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ES 2337244 T3

DESCRIPCION

Meétodos de ensayo de compatibilidad cruzada especifica de donante.
Campo de la invencion

La invencién se refiere a un método para el aislamiento directo de células endoteliales a partir de sangre completa,
para la deteccion especifica de compatibilidad cruzada especifica de donante para detectar anticuerpos anti-células
endoteliales previamente al trasplante de un érgano.

Antecedentes de la invencion

La presencia de anticuerpos especificos de antigeno leucocitario humano (HLA) reactivos con linfocitos huma-
nos se ha asociado antes y/o después del trasplante de aloinjerto renal con rechazos hiperagudos, rechazos agudos
tempranos y pobre supervivencia del injerto. Sin embargo, pueden producirse rechazos en ausencia de anticuerpos
linfocitotéxicos detectables, sugiriendo que los sistemas antigénicos no HLA también podrian desempefiar un papel
en los rechazos del aloinjerto renal hiperagudo y agudo. Los anticuerpos reactivos con células endoteliales y con mo-
nocitos (también denominado sistema antigénico EM) o tnicamente con células endoteliales, han sido descritos y se
ha informado que presentan un efecto deletéreo en varios trasplantes de 6rganos.

Recientemente, el antigeno cadena A del complejo de histocompatibilidad mayor de clase I (MICA) expresado en
células endoteliales ha sido identificado como uno de los antigenos diana de la inmunidad humoral asociada a rechazos
irreversibles de aloinjertos renales. Los estudios de aloinjertos procedentes de donante vivo relacionado que presentan
HLA idéntico han demostrado que la presencia de anticuerpos reactivos para células endoteliales/monocitos se corre-
laciona con el rechazo, la pérdida y una funcién pobre del aloinjerto. Se ha informado que esta reactividad podria ser
responsable de hasta un 80% de los rechazos irreversibles en este grupo de pacientes. Sin embargo, la compatibilidad
cruzada de linfocitos (LXM) utilizada rutinariamente no permite el ensayo rutinario de anticuerpos clinicamente re-
levantes de HLA clase I, clase II, reactivos con endotelio y monocitos, y especificos de células endoteliales. Aunque
la presencia de células endoteliales circulantes en sangre completa ha sido debatida durante muchos afios, algunos
investigadores recientemente han informado de la existencia de células endoteliales precursoras circulantes en seres
humanos adultos. Sin embargo, en la actualidad no se dispone de ningtin método adecuado para llevar a cabo un ensayo
rutinario de compatibilidad cruzada especifica de donante de células endoteliales (ECXM).

Por lo tanto, existe una necesidad de llevar a cabo eficientemente un ensayo rutinario de compatibilidad cruzada
de células endoteliales especifica de donante para ayudar a la identificacion de mejores combinaciones de donante-
receptor, que de esta manera presentardn un mayor impacto sobre la supervivencia del trasplante que el método actual
de identificacién de compatibilidad cruzada de linfocitos.

F. GEORGE ET AL., THROMBOSIS AND HAEMOSTASIS 67(1):147-153, 1992, se refiere al aislamiento rdpido
de células endoteliales humanas a partir de sangre completa utilizando anticuerpo monoclonal s-endol acoplado a
perlas inmunomagnéticas y el dafio endotelial tras la angioplastia.

ROSELLA SBARBATI ET AL., BLOOD 77(4), 15 de febrero de 1991 (1991-02-15), paginas 764-769, se refiere a
la deteccién inmunolégica de células endoteliales en sangre completa humana.

M.K. JONES ET AL., JOURNAL OF PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY 51(4):813-820, 2000, se refiere
al aislamiento y caracterizacion de células endoteliales microvasculares gastricas de rata como modelo para el estudio
de la angiogénesis géstrica in vitro.

MARIO PEICHEV ET AL., BLOOD 95(3):952-958, 1 de febrero de 2000 (2000-02-01) se refiere a la identificacion
de una poblacién de precursores endoteliales funcionales mediante la expresién de VEGFR-2 y AC133.

Descripcion resumida de la invenciéon

La invencidn se refiere a un método para aislar células endoteliales precursoras que resulten ttiles en la identifica-
cién de la compatibilidad cruzada especifica de donante previamente al trasplante. Las células endoteliales precursoras
aisladas también resultan ttiles en el diagndstico de diversos trastornos vasculares y de tipo inmunolégico.

