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RESUMO

PROCESSOS DE PROVA DIRECTA DE COMPATIBILIDADE
ESPECIFICOS PARA DADORES
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A presente invencido tem por objecto um processo para o

isolamento directo de células endoteliais a partir de sangue



completo para prova directa de compatibilidade, de rotina,
especifica para dadores para detectar anticorpos de células

anti-endoteliais antes do transplante de O6rg&os.



DESCRICAO

PROCESSOS DE PROVA DIRECTA DE COMPATIBILIDADE
ESPECIFICOS PARA DADORES

DOMINIO DA INVENGAO

A presente invencdo tem por objecto um processo para o
isolamento directo de células endoteliais a partir de sangue
completo para fazer uma prova directa de compatibilidade, de
rotina, especifica para dadores, para detectar os anticorpos

de células anti-endoteliais antes de transplante de 6rgdos.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

A presenca de anticorpos especificos de antigénios de
leucdcitos humanos (ALH) reactivos aos linfécitos do dador,
quer antes e/ou depois de transplante de alo-enxerto renal,
tem estado associada com rejeicbes hiper-agudas, rejeicdes
agudas precoces e fraca sobrevivéncia de enxertos. Contudo,
as rejeicbdes podem ocorrer na auséncia de anticorpos linfo-
citotdxicos detectéveis, sugerindo que 0s sistemas
antigénicos nido ALH podem também desempenhar um papel nas
rejeicdes agudas e hiper-agudas de alo-enxertos renais. Os
anticorpos reactivos com as células endoteliais e com
monécitos (também designados por sistema antigénico EM) ou
apenas com células endoteliais, tém sido descritos e
referenciados por terem um efeito nefasto em varios

transplantes de 6rg&os.

Recentemente, foi identificado o principal antigénio A
de histocompatibilidade da cadeia relacionada com a classe T

(MICA) expresso em células endoteliais, como sendo um dos



antigénios alvo da imunidade humoral associada com rejeigdes
irreversiveis de alo-enxertos de rim. Estudos de alo-enxertos
de dadores relacionados com agentes vivos idénticos a ALH,
mostraram que a presenga de anticorpos reactivos a células
endoteliais/mondécitos correlacionados com a rejeicdo, perda
do enxerto e uma fraca funcdo do alo-enxerto. Foi relatado
que esta reactividade podia ser responsavel por até 80 % das
rejeigles irreversiveis neste grupo de pacientes. Contudo, a
prova directa de compatibilidade de linfdcitos (LXM)
utilizada por rotina ndo permite a deteccdo de anticorpos
especificos das células endoteliais e reactivos a células
endoteliais/monécitos, da classe I e da classe II de ALH,
relevantes sob o ponto de vista clinico. Embora a presenca de
células endoteliais em circulacdo no sangue completo tenha
sido um tema em debate durante muitos anocs, a existéncia de
células endoteliais precursoras em circulagdo em seres
humanos adultos, foi recentemente relatada por alguns
investigadores. Contudo, n&oc héd actualmente nenhum método
apropriado, disponivel, para realizar uma prova directa de
compatibilidade, por rotina, das células endoteliais

especificas do dador (ECXM).

Por isso, ha uma necessidade de realizar com eficiéncia
provas directas de compatibilidade das células endoteliais
especificas do dador, para ser usado por rotina, para ajudar
na identificacdo das melhores combinacbes de dador-receptor,
que terd assim um maior impacto na sobrevivéncia do
transplante do que o actual processo de prova directa de

compatibilidade dos linfécitos.

F. GEORGE ET AL., THROMBOSIS AND HAEMOSTASIS, vol. 67,
no. 1, 1992, paginas 147-153 relata o isolamento réapido de

células endoteliais humanas de sangue completo utilizando um



anticorpo monoclonal s-endol acoplade com pérolas imuno-

magnéticas e traumas endoteliais apds angioplastia.

ROSELLA SBARBATI et al: BLOOD, wvol. 77, n®°. 4, 15 de
Fevereiro de 1991 (1991-02-15), paginas 764-769 relata a
deteccdo imunoldgica de células endoteliais em sangue humano

completo.

M.K. JONES et al: JOURNAL OF PHYSTIOLOGY AND
PHARMACOLOGY, wvol. 51, n°. 4, 2000, paginas 813-820 relata o
isolamento e a caracterizacdo de células endoteliais
microvasculares géastricas de ratos como um modelo para

estudar a angiogénese gastrica in vitro.

MARIO PEICHEV et al: BLOOD, wvol. 95, n°. 3, 1 de
Fevereiro de 2000 (2000-02-01), paginas 952-958 relata a
identificacdo de uma populacdo de precursores endoteliais

funcionais através da expressdo de RFCEV-2 e AC133.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo tem por objecto um processo de
isolamento de células endoteliais precursoras que s&o uteis
nas provas directas de compatibilidade especificas para
dadores antes do transplante. As células endoteliais

precursoras 1isoladas s&o também Uteis no diagnéstico de

varios distarbios vasculares e disturbios auto-imunes.

A presente invencdo inclui um processo de isolamento de
células endoteliais precursoras a partir de uma amostra
bioldgica desde que se saiba que a amostra contém ou que se
suspeita que contenha uma célula endotelial precursora. A
célula endotelial precursora ¢é positiva para Tie-2. Faz-se a

amostra contactar com um reagente de detecc¢do para formar um



complexo de reagente de deteccdo e célula endotelial. A
célula endotelial precursora é isolada separando o complexo
da amostra. Faz-se a separacdo, por exemplo, por citometria

de fluxo ou utilizando um campo magnético.

O reagente de detecgdo é um anticorpo especifico para
Tie-2. O reagente de deteccdo pode estar ligado a um suporte
s6lido, tal como, uma pérola magnética, n&o magnética ou

para-magnética.

A amostra bioldgica é sangue completo, soro, células
mononucleares de sangue periférico (CMSPs) ou produito de

leucaferese.

A presente invencdo ainda tem por objecto um processo de
prova directa de compatibilidade feita a um dador e a um
receptor, providenciando uma amostra biocldgica de um dador
que se sabe que contém células endoteliais precursoras,
fazendo contactar a amostra do dador com 0o reagente de
deteccldo para isolar células endoteliais precursoras. Faz-se
0 rastreio de uma amostra bioldgica do receptor para provocar
reactividade com a célula endotelial precursora isolada do
dador. Se ndo houver reactividade entre a amostra do receptor
e a célula endotelial precursora 1isolada isso indica
compatibilidade entre o dador e o receptor e uma
probabilidade maior de que o transplante do 6rgdo tenha

S3uUcCesso.

