos especificos del grupo principal: subconjunto 1:

mujeres Unicamente (907 casos, 967 controles) y subconjunto 2: casos con nefritis lUpica, y todos los controles
(286 casos, 1346 controles)

Analisis y resultados

Todos los SNP en el grupo principal se analizaron usando EIGENSTRAT, que es un programa que se describe
esencialmente en Price et al., Nature Genetics (2006), 38:904 - 909 (puede accederse al enlace en linea escribiendo
"genepath.med.harvard.edu/~reich/EIGENSTRAT" con ".html" como sufijo), que también corrige la estratificacion de
poblaciones. Los 10 componentes principales superiores se usaron para eliminar los valores atipicos durante 5
rondas y después corregir la estratificacion. La estadistica de ji cuadrado de EIGENSTRAT se calcul6 entonces y se
calculd la probabilidad unilateral de la distribucion de ji cuadrado con la funcion CHIDIST de Microsoft Excel con un
grado de libertad.

Para determinar las regiones candidatas superiores, primero se redujo la cantidad de SNP candidatos usando un
umbral de valor P: para el subconjunto 1 (mujeres) y el subconjunto 2 (nefritis), los SNP con un P > 2,0 x 10 se
eliminaron del analisis adicional y para el grupo principal (998 casos, 1346 controles), los SNP con un P > 7,0 x 10°®
se eliminaron del andlisis adicional. En el subconjunto de mujeres, permanecieron 19 SNP. En el subconjunto de
nefritis, permanecieron 35 SNP. En el grupo principal, permanecieron 47 SNP. Entonces, se determind la region de
desequilibrio del ligamiento (LD) que contenia cada SNP examinando los diagramas de LD utilizando el programa
HelixTree (puede accederse al enlace en linea escribiendo "www.goldenhelix.com/pharmhelixtreefeatures”
con".html" como sufijo) (Golden Helix, Montana, EE. UU.). El algoritmo EM se us6 para calcular D' y r? usando
Unicamente los genotipos de estos casos y controles. Las regiones se identificaron a ojo, usando D' = ~0,9 como
limite.

Una vez que se identificé cada region, los genes en cada region se examinaron con un explorador de genoma
establecido en la técnica (por ejemplo, el UCSC Genome Browser, esencialmente descrito en Kuhn et al., Nucleic
Acids Res. (2007), 35(edicion de la base de datos):D668-73; puede accederse al enlace en linea escribiendo
"genome. ucsc" con "edu" como sufijo, conjunto de marzo de 2006). Se examind la expresién génica
inmunoespecifica, determinada en el estudio IRIS (Abbas et al., Genes and Immunity (2005), 6:319-331, incluyendo
su material suplementario en linea). Se identificaron las regiones candidatas superiores, por ejemplo, por la
presencia de genes inmunoespecificos en una region. En el subconjunto de nefritis, se eligieron 11 regiones que
contenian 20 SNP candidatos como probables de contener al menos un alelo de riesgo para SLE (figura 12). En el
subconjunto de mujeres, se eligieron 6 regiones adicionales que contenian 9 SNP candidatos (figura 13). En el grupo
principal, se eligieron 6 regiones adicionales que contienen 8 SNP candidatos (figura 14). Se eligié un total 23
regiones que contenian 37 SNP candidatos. Debe apreciarse que los SNP se enumeraron segun el grupo de estudio
que tenia el resultado mas fuerte para los SNP, por tanto, no se muestran aciertos duplicados entre los grupos de
estudio. ademas, los aciertos en la regién de MHC no se incluyeron. Se determinaron las regiones LD identificadas
basandose en los datos de las figuras 12-14 y se resumen en la figura 15-17, respectivamente.