La invencidn incluye un método para aislar una célula endotelial precursora de una muestra biolégica mediante
la provisién de una muestra que es conocido que contiene, 0 que se sospecha que contiene, una célula endotelial
precursora. La célula endotelial precursora es positiva para Tie-2. La muestra se pone en contacto con un reactivo de
deteccidn para formar un complejo de deteccion de reactivo-célula endotelial. La célula endotelial precursora se aisla
mediante la separacién del complejo respecto de la muestra. La separacién se lleva a cabo, por ejemplo, mediante
citometria de flujo o la utilizacién de un campo magnético.

El reactivo de deteccion es un anticuerpo especifico para Tie-2. El reactivo de deteccién puede unirse a un soporte
sdlido, tal como una perla no magnética, magnética o paramagnética.
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La muestra biolégica es de sangre completa, de suero, de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) o
producto de leucoféresis.

La invencién proporciona ademds un método para identificar la compatibilidad cruzada entre un donante y un re-
ceptor mediante la provision de una muestra bioldgica de un donante que es conocido que contiene células endoteliales
precursoras y puesta en contacto de la muestra procedente del donante con reactivo de deteccidn para aislar las células
endoteliales precursoras. La falta de reactividad entre la muestra del receptor y la célula endotelial precursora aislada
indica compatibilidad entre el donante y el receptor y una probabilidad mas alta de que el trasplante de 6rgano resulte
€X1t0so.

En un aspecto adicional, la invencién incluye un método para diagnosticar un trastorno vascular o de tipo inmu-
nolégico en un sujeto mediante la provisién de una primera muestra procedente de un sujeto que es conocido que
contiene, o que se sospecha que contiene, una célula endotelial precursora. La primera muestra se pone en contacto
con una segunda muestra. La segunda muestra procede de un sujeto que es conocido que contiene, o que se sospecha
que contiene, un autoanticuerpo. Alternativamente, la segunda muestra contiene reactivos (por ejemplo anticuerpos)
que reconocen marcadores de superficie celular endotelial asociados al trastorno particular. Se determina la formacién
de complejo entre la célula endotelial precursora y la segunda muestra. La presencia del complejo indica la presencia
del trastorno en el sujeto.

En todavia otro aspecto, la invencién incluye un método para determinar la eficacia del tratamiento o el pronéstico
de un trastorno de tipo autoinmunolégico o vascular en un sujeto mediante la provision de una primera muestra proce-
dente de un sujeto que es conocido que contiene, o que se sospecha que contiene, una célula endotelial precursora, la
puesta en contacto de la célula endotelial precursora con una segunda muestra procedente de un sujeto que es conocido
que contiene, o que se sospecha que contiene, un autoanticuerpo, la medicién de cualquier complejo de autoanticuer-
po-célula endotelial precursora presente, proporcionando un perfil del sujeto. El perfil del sujeto se compara con un
perfil de referencia, de manera que la similitud entre los perfiles del sujeto y de referencia indica que el tratamiento
resulta eficaz o que el prondstico es favorable.

Entre los trastornos de tipo autoinmunoldgico o vasculares se incluyen la vasculitis, la ateroesclerosis, los trastornos
hemorrégicos, la angiogénesis, la trombosis, la cicatrizacién defectuosa de heridas y el trasplante.

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan el mismo significado entendido cominmente por un experto ordinario en la materia a la que se refiere la
presente invencion. Aunque pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos indicados en la
presente memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, a continuacién se describen métodos y materiales
adecuados. En caso de conflicto, la presente memoria, incluyendo definiciones, prevalecerd. Ademads, los materiales,
métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién resultardn evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente, y
a partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra graficos de puntos que representan el perfil de dispersion directa y lateral, asi como la fluo-
rescencia, de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) tefiidas con anticuerpos monoclonales anti-Tie-
2+ (MAbs). La células Tie-2+ (puntos grises) aparecieron en la puerta de los linfocitos. Los histogramas muestran el
porcentaje de células Tie-2+ (aproximadamente 2+3%) en PBMCs tefiidas con mAbs de control negativo y Tie-2.

Las figuras 2a-c son fotografias de la morfologia de células Tie-2+ obtenidas bajo un microscopio 6ptico en
diversos puntos del tiempo tras su aislamiento a partir de sangre periférica. Inicialmente, estas células presentaban
una apariencia de células individuales o de agrupaciones de células redondas (a), que tras unos cuantos dias de cultivo
se convirtieron en células adherentes con un citoplasma extendido (los objetos oscuros son perlas) (b). Tras 7 a 12 dias
en cultivo, las células desarrollaron gradualmente una forma ahusada (c).