Num outro aspecto, a presente invencédo inclui um
processo de diagndéstico de distirbios vasculares ou auto-
imunes num individuo, providenciando uma primeira amostra de
um individuo que se sabe gue contém ou que se suspeita que
contenha uma célula endotelial precursora. Faz-se contactar a

primeira amostra com uma segunda amostra. A segunda amostra é



proveniente de um individuo que se sabe que contém ou que se
suspeita que contenha um auto-anticorpo. Alternativamente, a
segunda amostra contém reagentes (por exemplo, anticorpos)
que reconhecem o0s marcadores da superficie das células
endoteliais associados com esse distirbio em particular.
Determina-se ent&o se ha formacdoc do complexo entre a célula
endotelial precursora e a segunda amostra. A presenca do

complexo indica que existe o distirbio nesse individuo.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo inclui um
processo de determinacdo da eficacia do tratamentoc ou do
progndéstico de distlrbios auto-imunes ou vasculares num
individuo, ©providenciando uma primeira amostra de um
individuo que se sabe que contém ou gue se suspeita que
contenha uma célula endotelial precursora, fazendo contactar
a célula endotelial precursora com uma segunda amostra de um
individuo que se sabe que contém ou que se suspeita que
contenha um auto-anticorpo, medindo qualquer complexo auto-
anticorpo/célula endotelial precursora presente, para se
obter um perfil do individuo. Compara-se o perfil do
individuo com um perfil de referéncia, em que uma semelhancga
entre o perfil do individuo e o perfil de referéncia indica

que o tratamento é eficaz ou tem um prognéstico favoravel.

Os disturbios auto-imunes ou vasculares relacionados
incluem vasculite, aterosclerose, disturbios hemorragicos,
angiogenese, trombose, cura deficiente de feridas e

transplantes.

A menos que seja definido de outra forma, todos os
termos cientificos e técnicos utilizados aqui tém o
significado que é normalmente entendido por um especialista
na matéria a qual pertence a presente invencdo. Embora se

possam utilizar processos e materiais semelhantes ou



equivalentes aos descritos aqui, na préatica ou no ensaio da
presente invencdo, o0s processos e 0s materiais apropriados
estdo descritos & seguir. Em caso de conflito, a presente
memdéria descritiva, incluindo as definig¢bes, constituirdo um
controlo. Além disso, o0s materiais, ©s processos € 08
exemplos sdo apenas ilustrativos e ndo pretendem ser

limitativos.

Outras caracteristicas e vantagens da presente invencéo
serdo evidentes a partir da descricdo detalhada que se segue

e a partir das reivindicacoes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 mostra graficos de pontos que representam
perfis difundidos para a frente e para os lados, assim
como, a fluorescéncia de células mononucleares de sangue
periférico (CMSPs) coradas com anticorpos monoclonais
(Acms) anti-Tie-2+. As células de Tie-2+ (pontos
cinzentos) aparecem a entrada dos linfécitos. Os
histogramas mostram a percentagem das células Tie-2+
(ap. 2 £ 3 %) em CMSPs coradas com Acs de controlo

negativo e Acms de Tie-2.

As figuras Z2z-c¢ sdo fotografias da morfologia das
células Tie-2+ wvistas a um microscoépio, em vAarios
momentos  apds 0 isolamento a partir do sangue
periférico. Inicialmente, estas células aparecem quer
como células simples quer como conjuntos de células
redondas (a) que, passados alguns dias de cultura,
convertem-se em células aderentes com um citoplasma
expandido (os objectos negros s&do pérolas) (b). Passados
7-12 dias de cultura as células desenvolvem-se

gradualmente com a forma de fuso (c).



A figura 3a é uma série de fotografias que mostra as
células Tie-2+ coradas positivamente para 0s marcadores
associados com as células endoteliais, lipoproteina de
baixa densidade acetilada (LBD-Ac), factor de von
Willebrand (fvW), receptor 1 do factor de crescimento
endotelial vascular (RFCEV-1) e a molécula de adesdo das
células vasculares (MACV) (em células Tie-2+ activadas).
As células Tie-2+ também expressam constitutivamente a
classe I dos antigéniocs de leucdcitos humanos (classe I

de ALH) e um marcador de mondcito/macrdfagos CD6S.

A Figure 3b mostra as células Tie-2+ quiescentes, que
expressam pequenas gquantidades dos antigénios de MICA
importantes sob o ponto de wvista clinico (cinzento
escuro) e a classe II de ALH (cinzento claro),

anticorpos de controlo (negro).

A figura 4a representa um grafico de pontos que
representa a difusdo para a frente e para os lados das
células Tie-2+ e pérolas para-magnéticas (entrada R1) e

apenas pérolas para-magnéticas (entrada R2).

As figuras 4b-g representam histogramas gque mostram ©
soro prbd-transplante de dols pacientes que foram
submetidos a transplante do rim, com rejei¢des hiper-
agudas atingidas fortemente com as células Tie-2+
especificas do dador (b & e), enquanto as suas fracgdes
de Tie-2, que incluiam linfdécitos nédo o exibiram (d &
g). Os histogramas ¢ & £ mostram que as pérolas para-
magnéticas sozinhas n&o reagem com o soro de uma forma
ndo especifica. As linhas cinzentas representam soros de
controlo ou negativos e as linhas pretas representam

reactividade com os soros dos pacientes.



DESCRIGCAQO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencdo baseia-se, em parte, na descoberta
de que quando se atinge uma populagdo Unica de células
especificas, isso permite a deteccdo de antigénios relevantes
de leucdcitos humanos (ALH) especificos do dador da classe I
e da classe II, mondcitos endoteliais ou anticorpos
especificos de células endoteliais antes do transplante de
6rgados. A utilizacdo por rotina de provas directas de
compatibilidade das células endoteliais wvai ajudar a
identificar melhor as combinacfes entre dador e receptor e
assim terd um maior impacto na sobrevivéncia do transplante
quando se compara com as tradicionais provas de

compatibilidade com os linfdécitos.

A  importéncia clinica dos anticorpos das células
endoteliais (CE) nos alo-transplantes Jja foi relatada.
Contudo, a falta de um processo apropriado para o isolamento
das CEs especificas do dador, tem dificultado a deteccdo de
rotina destes anticorpos antes do transplante. A presente
invencdo providencia um processo simples e rapido para o
isoclamento directo dos precursores de CEs a partir de sangue
completo, por meio de uma prova directa de compatibilidade de
rotina para detectar anticorpos anti-CE. A presenca de
anticorpos reactivos as c¢élulas endoteliais tinha sido
previamente detectada utilizando linhas de células
endoteliais de veias umbilicais humanas (CEVUH), linhas de
células de queratindcitos ou mondcitcs como alvos ou por
imuno-histoquimica. Contudo, estes processos sdo extremamente
trabalhosos porque a cultura de células endoteliais é muito
enfadonha e normalmente ¢é necessdrio um grande painel de
dadores de linhas de CEVUH/queratindécitos para representar
todos os alelos polimérficos conhecidos para rastrear os

anticorpos reactivos a células endoteliais. Além disso, estes



processos ndo permitem a deteccdo de anticorpos de células
endoteliais especificas do dador. Assim, a utilizacdc de uma
prova directa de compatibilidade das células endoteliais é
vantajosa em relacdo a wutilizacdo de prova directa de
compatibilidade dos linfécitos porque a prova directa de
compatibilidade dos linfdcitos ndo permite essa detecgdo ou o
isolamento de anticorpos reactivos a células endoteliais

especificas do dador.