Los siguientes parrafos numerados (parr.) contienen enunciados adicionales de diversos aspectos de la presente
divulgacién -

1. Un método de evaluacién de un sujeto esta en riesgo de desarrollar lupus, comprendiendo el método detectar,
en una muestra biolégica obtenida de dicho sujeto, la presencia de una caracteristica genética indicativa de
riesgo de desarrollar lupus, en el que dicha caracteristica genética comprende un conjunto de uno o mas SNP
seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

2. El método del parr. 1, en el que dicho conjunto de SNP comprende aproximadamente 1-10, 10-20, 20-30,
30-40 o0 40-50 SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

3. El método del parr. 1, en el que dicho conjunto de SNP comprende 2 o mas SNP, 3 o mas SNP, 4 o mas SNP,
5 0o mas SNP, 6 o mas SNP, 7 o mas SNP, 8 o mas SNP, 9 o mas SNP, 10 o mas SNP, 11 o mas SNP, 12 o mas
SNP, 13 0 mas SNP, 14 o mas SNP, 15 o mas SNP, 16 o mas SNP, 17 o mas SNP, 18 o mas SNP, 19 o mas
SNP o 20 o méas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

4. El método del parr. 1, en el que dicho conjunto de SNP comprende 1-19 SNP seleccionados de la tabla 6.

5. El método del parr. 1, en el que dicho conjunto de SNP comprende un SNP de BLK seleccionado de
cualquiera de los SNP de BLK expuestos en las tablas 7-10.

6. El método del parr. 1, en el que dicho conjunto de SNP comprende un SNP de ITGAM seleccionado de
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cualquiera de los SNP de ITGAM expuestos en las tablas 7-10.

7. El método del parr. 6, en el que dicho conjunto de SNP comprende ademas un SNP de BLK seleccionado de
cualquiera de los SNP de BLK expuestos en las tablas 7-10.

8. El método del parr. 1, en el que dicho conjunto de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados del
siguiente grupo de SNP: rs2187668, rs10488631, rs7574865, rs9888739, rs13277113, rs2431697, rs6568431,
rs10489265, rs2476601, rs2269368, rs1801274, rs4963128, rs5754217, rs6445975, rs3129860, rs10516487,
rs6889239, rs2391592 y rs2177770.

9. Un método de diagndstico de lupus en un sujeto, comprendiendo el método detectar, en una muestra bioldgica
obtenida de dicho sujeto, la presencia de una caracteristica genética indicativa de lupus, en el que dicha
caracteristica genética comprende un conjunto de uno o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP
expuestos en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

10. Un polinucleétido aislado que comprende (a) un polinucleétido asociado a PRO o fragmento del mismo que
es de al menos aproximadamente 10 nucledtidos de longitud, en el que el polinucleédtido asociado a PRO o
fragmento del mismo comprende una variacién genética en una posicion nucleotidica correspondiente a la
posicion de un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, o (b)
el complemento de (a).

11. El polinucledtido aislado del parr. 10 en el que la variacién genética esta en ADN gendémico que codifica un
gen (o su region reguladora) que comprende un polimorfismo de un unico nucledtido (SNP) enumerado de las
figuras 1-17 y las tablas 1-10.

12. El polinucledtido aislado del parr. 11, en el que el SNP esta en una region no codificante del gen.

13. El polinucledtido aislado del parr. 11, en el que el SNP esta en una region codificante del gen.

14. El polinucledtido aislado del parr. 10, en el que el polinucleétido aislado es un cebador.

15. El polinucledtido aislado del parr. 10, en el que el polinucleétido aislado es un oligonucledtido.

16. Un oligonucledtido que es (a) un oligonucledtido especifico de alelo que hibrida con una region de un
polinucledtido asociado a PRO que comprende una variacion genética en una posicién nucleotidica
correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10, o (b) el complemento de (a).

17. El oligonucledtido del parr. 16, en el que el SNP estd en ADN gendémico que codifica un gen (o su regién
reguladora) que comprende un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.