La figura 3a es una serie de fotografias que muestra células Tie-2+ tefiidas positivamente para los marcadores
asociados a endotelio, lipoproteina de baja densidad acetilada (Ao-LDL), factor de von Willebrand (vWF), receptor-1
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-1) y la molécula de adhesién celular vascular (VCAM) (sobre
células Tie-2+ activadas). Las células Tie-2+ también expresan constitutivamente el antigeno leucocitario humano de
clase I (HLA de clase I) y el marcador CD68 de monocito/macréfago.

La figura 3b muestra que las células Tie-2+ quiescentes expresan cantidades pequefias de los antigenos clinica-
mente importantes MICA (gris oscuro) y HLA de clase II (gris claro), y anticuerpos de control (negro).

La figura 4a es un grafico de puntos que representa la dispersion directa y lateral de rosetas de células Tie-2+ y
perlas paramagnéticas (puerta R1), y de perlas paramagnéticas solas (puerta R2).

Las figuras 4a-g son histogramas que muestran que los sueros pro-trasplante procedentes de dos pacientes tras-
plantados de rifién con rechazos hiperagudos reaccionaron fuertemente con sus células Tie-2+ especificas de donante
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respectivas (b y e), mientras que sus fracciones Tie-2, que incluian linfocitos, no reaccionaron (d y g). Los histogramas
¢y f muestran que las perlas paramagnéticas por si solas no reaccionaron con los sueros de manera no especifica. Las
lineas grises representan los sueros de control o negativos, y las lineas negras representan la reactividad con sueros de
pacientes.

Descripcion detallada de la invencién

La invencién se basa en parte en el descubrimiento de que el reconocimiento de poblaciones celulares especi-
ficas individuales permite la deteccién de anticuerpos clinicamente relevantes especificos de donante, de antigenos
leucocitarios humanos (HLA) de clase I, de clase II, reactivos con endotelio y monocitos, y especificos de células
endoteliales previamente al trasplante de 6rganos. La utilizacién rutinaria del ensayo de compatibilidad cruzada de
células endoteliales ayudard a identificar mejores combinaciones de donante-receptor y de esta manera presentard un
mayor impacto sobre la supervivencia del trasplante en comparacion con los ensayos tradicionales de compatibilidad
cruzada de linfocitos.

Se ha informado de la importancia clinica de los anticuerpos de células endoteliales (EC) en el alotrasplante. Sin
embargo, la falta de un método adecuado para aislar las ECs especificas de donante ha impedido la deteccién rutinaria
de estos anticuerpos previamente al trasplante. La invencién proporciona un método rapido y simple para el aisla-
miento directo de ECs precursoras a partir de sangre completa, para el ensayo rutinario de compatibilidad cruzada
para detectar los anticuerpos anti-EC. La presencia de anticuerpos reactivos con células endoteliales se ha detecta-
do anteriormente utilizando lineas de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC), lineas celulares
de queratinocitos o monocitos como dianas, o mediante inmunohistoquimica. Sin embargo, estos métodos resultan
complicados debido a que el cultivo de las células endoteliales es tedioso y resulta necesario generalmente un panel
grande de donantes de lineas HUVEC/queratinocitos para representar todos los alelos polimérficos conocidos para el
cribado de anticuerpos reactivos con células endoteliales. Ademads, estos métodos no permiten la deteccién de anti-
cuerpos de células endoteliales especificos de donante. De esta manera, la utilizacién de un ensayo de compatibilidad
cruzada de células endoteliales resultaria ventajoso en comparacién con la utilizacién del ensayo de compatibilidad
cruzada de linfocitos, debido a que la compatibilidad cruzada de linfocitos no permite dicha deteccion o aislamiento
de anticuerpos reactivos con células endoteliales especificos de donante.