Isolaram-se CEs utilizando pérolas magnéticas revestidas
com anticorpos contra o receptor de angiopocietina, Tie-2, que
& expressa nos precursores de CEs. 0Os genes de Tie
desempenham um importante papel no desenvolvimento vascular
renal e, com base nas experiéncias de transplantes, estes
precursores tém mostrado contribuir para a geracdo da
maturacdo glomerular. Foi feita uma andlise retrospectiva de
50 provas directas de compatibilidade previamente bem
caracterizadas em soros recolhidos imediatamente antes do
transplante de pacientes com doencas renais noc seu estado
terminal, por meio de ensaios. As células Tie-2+ expressaram
ALH da classe I e da classe II e outros marcadores de células
endoteliais. Os soros que se sabia gque continham apenas
anticorpos reactivos de CEs e de monbécitos (EM) ou
especificos de CEs reagiram positivamente com soros que
continham células Tie-2+, mas ndc com as células Tie-2 do
mesmo individuo. Além disso, as células Tie-2+ reagiram com
soros contendo apenas anticorpos de ALH da classe I ou da
classe II. No total, 3/25 soros de pacientes com um resultado
de enxerto estével e sem rejeicgbdes reagiram com as células
Tie-2+. Esta interaccdo antigénio-anticorpo é relevante para
a patogénese da rejeicdo, dado que, em muitos estudos, estes
anticorpos ndo foram detectados no soro de pacientes com uma

boa funcido do enxerto ou em pacientes sem transplante.



Processo de Isolamento de Precursores de Células Endoteliais

A presente invencdo inclui processos de isolamento de um
precursor de células endoteliais a partir de uma mistura de
células por meio do contacto da mistura de células com um
reagente de detecc¢do, para formar um complexo de precursor de
células endoteliais/reagente de deteccdo. O complexo é
formado por via de uma interac¢do de afinidade especifica
entre o reagente de deteccdc e a célula. Separa-se o complexo
da mistura para isolar o precursor da célula endotelial.
Separa-se o complexo da mistura utilizando @ técnicas
conhecidas nesta técnica, tal como, por exemplo,
cromatografia liquida (por exemplo, CLAR ou CLFP),
cromatografia de membrana de elevada resolugdo (CMAR),
citometria de fluxo ou utilizac&o de um campo magnético.
Alternativamente, separa-se o complexo da mistura ligando o
reagente de deteccdo a um suporte sdélido. Pode-se utilizar
uma etapa de lavagem por meio de uma nova suspensdo do
complexo numa solucdo compativel sob o© ponto de vista
bioldégico. O complexo pode ser novamente suspenso, isto é,
lavado tantas vezes quanto as desejadas. Normalmente lavam-se
as particulas trés vezes. Uma solucdo compativel sob o ponto
de vista bioldgico inclui tampdes biocldgicos conhecidos na
técnica, tals como, solucdo salina tamponada com fosfato

(STE) .

O reagente de deteccdo & um anticorpo especifico para
Tie-2. O anticorpo & um anticorpo monoclonal ou um anticorpo
policlonal. O termo anticorpo engloba ndo apenas um anticorpo
intacto mas também um fragmento de anticorpo activo sob ©
ponto de vista imunoldgico, por exemplo, um fragmento Fab ou
(Fab);; uma molécula Fv de cadeia simples tratada por
engenharia; ou uma molécula quimérica, por exemplo, um

anticorpo que contém a especificidade de 1ligacdo de um
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anticorpo, por exemplo, com origem em murino e as porgdes
remanescentes de outro anticorpo, por exemplo, de origem
humana. Por exemplo, o reagente de deteccdc & um anticorpo

monoclonal Tie-2.

O reagente de deteccido pode ser ligadoc a um suporte
s6lido. O suporte soé6lido & uma particula, um polimero (por
exemplo, poliestireno, polietileno), um vaso, uma camara, uma
vareta, pérolas, particulas, membranas (por exemplo, nylon,
nitrocelulose ou difluoreto de polivinilidenc (DFPV)) ou

outras formas conhecidas na técnica.

O suporte sélido pode comportar grupos funcionais, tais
como, grupos hidroxilo, carboxilo, aldeido ou amino. O
suporte sdélido pode estar carregado positivamente, carregado
negativamente ou pode ser hidrofdébico. Os suportes
revestidos, funcionalizados, para serem utilizados na
presente invencdo podem ser preparados por modificacdo do
suporte. Por exemplo, trata-se um suporte ndo revestido com
um polimero que comporta um desses grupos funcionais, tais
como, poliuretano em conjunto com um poli-glicol para
providenciar grupos hidroxilo ou um derivado de celulose para
providenciar grupos hidroxilo, um polimero ou um co-polimero
de &acido acrilico ou de acido metacrilico para providenciar
grupos carboxilo ou um polimero amincalquilado para
providenciar grupos amino. A patente US N°. 4.654.267

descreve a introduc&o de muitos revestimentos de superficie.

A particula é feita de compostos metalicos, silica,
latex, material polimérico ou um nicleo de silica, latex ou
polimero revestido com um metal ou um composto metdlico.
Preferencialmente, a particula é constituida por um composto
metalico, tal como, ferro, gadolinio, zinco, indio, ouro,

prata, cobalto, cobre ou magnésio. Mais preferencialmente, a

11



particula é magnetizavel ou magnética. Por “magnetizavel ou
magnética” entende-se que a particula é capaz de ter um

momento magnético quando estd colocada num campo magnético.

O reagente de deteccdo ¢é marcado com um marcador
detectédvel. Por exemplo, 0 reagente de detecgdo pode ser
marcado com isétopos radioactivos (por exemplo, I e '*'1),
enzimas (por exemplo, peroxidase, beta-galactosidase,
fosfatase alcalina) ou substédncias fluorescentes (por
exemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC). Os marcadores
sdo quantificados por processos convencionais bem conhecidos
na técnica e assim se quantifica o complexo imune formado. A
mistura de células é qualguer amostra conhecida por ter ou
por se suspeitar que tenha células endoteliais. Por exemplo,
a mistura & uma amostra bioldgica, tal como, sangue completo,
sSOro, produto de leucaferese, medula dssea, células
mononucleares de sangue periférico ou um homogeneizado de

tecido.