18. El oligonucledtido del parr. 17 en el que el SNP esta en una regién no codificante del gen.

19. El oligonucledtido del parr. 17, en el que el SNP esta en una region codificante del gen.

20. El oligonucledtido del parr. 16, en el que el oligonucledtido especifico de alelo es un cebador especifico de
alelo.

21. Un kit que comprende el oligonucleétido del parr. 16 y, opcionalmente, al menos una enzima.

22. El kit del parr. 21, en el que la al menos una enzima es una polimerasa.

23. El kit del parr. 21, en el que la al menos una enzima es una ligasa.

24. Una micromatriz que comprende el oligonucleétido del parr. 16.

25. Un método de deteccion de la ausencia o presencia de una variaciéon en un polinucleétido asociado a PRO
en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP)
expuesto en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método (a) poner en contacto un acido nucleico
sospechoso de comprender la variacion con un oligonucleétido especifico de alelo que es especifico para la
variacion en condiciones adecuadas para la hibridacion del oligonucledtido especifico de alelo con el acido
nucleico; y (b) detectar la presencia o ausencia de hibridacion especifica de alelo.

26. El método del parr. 25, en el que la variacién comprende un SNP expuesto en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.

27. Un método de amplificacion de un acido nucleico que comprende una variacién en un polinucleétido asociado
a PRO en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un Unico nucleétido
(SNP) expuesto en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método (a) poner en contacto el acido
nucleico con un cebador que hibrida con el acido nucleico en una secuencia 3' de la variacién y (b) prolongar el
cebador para generar un producto de amplificacién que comprende la variacion.

28. El método del parr. 27, en el que la variacién comprende un SNP expuesto en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.

29. Un método de determinacion del genotipo de una muestra biolégica de un mamifero, comprendiendo el
método detectar, en material de acido nucleico derivado de la muestra bioldgica, la ausencia o presencia de una
variacion en un polinucleétido asociado a PRO en una posiciéon nucleotidica correspondiente a la posicion de un
polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) expuesto en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

30. El método del parr. 29, en el que la variacion comprende un SNP expuesto en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.

31. El método del parr. 29, en el que se sabe que la muestra bioldgica comprende o es sospechosa de
comprender un PRO o polinucleétido asociado a PRO que comprende la variacion.

32. El método del parr. 29, en el que la muestra bioldgica es un tejido enfermo.

33. El método del parr. 29, en el que la deteccidbn comprende realizar un proceso seleccionado de un ensayo de
prolongacién de cebador; un ensayo de prolongacién de cebador especifico de alelo; un ensayo de incorporacion
de nucleétidos especifica de alelo; un ensayo de hibridacion de oligonuclettido especifico de alelo; un ensayo de
5' nucleasa, un ensayo que emplea balizas moleculares; y un ensayo de ligamiento de oligonucleétidos.
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34. Un método de subclasificacion del lupus en un mamifero, comprendiendo el método detectar la presencia de
una variacion en un polinucleétido asociado a PRO en una posicidn nucleotidica correspondiente a la posicion de
un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) expuesto en las figuras 1-17 y las tablas 1-10 en una muestra
biolégica obtenida del mamifero, en el que se sabe que la muestra biolégica comprende o es sospechosa de
comprender un PRO o polinucleétido asociado a PRO que comprende la variacion.

35. El método del parr. 34, en el que la variacion es una variacion genética.

36. El método del parr. 35, en el que la variacion comprende un SNP expuesto en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.

37. El método del parr. 34, en el que la deteccidbn comprende realizar un proceso seleccionado de un ensayo de
prolongacién de cebador; un ensayo de prolongacién de cebador especifico de alelo; un ensayo de incorporacion
de nucleétidos especifica de alelo; un ensayo de hibridacion de oligonucledtido especifico de alelo, un ensayo de
5' nucleasa; un ensayo que emplea balizas moleculares; y un ensayo de ligamiento de oligonucleétidos.

38. Un método para predecir si un sujeto con lupus respondera a un agente terapéutico contra el lupus,
comprendiendo el método determinar si el sujeto comprende una variaciéon en un polinucleétido asociado a PRO
en una posicion nucleotidica correspondiente a la posicion de un polimorfismo de un uUnico nucledtido (SNP)
expuesto en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, en el que la presencia de una variacién indica que el sujeto
respondera al agente terapéutico.

39. El método del parr. 38, en el que la variacion es una variacion genética.

40. El método del parr. 39, en el que la variacion comprende un SNP expuesto en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.