Se aislaron ECs utilizando perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos contra el receptor Tie-2 de angiopoye-
tina, que se expresa en precursores de EC. Los genes Tie desempefian un papel importante en el desarrollo vascular
renal, y basdndose en experimentos de trasplante, se ha demostrado que estos precursores contribuyen a la maduracién
glomerular. Se llevé a cabo un andlisis retrospectivo de 50 sueros de compatibilidad cruzada previamente bien ca-
racterizados obtenidos inmediatamente antes del trasplante de pacientes que presentaban enfermedad renal de dltimo
estadio. Las células Tie-2+ expresaban marcadores celulares de HLA de clase I, de clase 11, y otros marcadores celula-
res endoteliales. Los sueros que era conocido que contenian tinicamente anticuerpos especificos de EC o reactivos con
EC y con monocitos (EM) reaccionaron positivamente con las células Tie-2+, pero no con células Tie-2 procedentes
del mismo individuo. Ademas, las células Tie-2+ reaccionaron con sueros que contenian tnicamente Abs de HLA de
clase I o de clase II. En total, 3/25 de los sueros de pacientes con un resultado de injertacién estable y sin rechazos
reaccionaron con las células Tie-2+. Esta interaccion de antigeno-anticuerpo resulta relevante para la patogénesis del
rechazo, debido a que en muchos estudios estos anticuerpos no se detectan en el suero de los pacientes con buena
funcién del injerto o en pacientes no trasplantados.

Métodos de aislamiento de células endoteliales precursoras

La invencién incluye métodos para aislar células endoteliales precursoras a partir de una mezcla de células me-
diante la puesta en contacto de las mezcla de células con un reactivo de deteccion para formar un complejo de célula
endotelial-reactivo de deteccion. El complejo se forma mediante una interaccién de afinidad especifica entre el reactivo
de deteccién y la célula. El complejo se separa de la mezcla para aislar la célula endotelial precursora. El complejo se
separa de la mezcla utilizando procedimientos conocidos de la técnica, tales como, por ejemplo, cromatografia liquida
(por ejemplo HPLC o FPLC), cromatografia de membrana de alto rendimiento (HPMC), citometria de flujo o la utili-
zacién de un campo magnético. Alternativamente, el complejo se separa de la mezcla mediante la unién del reactivo
de deteccion a un soporte sélido. Puede utilizarse una etapa de lavado mediante la resuspension del complejo en una
solucién biolégicamente compatible. El complejo puede resuspenderse, es decir, lavarse, tantas veces como se desee.
Tipicamente las particulas se lavan tres veces. Una solucién biolégicamente compatible incluye tampones bioldgicos
conocidos de la técnica, tales como solucién salina tamponada con fosfato (PBS).

El reactivo de deteccién es un anticuerpo especifico para Tie-2. El anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o
policlonal. El término “anticuerpo” comprende no sélo un anticuerpo intacto, sino también un fragmento de anticuerpo
inmunoldgicamente activo, por ejemplo un fragmento Fab o (Fab),, una molécula monocatenaria Fv manipulada, o una
molécula quimérica, por ejemplo un anticuerpo que contiene la especificidad de unién de un anticuerpo, por ejemplo
de origen murino, y las partes restantes de otro anticuerpo, por ejemplo de origen humano. Por ejemplo, el reactivo de
deteccion es el anticuerpo monoclonal Tie-2.

El reactivo de deteccién puede unirse a un soporte sélido. El soporte sélido es una particula, un polimero (por
ejemplo poliestireno, polietileno), un recipiente, una cdmara, una tira, perlas, particulas, membranas (por ejemplo de
nilén, nitrocelulosa o difluoruro de polivinilideno (PVDF)), u otras formas conocidas de la técnica.
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El soporte sélido puede portar grupos funcionales, tales como grupos hidroxilo, carboxilo, aldehido o amino. El
soporte s6lido puede encontrarse cargado positivamente, negativamente o ser hidrofébico. Pueden prepararse sopor-
tes recubiertos funcionalizados para la utilizacion en la presente invenciéon mediante la modificacion del soporte. Por
ejemplo, un soporte no recubierto se trata con un polimero que porta uno de dichos grupos funcionales, tal como po-
liuretano, conjuntamente con un poliglicol para proporcionar grupos hidroxilo, o un derivado de celulosa para propor-
cionar grupos hidroxilo, un polimero o un copolimero de 4cido acrilico o dcido metacrilico para proporcionar grupos
carboxilo o un polimero aminoalquilado para proporcionar grupos amino. La patente US No. 4.654.267 describe la
aplicacién de muchos recubrimientos superficiales.

La particula estd realizada en compuestos metélicos, silice, latex, material polimérico o un niicleo de silice, latex
o polimero recubierto con un metal o compuesto metdlico. Preferentemente la particula se realiza en un compuesto
metélico, tal como hierro, gadolinio, zinc, indio, oro, plata, cobalto, cobre o magnesio. Mdas preferentemente, la parti-
cula es magnetizable o magnética. La expresion “magnetizable o magnética” se refiere a que la particula es capaz de
presentar un momento magnético al introducirla en un campo magnético.