Uma célula endotelial ¢ qualquer célula derivada de
qualguer parte da A&rvore vascular. Por exemplo, a célula
endotelial ¢é proveniente das veias e artérias capilares
grandes e pequenas, da veia umbilical de recém-nascidos, dos
vasos  sanguineos do cérebro ou de  tumores sélidos
vascularizados. A célula endotelial & um precursor da célula

endotelial que é positivo em relacdo a Tie-2.

Processos de Prova Directa de Compatibilidade Especifica do

Dador

A prova de compatibilidade directa detecta as diferencgas
antigénicas as quais o receptor ja é sensivel. Faz-se a prova
directa de compatibilidade entre um dador e um receptor

fazendo contactar uma amostra do dador com um reagente de
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deteccdo para isolar um precursor de células endoteliais.
Faz-se contactar a amostra do receptor com © precursor
isolado de células endoteliais e determina-se a reactividade
da amostra do receptor com o precursor de células endoteliais
isclado. Por “reactividade” entende-se um complexo formado
por via de uma interaccdo de afinidade especifica entre a
amostra do receptor e a célula. Quando ndo hé& reactividade da
amostra do receptor com o precursor da célula endotelial
isolado, indica compatibilidade entre a amostra do dador e do
receptor. Pelo contrdrio, a reactividade da amostra do
receptor com o precursor de células endoteliais isolado
indica que n&o h& compatibilidade entre a amostra do dador e
a do receptor. Mede-se a compatibilidade pela ndoc rejeicdo ou
por uma rejeicdo hiper-aguda baixa do transplante do dador

por parte do receptor.

O dador e o receptor sdo, por exemplo, qualquer
mamifero, por exemplo, um ser humano, um PoOrco, uma vaca ou
um cavalo. O dador e o receptor s&o da mesma espécie.
Alternativamente, o dador e o receptor sdo de espécies

diferentes.

A amostra do dador e do receptor &, por exemplo, sangue
completo, soro, produto de leucaferese, medula éssea, células
mononucleares de sangue periférico ou um homogeneizado de
tecido. Eventualmente, as amostras sdo submetidas a uma etapa

de pré-purificacdo antes da prova directa de compatibilidade.

Determina-se a reactividade por processos conhecidos na
técnica. Por exemplo, mede-se a reactividade por um ensaio de
ELISA, citometria de fluxo (por exemplo, prova directa de
compatibilidade por fluxo citométrico) ou prova directa de
compatibilidade por linfotoxicidade dependente do

complemento.
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Disturbics Vasculares e Imunitérios

A presente invencdo também tem por objecto processos de
diagnéstico, avaliacdo de progndéstico ou monitorizacdo de um

tratamento em curso de distUrbios vasculares e auto-imunes.

Nestes processos, obtém-se uma primeira amostra de
ensaio de um individuo. Sabe-se que essa amostra contém ou
suspeita-se que contenha um precursor de células endoteliais.
Eventualmente, isola-se ¢ precursor de células endoteliais a

partir da primeira amostra.

Diagnostica-se um distirbio auto-imune fazendo contactar
a primeira amostra com uma segunda amostra de um individuo
que se sabe que contém ou gue se suspeita que contenha um
auto-anticorpo e identifica-se um complexo de auto-anticorpo
/ precursor de células endoteliais. A presenca do complexo de
auto-anticorpo / precursor de células endoteliais indica que
0 individuo sofre ou estd predisposto a sofrer de um
distGrbic auto-imune. Pelo contrario, a auséncia de um
complexo de auto-anticorpo / precursor de células endoteliais
indica que um individuo néo sofre nem estéd predisposto para

um disturbio auto-imune.

Diagnostica-se um disttrbio vascular fazendo contactar a
primeira amostra com uma segunda amostra. A segunda amostra
deriva do individuo. Alternativamente, a segunda amostra
compreende anticorpos dos marcadores da superficie das
células conhecidos por estarem associados a um distarbio
vascular particular. A presenca de uma segunda amostra de de
do complexo de células precursoras de células endoteliais
indica que o individuo sofre ou esta predisposto a sofrer de
um distirbio particular. Pelo contrario, a auséncia de um

complexo de uma segunda amostra de precursor de células
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endoteliais indica que o 1individuo ndo sofre nem esté

predisposto a ter um distlrbio vascular.

Os processos permitem monitorizar o curso de tratamento
de um distGrbio vascular ou um disttrbio auto-imune ou
permitem o progndéstico em relacdo a esse individuo. Neste
processo, providencia-se uma amostra de ensaio a partir de um
individuo que se submete ao tratamento desse disturbio. Se
desejado, obtém-se as amostras de ensaio do individuo em
varios momentos antes, durante ou depois do tratamento. A
presenca de um complexo de precursor de células endoteliais é
ent&o determinada para criar um perfil de um individuo.
Compara-se o perfil do individuo com um perfil de referéncia
cujos disturbios vasculares ou distirbios auto-imunes sejam
conhecidos. O perfil de referéncia ndo foi exposto ao
tratamento. O perfil de referéncia deriva de um tipo de
amostra tédo similar quanto possivel da amostra de ensaio.
Eventualmente, o perfil de referéncia deriva de uma base de
dados de informacdo molecular derivadas de amostras para as

quais os pardmetros ou as condigdes de ensaio sdo conhecidas.

Se o perfil de referéncia ndo contém complexos de auto-
anticorpo / precursor de células endoteliais, uma semelhanca
na guantidade de complexos entre o perfil do individuo e o
perfil de referéncia indica que o tratamento & eficaz (por
exemplo, no caso de um ou mais sintomas do distarbio
imunitdrio serem aliviados ou se a severidade do disturbio
for reduzida) e assim, estabelece um progndéstico favoravel
para o individuo. Contudo, uma diferenca da quantidade de
complexos entre o perfil do individuo e o perfil de
referéncia indica que o tratamento n&o é eficaz e assim

estabelece-se um prognéstico desfavoravel para o individuo.
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Quando o perfil de referéncia contém complexos de auto-
anticorpo / precursor de células endoteliais, por exemplo,
quando © perfil de referéncia inclui complexos retirados do
individuo no momento do diagndstico mas antes de comegar ©
tratamento, uma semelhanca no modeloc de expressdo dos
complexos entre o perfil do individuo e o perfil de
referéncia 1indica que o tratamento ndo ¢é eficaz. Pelo
contrarioc, uma diferenca nos complexos de expressdo do perfil
do individuo e no perfil de referéncia indica que o

tratamento é eficaz.

Por “eficdcia” entende-se que o tratamento leva a uma
diminuicdo de qualgquer um dos sintomas do distirbio auto-
imune num individuo que fol previamente assinalado. Quando se
aplica o tratamento profilacticamente, “eficacia” significa
que o tratamento retarda ou previne um distirbio vascular ou

relacionado com a auto-imunidade.