41. Un método de diagnostico o prondstico del lupus en un sujeto, comprendiendo el método detectar la
presencia de una variacién en un PRO o polinucleétido asociado a PRO derivado de una muestra biolégica
obtenida del sujeto, en el que:

(a) se sabe que la muestra biolégica comprende o es sospechosa de comprender un PRO o polinucleétido
asociado a PRO que comprende la variacion;

(b) la variacion comprende o esta localizada en una posicion nucleotidica correspondiente a un SNP expuesto
en las figuras 1-17 y las tablas 1-10; y

(c) la presencia de la variacion es un diagnostico o prondstico de lupus en el sujeto.

42. Un método de ayuda al diagndstico o prondstico de lupus en un sujeto, comprendiendo el método detectar la
presencia de una variacion en un PRO o polinucledtido asociado a PRO derivado de una muestra bioldgica
obtenida del sujeto, en el que:

(a) se sabe que la muestra biolégica comprende o es sospechosa de comprender un PRO o polinucleétido
asociado a PRO que comprende la variacion;

(b) la variacion comprende o esta localizada en una posicion nucleotidica correspondiente a un SNP expuesto
en las figuras 1-17 y las tablas 1-10; y

(c) la presencia de la variacion es un diagndstico o prondstico de una afeccién o sintoma de lupus en el
sujeto.

43. El método del parr. 41 0 42, en el que el polinuclettido asociado a PRO codifica un PRO que esta codificado
por una secuencia dentro de una regién de desequilibrio del ligamiento.

44. El método del parr. 43, en el que region de desequilibrio del ligamiento es una de las expuestas en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10.

45. El método del parr. 41 o0 42, en el que la variacion esta en un ADN gendmico que codifica un gen o su region
reguladora, y en el que el gen respectivo o su region reguladora comprende un SNP expuesto en las figuras 1-17
y las tablas 1-10.

46. El método del parr. 45, en el que el SNP esta en una region no codificante del gen.

47. El método del parr. 45, en el que el SNP esta en una region codificante del gen.

48. Un método de identificacion de un agente terapéutico eficaz para tratar el lupus en una subpoblacion de
pacientes, comprendiendo el método correlacionar la eficacia del agente con la presencia de una variacion
genética en una posicion nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP) en la
subpoblaciéon de pacientes, en el que el SNP es uno de los enumerados en las figuras 1-17 y las tablas 1-10,
identificando de ese modo el agente como eficaz para tratar el lupus en dicha subpoblacién de pacientes.

49. Un método de tratamiento de una afeccién de lupus en un sujeto en el que se sabe que hay una variacién
genética presente en una posicién nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP)
enumerada en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método administrar al sujeto un agente
terapéutico eficaz para tratar la afeccion.

50. Un método de tratamiento de un sujeto que tiene una afeccion de lupus, comprendiendo el método
administrar al sujeto un agente terapéutico eficaz para tratar la afecciéon en un sujeto que tiene una variacion
genética en una posicidon nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucledtido (SNP)
enumerada en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

51. Un método de tratamiento de un sujeto que tiene una afeccion de lupus, comprendiendo el método
administrar al sujeto un agente terapéutico que ha demostrado ser eficaz para tratar dicha afeccién en al menos
un estudio clinico, en el que el agente se administré a al menos cinco sujetos humanos que tenian cada uno una

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2661249 T3

variacién genética en una posicién nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP)
enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

52. El método del parr. 51, en el que los al menos cinco sujetos tenian dos o mas SNP diferentes en total para el
grupo de al menos cinco sujetos.

53. El método del parr. 51, en el que los al menos cinco sujetos tenian el mismo SNP para el grupo completo de
al menos cinco sujetos.

54. Un método de tratamiento de un sujeto con lupus de una subpoblacion especifica de pacientes con lupus, en
el que la subpoblacion se caracteriza al menos en parte por la asociacion con la variacion genética en una
posicion nucleotidica correspondiente a un SNP enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, y en el que el
método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un agente terapéutico que esta aprobado como
agente terapéutico para dicha subpoblacion.