El reactivo de deteccién se marca con un marcador detectable. Por ejemplo, el reactivo de deteccién se marca con
un is6topo radioactivo (por ejemplo 1y '), enzimas (por ejemplo peroxidasa, beta-galactosidasa, fosfatasa alcalina)
o sustancias fluorescentes (por ejemplo isotiocianato de fluoresceina (FITC)). Los marcajes se cuantifican mediante
los métodos convencionales bien conocidos de la técnica, cuantificando de esta manera el complejo inmunolégico
formado. La mezcla de células es cualquier muestra que es conocido que contiene, o que se sospecha que contiene,
células endoteliales. Por ejemplo, la mezcla es una muestra bioldgica, tal como de sangre completa, suero, producto
de leucoféresis, médula dsea, células mononucleares de sangre periférica o un homogenado de tejido.

Una célula endotelial es cualquier célula derivada de cualquier parte del arbol vascular. Por ejemplo, la células
endoteliales proceden de venas grandes y pequeiias, de capilares arteriales, de la vena umbilical de bebés recién naci-
dos, de vasos sanguineos cerebrales o de tumores sélidos vascularizados. La célula endotelial es una célula endotelial
precursora que es positiva para Tie-2.

Meétodos de ensayo de compatibilidad cruzada especifica de donante

La compatibilidad cruzada detecta aquellas diferencias antigénicas a las que el receptor ya se encuentra sensibili-
zado. Se realiza un ensayo de compatibilidad cruzada de un donante con un receptor mediante la puesta en contacto
de una muestra del donante con un reactivo de deteccién para aislar una célula endotelial precursora. La muestra del
receptor se pone en contacto con la célula endotelial precursora aislada y se determina la reactividad de la muestra del
receptor con la célula endotelial precursora aislada. El término “reactividad” se refiere a que se forma un complejo
mediante una interaccién de afinidad especifica entre la muestra del receptor y la célula. La falta de reactividad de la
muestra del receptor con la célula endotelial precursora aislada indica compatibilidad entre el donante y la muestra
del receptor. En contraste, la reactividad de la muestra del receptor con la célula endotelial precursora aislada indica
no compatibilidad entre el donante y la muestra del receptor. La compatibilidad se mide a partir de la falta o nivel
reducido de rechazo hiperagudo del trasplante procedente del donante en el receptor.

El donante y el receptor son, por ejemplo, cualquier mamifero, por ejemplo un ser humano, un cerdo, una vaca o un
caballo. El donante y el receptor son de la misma especie. Alternativamente, el donante y el receptor son de diferente
especie.

La muestras del donante y del receptor son, por ejemplo, sangre completa, suero, producto de leucoféresis, mé-
dula 6sea, células mononucleares sanguineas periféricas o un homogenado de tejido. Opcionalmente, las muestras se
someten a una etapa de prepurificacién previamente al ensayo de compatibilidad cruzada.

La reactividad se determina mediante métodos conocidos de la técnica. Por ejemplo, la reactividad se mide median-
te un ensayo ELISA, citometria de flujo (por ejemplo compatibilidad cruzada por citometria de flujo) o compatibilidad
cruzada por linfotoxicidad dependiente del complemento.

Trastornos vasculares e inmunoldgicos

La invencién también proporciona métodos de diagnéstico, de acceso al prondstico o de monitorizacién del curso
de tratamiento de trastornos vasculares y autoinmunolégicos.

En estos métodos se proporciona una primera muestra de ensayo procedente de un sujeto. La muestra es cono-
cido que contiene, o se sospecha que contiene, una célula endotelial precursora. Opcionalmente la célula endotelial
precursora se aisla de la primera muestra.