Um disturbio auto-imune inclui distirbios mediados por
um mecanismo imunitdrio, tal como deposicdo de complexos
imunitarios, inflamacdo, ataque directo por anticorpos em
circulacdo. Um disturbio auto-imunitdric ou um distdrbio
relacionado com a auto-imunidade inclui os disttrbios
causados por uma resposta imunitidria contra os préprios
tecidos do corpo. 0Os disturbios auto-imunes resultam numa
destruicdo de um ou mais tipos de tecidos do corpo,
crescimento anormal de um 6rgdo ou alteracgdes em funcdes de
6rgdos. O disturbio pode afectar apenas um 6rgdo ou um tipo
de tecido ou pode afectar miltiplos 6rgdos e tecidos. Os
6rg&os e tecidos normalmente afectados por disturbios auto-
imunes incluem componentes sanguineas, tals como as células
vermelhas do sangue, vasos sanguineos, tecidos conjuntivos,
glandulas endodcrinas, tais como tirdéide ou péncreas,

misculos, articulacdes e pele. 0Os disturbios auto-imunes
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incluem, por exemplo, anemia hemolitica auto-imune, hepatite
auto-imune, doenca de Berger, sindrome de fadiga crénica,
doenca de Crohn, tiroidite de Hashimoto, fibromialgia, lUpus
eritematoso sistémico, doenca de Graves, purpura
trombocitopénica idiopatica, esclerose multipla, psoriase,

febre reumdtica e artrite reumatdide.

Os disturbios vasculares incluem doencas associadas com
0 sistema vascular. Por exemplo, vasculite, aterosclerose,

distirbios hemorragicos, cura deficiente de feridas.

Os sintomas de distUrbios auto-imunes dependem das
doencas especificas e dos o6rgdos ou tecidos que estédo
afectados. Por exemplo, o lupus eritematoso sistémico pode
causar insuficiéncia renal, artrite e vermelhidido da pele na
face. A anemia hemolitica auto-imune causa anemia ou uma
baixa contagem dos glébulos vermelhos do sangue. Geralmente,
0s sintomas dos distlGrbios auto-imunes podem incluir: febre
baixa, mal-estar, gque é um vago sentimento de doenca, fadiga
ou uma situacdo facil de cansaco. Os distirbios auto-imunes
sdo diagnosticados com base nos sintomas, nos exames fisicos

e nos resultados de andlises de sangue.

Os tratamentos para reduzir os sintomas podem incluir
farmacos anti-inflamatérios nao esterbdides (FAINES),
incluindo aspirina ou ibuprofeno, para aliviar a febre, dores
articulares e corticoesterdides para as dores musculares ou
esterdides, para ajudar a reduzir a inflamacdo. Estes
medicamentos sdo muitas vezes utilizados numa base de curto
prazo para tirar a pessoa de um episédio stubito ou de um
recrudescimento, medicamentos para suprimir o sistema
imunitario, tal como metotrexato, azatioprina e ciclo-
fosfamida, que ajudam a reduzir a inflamac¢do e o0s danos nos

6rgados. Nalguns casos, podem ser necessdrios outros
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tratamentos. Por exemplo, pode ser necessdria cirurgia para
oclusdes intestinais, que podem ocorrer na doenga de Crohn.
Podem ser necessérias transfusdes de sangue em casos Severos
de anemia hemolitica auto-imune. Da-se insulina a individuos
com diabetes do tipo I para controlar os niveis de glicose no

sangue.

O individuo ¢é, ©preferencialmente, um mamifero. O
mamifero pode ser, por exemplo, um ser humano, um primata néo
humano, um murganho, um rato, um c&o, um gato, um cavalo ou

uma vaca.

PROCESSOS GERAIS

Os dados aqui descritos sdo gerados utilizando os

reagentes e 0Os processos gue se seguen.

EXEMPLO 1: Acoplamento de anticorpos anti-Tie-2 a pérolas
magnéticas

Primeiro acoplaram-se anticorpos monoclonais (Acms) de
Tie-2, anti-humanos, de murganho (BD Pharmingen, Oxford, UK)
a Dynabeads pan-mouse com um ligante de ADN (n°. cat. 115.19)
(DYNAL, Oslo, Noruega). Para este fim, adicionocu-se 10 pg de
anticorpos de Tie-2 & 500 ps de Dynabeads pan-mouse. A
suspensdo de pérolas-anticorpos & submetida a rotacdoc num
agitador orbital, durante 24 horas, a 4 °C. Eliminou-seé o
excesso de anticorpos monoclonais e as pérolas revestidas com
anticorpos monoclonais de Tie-2 foram bloqueadas com 2 mL de
solucdo salina tamponada com fosfato (STF), contendo albumina
de soro bovino (ASB) a 0,1 %, num agitador orbital, a 4 °C,
durante 10 min. Repetiu-se a etapa de bloqueic seis vezes
depois do que se fez uma nova suspensdo das pérolas no volume

original (500 ps) de STF/ASB a 0,1 %.
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EXEMPLO 2: Isolamento das células Tie-2+ a partir de células

mononucleares de sangue periférico (CMSP)

Devido ao grande numero de células necessarias para
estabelecer a especificidade das células Tie-2+, nas
experiéncias iniciais isolaram-se CMSPs a partir de produto
de leucaferese de dadores de sangue saudéveis por meio de uma
centrifugacdo graduada com linfoprep (Nycomed-Oslo, Noruega).
Isolaram-se as CEs a partir de CMSPs wutilizando pérolas
magnéticas revestidas com anticorpos monoclonais anti-Tie-2.
Primeiro distribuiram-se as CMSPs em varios tubos, cada um
deles contendo 40 x 10° células. Adicionou-se a cada tubo 15
nls de pérolas magnéticas de Tie-2 pré-revestidas e incubou-
se num volume de 500 uls de meio RPMI (GIBCQO, Paisley, UK),
complementado com L-glutamina 2 mM e inactivou-se pelo calor
com soro bovino fetal a 10 %. Fez-se a incubacdo das células
mais as pérolas num agitador orbital, a 4 °C, durante 30 min.
Separaram-se as c¢élulas Tie-2+ depois de wuma lavagem
prolongada (5-6 wvezes) com STF utilizando um magneto. As
células Tie-2+ de todos os tubos foram postas em conjunto e

contaram-se as rosetas num microscédpio.