55. El método del parr. 54, en el que la subpoblacidn tiene nefritis lupica.

56. El método del parr. 54, en el que la subpoblacion es femenina.

57. El método del parr. 54, en el que la subpoblacion es de ascendencia europea.

58. Un método que comprende fabricar un agente terapéutico contra el lupus y envasar el agente con
instrucciones para administrar el agente a un sujeto que tiene o se cree que tiene lupus y que tiene una variacion
genética en una posicién correspondiente a un polimorfismo de Unico nucledtido (SNP) enumerado en las
figuras 1-17 y las tablas 1-10.

59. Un método de especificacion de un agente terapéutico para su uso en una subpoblacién de pacientes con
lupus, comprendiendo el método proporcionar instrucciones para administra el agente terapéutico a una
subpoblacién de pacientes caracterizada por una variacion genética en una posicion correspondiente a un
polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

60. Un método para comercializar un agente terapéutico para su uso en una subpoblacién de pacientes con
lupus, comprendiendo el método informar a una audiencia determinada acerca del uso del agente terapéutico
para tratar a la subpoblacion de pacientes caracterizada por la presencia, en pacientes de dicha subpoblacion,
de una variacién genética en una posicién correspondiente a un polimorfismo de un unico nucleétido (SNP)
enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

61. Un método para modular la sefializacién a través del receptor de linfocitos B en un sujeto en que se sabe que
hay una variacién genética presente en una posicién nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico
nucleotido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método administrar al sujeto
un agente terapéutico eficaz para modular la sefializacion a través el receptor de linfocitos B.

62. Un método para modular la diferenciacion de células Th17 en un sujeto en que se sabe que hay una
variacion genética presente en una posicion nucleotidica correspondiente a un polimorfismo de un Unico
nucleotido (SNP) enumerado en las figuras 1-17 y las tablas 1-10, comprendiendo el método administrar al sujeto
un agente terapéutico eficaz para modular la diferenciacién de células Th17.

63. un conjunto de SNP que comprende una caracteristica genética indicativa del riesgo de desarrollar lupus, en
el que dicho conjunto de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en
las figuras 1-17 y las tablas 1-10.

64. El conjunto de SNP del parr. 63, en el que dicho conjunto de SNP comprende aproximadamente 1-10, 10-20,
20-30, 30-40 o 40-50 SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.

65. El conjunto de SNP del parr. 63, en el que dicho conjunto de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados
del grupo que consiste en rs9888739, rs13277113, rs7574865, rs2269368, rs6889239, rs2391592 y rs21177770.
66. El conjunto de SNP del parr. 63, en el que dicho conjunto de SNP comprende 2 o mas SNP, 3 o mas SNP, 4
o mas SNP, 5 o mas SNP, 6 o mas SNP, 7 o mas SNP, 8 o mas SNP, 9 o mas SNP, 10 o mas SNP, 11 o mas
SNP, 12 o mas SNP, 13 o0 mas SNP, 14 o mas SNP, 15 o mas SNP, 16 o mas SNP, 17 o mas SNP, 18 o mas
SNP, 19 o mas SNP o 20 o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y
las tablas 1-10.

67. El conjunto de SNP del parr. 63, en el que dicho conjunto de SNP comprende 1-19 SNP seleccionados de la
tabla 6.

68. El conjunto de SNP del parr. 63, en el que dicho conjunto de SNP comprende un SNP de BLK seleccionado
de cualquiera de los SNP de BLK expuestos en las tablas 7-10.

69. El conjunto de SNP del parr. 63, en el que dicho conjunto de SNP comprende un son de ITGAM seleccionado
de cualquiera de los SNP de ITGAM expuestos en las tablas 7-10.

70. El conjunto de SNP del parr. 69, en el que dicho conjunto de SNP comprende ademas un SNP de BLK
seleccionado de cualquiera de los SNP de BLK expuestos en las tablas 7-10.

71. El conjunto de SNP del parr. 63, en el que dicho conjunto de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados
del siguiente grupo de SNP: rs2187668, rs10488631, rs7574865, rs9888739, rs13277113, rs2431697,
rs6568431, rs10489265, rs2476601, rs2269368, rs1801274, rs4963128, rs5754217, rs6445975, rs3129860,
rs10516487, rs6889239, rs2391592 y rs2177770.