EXEMPLO 3: Isolamento de células Tie-2+ directamente a partir

de sangue periférico

Obteve-se 40 mL de sangue heparinizado de dadores
saudaveis normais. Lavou-se O sangue uma vez COomo Se& segue:
diluiu-se 10 mL de sangue com 40 mL de STF/ASB a 0,1 %.
Centrifugou-se o sangue a 800 g, durante 10 min. Eliminou-se
0 sobrenadante e voltou a fazer-se uma suspensido das células
do sangue em 10 mL de STF contendo citrato de sédio a 0,6 %.
Adicionou-se cinquenta pls de pérolas magnéticas revestidas

com anticorpos monoclonais de Tie-2+ a cada tubo e incubou-se

durante 30 min, a 4 °C, num agitador orbital. As células Tie-
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2+ foram recolhidas por meio de um magneto e lavaram-se uma
vez com STF-citrato de Na. Depois de 4-5 lavagens com STF,
recolheram-se as células Tie-2+ e ajustou-se a concentracgédo
das células para aproximadamente 3-4 x 10° células/mL. Estas
células, rodeadas pelas pérolas, foram utilizadas gquer num

ensaio de microcitotoxicidade, quer na citometria de fluxo.

EXEMPLO 4: Imunocitoquimica

Os Acms utilizados para a imunocitoguimica e a anédlise
de SCAFs estdo indicados no quadro 1. As células Tie-2+
obtidas da leucaferese de voluntdrios normais deram um numero
suficiente de células ©para realizar varias anélises
imunocitoquimicas. As células Tie-2+ cresceram em placas de
cultura de tecido revestidas com fibronectina. Deixou-se as
células ligarem-se (24 horas) antes de se corarem com varios
marcadores especificos das CEs. As células ou foram deixadas
sem serem tratadas ou foram estimuladas com FNT-a e IFN-vy,
durante 14 horas. Para a imunocitoquimica, fixaram-se as
células utilizando acetona a 30 % em metanol, durante 1 min.
Depois de duas lavagens com STF, bloquearam-se as células
utilizando albumina de soro bovino (ASB) a 1 %, em STF,
durante 1 hora, a temperatura ambiente. Lavaram-se as células
duas vezes com STF e incubaram-se com 08 anticorpos primdrios
mencionados antes diluidos a 1:100 (em STF), a 4 °C, durante
2 horas. O anticorpo secundario foi uma IgG anti-murganho de
cabra, conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
diluido a 1:500 (em STF). Apds a incubacdo durante 1 hora, a
4 °C, lavaram-se as células duas vezes e analisaram-se com um

microscépio de fluorescéncia.
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EXEMPLO 5: Ensaio de citometria de fluxo para a detecgdo de

anticorpos de células anti-endoteliais

Fez-se o estudo de 50 soros de pacientes com transplante
de rim. Ao longo dos ultimos anos (1988-2001) os soros pré-
transplante de pacientes que transplantaram um rim tém sido
meticulosamente caracterizados, utilizando vérios processos,
para avaliar a presencga de anticorpos de ALH especificos de
células endotelials e reactivos aos mondcitos endoteliais,
que se verificou que estavam associados a rejeicdes. Durante
estes anos, recolheram-se 15 SOros pré-transplante
caracterizados como tendo quer anticorpos anti-EM ou
especificos de CE, a partir de pacientes ndo alo-imunizados

com rejeigdes.

Os processos gerailis aqui descritos baseiam-se nesses 15
soros. A caracterizacdo anterior mostrou que dez soros deram
reacgdes positivas linhas de células endoteliais de veias
umbilicais humanas (CEVUHs) e mondcitos (quadro 2, pt. n°s.
1-10) e cinco soros com apenas CEs (guadro 2, pt. n®s. 11-
15). Dado que nenhum dos quinze pacientes com anticorpos
especificos de EM ou CE tinham sido alo-imunizados, né&o se
encontraram alo-anticorpos de ALH detectdveis nestes soros.
Além dissco, dez dos soros de pacientes alo-imunizados, bem
caracterizados, continham apenas anticorpos de ALH da classe
I ou apenas da classe II, que se seleccionaram (quadro 2).
Como controlos, também se analisaram 25 soros de pacientes

sem rejeicBes de enxertos.

Utilizando estes soros, determinou-se se as células Tie-
2+ isoladas podiam ser alvos apropriados para a deteccdo de
anticorpcs relevantes sob o ponto de vista clinico em
transplantes de 6rgdos renais. Utilizou-se, como um controlo

positivo, um conjunto de soros de pacientes que tinham
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formado alo-anticorpos em resultado de transfusdes multiplas
de sangue ou transplantes de ©6rgdos. 0s soros de machos
saudaveis, sem transfusdo, do grupo sanguineo AB, serviram
como controlos negativos. 0Os anticorpos dgue se seguen,
fragmentos de F(ab’),; conjugados com FITC de IgG anti-humana
de cabra (especifica de Fc) ou IgM (Immunotech, USA) foram os
que se utilizaram. Para a citometria de fluxo ECXM acoplaram-
se 100.000 células Tie-2+ a pérolas, que se utilizaram no
processo que foi desenvolvido tal como se descreveu antes.
Analisaram-se as células num equipamento de citometria de
fluxo Becton Dickinson (FACSorter). Uma deslocacac na
fluorescéncia média de 10 canais na amostra de ensaio, quando
comparada com o contrclo negativo, fol considerada como
positivo, determinado como se descreveu agqui antes. Este
valor & arbitrario e deve ser determinado ©para cada
laboratdério de transplante. Também se utilizaram as células
Tie-2+ em ensaics de rotina de microcitotoxicidade imuno-
magnética, tal como descrito aqui noutro local. Além disso,
analisaram-se as c¢élulas Tie-2+ 1imediatamente apds o
isoclamento, no equipamento de citometria de fluxo para todos
os marcadores de superficie das células endoteliais (quadro

1).

EXEMPLO 6: Imunocitoquimica e analise por SCAF dos marcadores

de células endoteliais em células Tie-2+ isoladas

Obtiveram-se CEs Tie-2+ de sangue periférico humano por
seleccdo de pérolas magnéticas. A andlise por SCAF mostrou

Q

que aproximadamente 3 + 4 % de SMCPs eram Tie-2+ (Fig. 1).

X

Passadas 24 horas em cultura, a maior parte das células Tie-
2+ ligadas as ©placas de 24 <cavidades revestidas com
fibronectina tornaram-se aderentes. Inicialmente, estas
células apareceram quer como células simples quer como

conjuntos de células redondas que, passados alguns dias de
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cultura, se converteram em células aderentes com o citoplasma
expandido. Passados 4 dias da cultura, as células
desenvolveram-se gracdualmente com a forma de fuso (Fig. 2a-

c).

A Figura 3 e o0 Quadro 1 resumem 0s resultados das
andlises de imunocitoquimica utilizando anticorpos para
antigénios conhecidos de células endoteliais. Logo as O
horas, a analise por SCAF indicou que as células Tie-2+
expressaram o receptor de aclDL, EvW, RFCEV-1 e indicaram uma
forma expressido dos antigénios de ALH da classe T e de ALH da
classe II. E importante notar que as células expressaram o
antigénio MICA importante sob o ponto de wvista clinico,
embora de uma forma fraca. Depois da activacgdo da citocina,
as células expressaram tanto as moléculas de adeséo
especificas das células endoteliais CD62 E (E-selectina) e
CD10e¢ (VCAM), assim como, aumentaram a expressido de ALH da
classe II. Assim, tanto a imunocitoquimica como a andlise por
SCAF indicaram que as células Tie-2+ expressam

maioritariamente marcadores de células endoteliais.

EXEMPLO 7: Deteccdo de anticorpos reactivos de células anti-

endoteliais

Em média, pode obter-se aproximadamente, 3 + 4 x 10°
células Tie-2+/10° CMSPs a partir de cada dador. Dado que se
analisou um grande numero de soros, as células Tie-2+ foram
isoladas a partir de produtos de leucaferese de dadores de
sangue saudaveis. Os resultados estdo ilustrados no quadro 2.
Os 10 soros conhecidos por terem anticorpos de mondcitos
endoteliais e 5 soros com anticorpos especificos de células
endoteliais mostraram varios modelos de reactividade com o
painel de células Tie-2+ de seis dadores diferentes. Contudo,

as fracgdes de Tie-2 que incluiam os linfécitos dos mesmos
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dadores, ndo reagiram com nenhum dos soros. O modelo de
reactividade, com o painel de células Tie-2+ tanto dos
anticorpos de mondécitos endoteliais como dos anticorpos
especificos de células endoteliais podem ver-se no quadro 2,
que 1indica a existéncia de polimorfismo nestes sistemas
antigénicos ou, alternativamente, a presenga de anticorpos

com especificidades variadas.

Os soros conhecidos por conterem apenas anticorpos
reactivos de uma forma alargada a HIT da classe I também
deram reaccdes positivas em todos o0s exemplos com células
Tie-2+ de dadores Unicos. A reactividade dos alo-anticorpos
de ALH da classe II (especificidades limitadas) também foi
observada com células Tie-2+ ndo estimuladas. 3/25 (12 %) dos
soros de pacientes de controlc sem rejeicdes e com funcdes do
enxerto estdveis deram reaccdes positivas com quatro dos
dadores do painel de Tie-2 (Quadro 2). Os resultados obtidos
utilizando o© ensaio de microcitotoxicidade imuno-magnética

estavam de acordo com as anédlises de citometria de fluxo

(quadro 3).

EXEMPLO 8: Prova directa de compatibilidade de células

endoteliais especificas do dador

Realizaram-se retrospectivamente provas directas de
compatibilidade de células endoteliais especificas do dador
em dois casos quando houve disponibilidade de células
mononucleares de sangue periférico congeladas do dador. Os
primeiros enxertos de rim de ambos os pacientes foram
perdidos em rejeicdes hiper-agudas na auséncia de anticorpos
de ALH demonstraveis especificos do dador. A prova directa de
compatibilidade dos soros de um destes pacientes foi feita
previamente e fol bem caracterizado como tendo anticorpos

especificos de células anti-endoteliais utilizando CEVUHS.
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Neste

exemplo, as

células

mononucleares de sangue periférico deste paciente

11, quadro 2),

conservadas

primeiro

dador

congeladas emn Ny

Tie-2+ das células
(ponto n°.

(pai) foram isocladas e
liguido. Realizou-se

retrospectivamente uma prova directa de compatibilidade com ©

soro do paciente retirado

transplante.

Os resultados de um segundo caso

muito

figura 4e-g. Como se pode ver no quadro 2,

semelhantes

ao ponto n°.

(ponto n°.

11 e estéo

12,

guadro 2)

ilustrados

imediatamente antes do primeiro
Os resultados est&o ilustrados na figura 4b-d.
s&o
na

0s soros de ambos

estes pontos ddo modelos de reactividade semelhantes com o

painel das células Tie-2+.

as fraccdes de Tie-2.

Quadro 1

Ndo se observou reactividade com

Anticorpos utilizados na colorag¢édo imunocitoquimica e na analise
citométrica do fluxo de células Tie-2+ isoladas de sangue

completo
Anticorpos Empresa Imunocitoquimica SCAF
CDla Bect?gD?igﬁiéson _ _
CD3 BD - -
CDhl4 BD (+) /+ (+)/+
CD19 BD - _
CD31 BD - -
CD34 BD - _
CD56+16 BD - -
CD68 BD 1 n
CD83 BD - -
EZiZEtiizt;; Biogenesis-UK 4 4
CD106 (anti-VCAM) Biogenesis-UK o T
CD54 (anti-ICAM) R&D Systems-UK +* +*
FviW SEROTEC-UK I Tt
Ac-LDL Prog:i?c;liz]—tUSA e ot
VEGF-R1 (F1lt-1) R&D Systems +++ +++
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Anticorpos utilizados na coloragdo imunocitoquimica e na analise
citométrica do fluxo de células Tie-2+ isoladas de sangue

completo
MHC classe I Serotee-UK ++4+ +++
MHC classe II Serotec-UK + ++
MICA Dr. Thomas Spies (+) /+ (+)/+
Anti-Fibroblasto Serotec-UK - -
Boebringer

Anti-a- in ) - _
ti-a-actina Mannheim-Germany

(+), coloracao fraca ou inconsistente; +, coloracdc moderada; ++,

coloracdo forte; +++, coloracdo nmuito forte; FvW, factor de von

Willebrand; Ac-LDL, lipoproteina de baixa densidade acetilada;
MICA, cadeia A relacionada <com o complexo ©principal de
histocompatibilidade.

* expresso em células Tie-2+ apenas depois da activacdo com FNT-

alfa e IFN-gama, durante 12-14 horas.

Quadro 2

Analise do fluxo citométrico da reactividade de anticorpos anti-monécitos
endoteliais, anticorpos especificos das células endoteliais e anticorpos
especificos de ALH da classe I ou da classe II com um painel de células Tie-2+

Pt. Dador 1 Dador 2 Dador 3 Dador 4 Dador 5 Dador 6
N°. | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2-
Soros conhecidos por conterem anticorpos reactivos a EM
1 +/- +/- +/- +/- +/- +/-

2 +/- /- +/- +/- +/= /-
3 +/- +/- /- +/- +/= +/-
4 +/- -/- -/- +/- -/- +/-
5 -/- +/- +/- +/- +/- -/-
6 -/- +/- +/- +/= +/= -/-
7 -/- +/- +/- +/- +/- -/-
8 -/- -/- -/- +/- -/- +/-
9 +/- +/- -/- -/- +/= -/-
10 +/- +/- -/- -/= +/- -/-
Soros conhecidos por conterem anticorpos especificos de CE
11 +/- +/- -/- +/- -/- -/-
12 +/= +/- -/- +/= -/- -/=
13 -/- -/- +/- -/= /= +/-
14 -/- -/- +/- -/- +/- +/-
15 -/- -/- +/- -/- +/- +/-
Soros conhecidos por conterem apenas anticorpos reactivos de uma forma ampla de
ALH da classe I (n = 5)
16 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
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Andlise do fluxo citométrico da reactividade de anticorpos anti-monécitos
endoteliais, anticorpos especificos das células endoteliais e anticorpos
especificos de ALH da classe I ou da classe II com um painel de células Tie-2+