72. Un conjunto de SNP que comprende una caracteristica genética indicativa de lupus, en el que dicho conjunto
de SNP comprende uno o mas SNP seleccionados de cualquiera de los SNP expuestos en las figuras 1-17 y las
tablas 1-10.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de diagndstico del lupus o de evaluacion del riesgo de desarrollar lupus en un sujeto de una
subpoblacién especifica de paciente con lupus, comprendiendo el método:

a) detectar en una muestra biologia obtenida del sujeto la presencia de una caracteristica genética indicativa de
lupus o riesgo de desarrollar lupus, en donde dicha caracteristica genética comprende la ausencia de un alelo
minoritario del polimorfismo de un unico nucleétido (SNP) rs4963128 y la presencia de un alelo minoritario del
SNP rs2269368; y

b) determinar que el sujeto tiene lupus o esta en riesgo de desarrollar lupus cuando la caracteristica genética
esta presente.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la caracteristica genética comprende ademas la presencia de un alelo
minoritario de uno o mas de rs5754217, rs7574865, rs3129860, rs10489265 y rs6445975; y/o la ausencia de un
alelo minoritario de rs2431697.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la caracteristica genética comprende ademas de presencia de un alelo
minoritario de uno o mas de rs5754217 y rs7574865.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que la caracteristica genética comprende ademas la presencia de un alelo
minoritario de uno o mas de rs10488631 y rs1143679; y/o la ausencia de un alelo minoritario de rs1801274.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que la caracteristica genética comprende ademas la presencia de un alelo
minoritario de uno o mas de rs3129860 y rs10489265.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que la caracteristica genética comprende ademas la presencia de un alelo
minoritario de uno o mas de rs6568431, rs2187668, rs13277113 y rs2476601; y/o la ausencia de un alelo minoritario
de rs10516487.

7. El método de la reivindicacién 1, en el que la caracteristica genética comprende ademas la presencia de un alelo
minoritario de rs6445975; y/o la ausencia de un alelo minoritario de rs2431697.

8. Un agente terapéutico eficaz para tratar el lupus, para su uso en un método de tratamiento del lupus en un sujeto
de una subpoblacion especifica de pacientes con lupus, en donde la presencia de la caracteristica genética en el
sujeto se determina de acuerdo con el método de la reivindicacion 1, identificando de ese modo para el tratamiento
al sujeto como parte de una subpoblacién especifica de pacientes con lupus.

9. El agente terapéutico para el uso de la reivindicacién 8, en el que la caracteristica genética comprende ademas la
presencia de un alelo minoritario de uno o mas de rs5754217, rs7574865, rs3129860, rs10489265 y rs6445975; y/o
la ausencia de un alelo minoritario de rs2431697.

10. El agente terapéutico para el uso de la reivindicacion 8, en el que la caracteristica genética comprende ademas
la presencia de un alelo minoritario de uno mas de rs5754217 y rs7574865.

11. El agente terapéutico para el uso de la reivindicacion 10, en el que la caracteristica genética comprende ademas
la presencia de un alelo minoritario de uno o mas de rs10488631 y rs1143679; y/o la ausencia de un alelo minoritario
de rs1801274.

12. El agente terapéutico para el uso de la reivindicacion 8, en el que la caracteristica genética comprende ademas
la presencia de un alelo minoritario de uno o mas de rs3129860 y rs10489265.

13. El agente terapéutico para el uso de la reivindicacion 12, en el que la caracteristica genética comprende ademas
la presencia de un alelo minoritario de uno o mas de rs6568431, rs2187668, rs13277113 y rs2476601; y/o la
ausencia de un alelo minoritario de rs10516487.

14. El agente terapéutico para el uso de reivindicacién 8, en el que la caracteristica genética comprende ademas la
presencia de un alelo minoritario de rs6445975; y/o la ausencia de un alelo minoritario de rs2431697.

15. Una composicién que comprende una pluralidad de moléculas de acido nucleico cada una con capacidad de

hibridacién especifica de alelo a un conjunto de regiones diana de un polinucleétido, comprendiendo dichas regiones
alelos minoritarios de los SNP definidos en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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