Soros conhecidos por conterem apenas anticorpos de ALH da classe II (n = 5)

17 +/+ -/- -/- +/+ -/= +/+

Soros de controlo para os pontos com uma funcdo de enxerto estavel (n = 25)

18 - /- - - . -

/

* 3/25 (12 %) de soros que reagiram com algumas das células Tie-2 no painel

Quadro 3

Reactividade de anticorpos anti-monbécitos endoteliais, anticorpos especificos das
células endoteliais e anticorpos especificos de ALH da classe I ou da classe II
com um painel de células Tie-2+ utilizando o ensaio de microcitotoxicidade

Pt. Dador 1 Dador 2 Dador 3 Dador 4 Dador 5 Dador 6
N°. | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2- | Tie2+/Tie2-

Soros conhecidos por conterem anticorpos reactivos a EM

1 ++/ - R ++/ - ++/- ++/ - /-
2 ++/ - +/- T/ - ++/- —++/= ++/-
3 ++/- ++/- T+/- ++/- ++/- ++/-
4 Tt/ - -/- -/- /- -/- +++/ -
5 -/- ++/- ++/- ++/- ++/ - -/=
6 -/- ++/= ++/- ++/= ++/- -/=
7 -/- ++/- T+/- ++/ ++/- -/-
8 -/- -/- -/- ++/- -/- /-
9 +++/- ++/- -/- -/- ++/ - -/=
10 T+/- ++/- -/- -/- ++/- -/-

Soros conhecidos por conterem anticorpos especificos de CE

11 /- ++/- -/= /- -/- -/-
12 ++/- R -/= ++/- -/- -/-
13 -/- -/- T+/- -/- ++/- ++/-
14 -/- -/- ++/- -/- ++/- ++/-
15 -/- -/= ++/- -/= ++/ - ++/-

Soros conhecidos por conterem apenas anticorpos reactivos de uma forma ampla de
ALH da classe I (n = 5)

16 /1t T/ -+t R /4t /4t ++/+-

Soros conhecidos por conterem apenas anticorpos de ALH da classe II (n = 5)

17 [ ++/++ -/- -/- ++/++ -/- +H/++

Soros de controlo para os pontos com uma funcdo de enxerto estével (n = 25)

18 |-/ ~/- /= e -7~ ~7-

* 2/25 (8 %) de soros que reagiram com algumas das células TIe-2 no painel; -,
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Reactividade de anticorpos anti-mondcitos endoteliais, anticorpos especificos das
células endoteliais e anticorpos especificos de ALH da classe I ou da classe II
com um painel de células Tie-2+ utilizando o ensaio de microcitotoxicidade

negativo; +, 10-25 %; ++, 26-50 %; +++, 51-75 %; ++++, 76-100 % de células mortas.
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1.

REIVINDICACOES

Processo de isolamento de um precursor de células
endoteliais a partir de uma amostra Dbiolégica

caracterizado pelo facto de compreender:

(a) o contacto de uma amostra contendo ou que se
suspeita que contenha um precursor de células
endoteliais com um reagente de detecc¢do para formar
um complexo de reagente de detecgdo / precursor de

células endoteliais; e

(b) separacdo do complexo de reagente de deteccéo
/ precursor de células endoteliais da amostra
bioldégica, isolandc assim o precursor de células

endoteliais,

em gue o reagente de detecc&o & um anticorpo especifico
contra Tie-2 e
em que o precursor de células endoteliais é negativo

para CD34.

Processo de acordc com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de a amostra se seleccionar no grupc dque
consiste em sangue completo, soro, células mononucleares

de sangue periférico e produto de leucaferese.

Processo de acordc com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de o anticorpo estar ligado a um suporte

sélido.

Processo de acordc com a reivindicacdo 3, caracterizado
pelo facto de o suporte sdélido ser uma pérola magnética,

ndo magnética ou para-magnética.



Processo de acordc com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de a separacdo ser feita por citometria de

fluxo ou por um campo magnético.

Processo de prova directa de compatibilidade de um dador
e de um receptor, caracterizado pelo factoc de

compreender:

(a) o isolamento de um precursor de células
endoteliais de um dador, de acordo com O pProcesso
de acordo com uma qualquer das reivindicacbes 1 a
5; e

(b) o rastreio de uma amostra do receptor quanto a
reactividade com o precursor isolado das células

endoteliais;

em que o facto de ndo haver reactividade na amostra do
receptor com o© precursor isolado das células indicar

compatibilidade entre o dador e o receptor.

Processo de diagnéstico ex vivo de um distUrbio vascular
ou relacionado com a auto-imunidade num individuo,

caracterizado pelo facto de compreender:

(a) © 1solamento de um precursor de células
endoteliais de acordo com o processo da reivindicacdo
1;

(b) o contacto do precursor de células endoteliais
com uma amostra contendo ou que se suspeita que

contenha um auto-anticorpo do individuo; e

(c) a 1dentificacdo de um complexo de auto-
anticorpo/precursor de células endoteliais, se
presente

em que a presenca do complexo indica a presenca do

disturbio no individuo.



8. Processo de determinacdo ex vivo da eficadcia do
tratamento ou da avaliacdo do prognbdstico de um
distGrbio wvascular ou relacionado com a auto-imunidade

num individuo, caracterizado pelo facto de compreender:

(a) 0 1solamento de um precursor de células
endoteliais de acordo com o processo da reivindicacéo
1;

(b) o contacto do precursor de células endoteliais
com uma amostra contendo ou que se suspeita que
contenha um auto-anticorpo do individuo; e

(c) a medicdo de um complexoc de auto-anticorpo/
precursor de células endoteliais, se presente, para
tracar um perfil do individuo; e

(d) a comparacdo do perfil do individuo com um

perfil de referéncia,

em que a semelhanca entre o perfil do individuo e o
perfil de referéncia indica que o tratamento & eficaz e

um progndstico favoravel para o individuo.

9. Processo de acordo com as reivindicagdes 7 ou 8§,
caracterizado pelo facto de o distGrbio se seleccionar
no grupe que consiste em vasculite, aterosclerose,
disturbios hemorragicos, dificuldades de sarar feridas e

transplantes.

Lisbca, 17 de Fevereiro de 2010.
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Figura 3b
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Figura 4

Prova directa de compatibilidade de Tie-2+
{céhulas endoteliais) especificas do dador
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