Se diagnostica un trastorno autoinmunoldgico mediante la puesta en contacto de la primera muestra con una segun-
da muestra procedente del sujeto que es conocido que contiene, o que se sospecha que contiene, un autoanticuerpo, y
la identificacion de un complejo de autoanticuerpo-célula endotelial precursora. La presencia de un complejo de auto-
anticuerpo-célula endotelial precursora indica que el sujeto sufre un trastorno autoinmunolégico o esta predispuesto a
sufrirlo. En contraste, la ausencia de un complejo de autoanticuerpo-célula endotelial precursora indica que el sujeto
no sufre un trastorno autoinmunolégico o que esta predispuesto a sufrirlo.
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Un trastorno vascular se diagnostica mediante la puesta en contacto de la primera muestra con un asegunda muestra.
La segunda muestra se deriva del sujeto. Alternativamente, la segunda muestra comprende anticuerpos de marcadores
de superficie celular que es conocido que se encuentran asociados a un trastorno vascular particular. La presencia de
un complejo de segunda muestra-célula endotelial precursora indica que el sujeto sufre un trastorno vascular o que
estd predispuesto a sufrirlo. En contraste, la ausencia de un complejo de segunda muestra-célula endotelial precursora
indica que el sujeto no sufre un trastorno vascular o que no esta predispuesto a sufrirlo.

Los métodos permiten la monitorizacién del curso de tratamiento de un trastorno vascular o de tipo autoinmuno-
16gico o la determinacién del prondstico del sujeto. En este método, se proporciona muestra de ensayo procedente
de un sujeto sometido a tratamiento para el trastorno. Si se desea, las muestras de ensayo se obtienen del sujeto en
diversos puntos del tiempo antes, durante o después del tratamiento. Seguidamente se determina la presencia de un
complejo de célula endotelial precursora para crear un perfil del sujeto. El perfil del sujeto se compara con un perfil
de referencia cuyo estado de trastorno vascular o de trastorno autoinmunoldgico es conocido. El perfil de referencia
no ha sido expuesto al tratamiento. El perfil de referencia se deriva de un tipo de muestra similar al de la muestra de
ensayo. Opcionalmente, el perfil de referencia se deriva de una base de datos de informacién molecular derivada de
muestras para las que es conocido el pardmetro o condicién sometido a ensayo.

En el caso de que el perfil de referencia no contenga complejos de autoanticuerpo-célula endotelial precursora, una
similitud entre la cantidad de complejos entre los perfiles del sujeto y de referencia indica que el tratamiento resulta
eficaz (por ejemplo que se alivia uno o mds sintomas del trastorno inmunolégico o que se reduce la severidad del
trastorno) y, de esta manera, indica un prondstico favorable para el sujeto. Sin embargo, un cambio de la cantidad de
complejos entre el perfil del sujeto y el perfil de referencia indica que el tratamiento no resulta eficaz y, de esta manera,
indica un pronéstico desfavorable para el sujeto.

En el caso de que el perfil de referencia contenga complejos de autoanticuerpo-célula endotelial precursora, por
ejemplo en el caso de que el perfil de referencia incluya complejos obtenidos del sujeto en el momento del diagndstico
aunque antes de iniciar el tratamiento, una similitud entre los patrones de expresién de complejos en los perfiles del
sujeto y de referencia indica que el tratamiento no resulta eficaz. En contraste, un cambio de los complejos de expresion
en el perfil del sujeto y de este perfil de referencia indica que el tratamiento resulta eficaz.

El término “eficaz” se refiere a que el tratamiento conduce a una reduccioén de cualquiera de los sintomas ante-
riormente observados de un trastorno autoinmunoldgico en un sujeto. En el caso de que el tratamiento se aplique
profildcticamente, el término “eficaz” se refiere a que el tratamiento retrasa o evita un trastorno de tipo autoinmunolé-
gico o vascular.

La expresion “trastorno autoinmunoldgico” incluye trastornos mediados por un mecanismo inmunolégico, tal co-
mo la deposicién de complejos inmunoldgicos, la inflamacidn, el ataque directo por anticuerpos circulantes. Un trastor-
no autoinmunolégico o un trastorno de tipo autoinmunolégico incluye aquellos trastornos causados por una respuesta
inmunoldgica contra los propios tejidos corporales. Los trastornos autoinmunoldgicos resultan en la destruccion de
uno o mas tipos de tejido corporal, el crecimiento anormal de un érgano o cambios de la funcién orgénica. El trastorno
puede afectar tinicamente un 6rgano o tipo de tejido o puede afectar multiples érganos y tejidos. Entre los 6rganos
y tejidos afectados comuiinmente por trastornos autoinmunoldgicos se incluye componentes sanguineos, tales como
glébulos rojos, vasos sanguineos, tejidos conectivos, gldndulas endocrinas, tales como el tiroides o el pancreas, mus-
culos, articulaciones y piel. Entre los trastornos autoinmunolégicos se incluyen, por ejemplo, la anemia hemolitica
autoinmunoldgico, la hepatitis autoinmunoldgica, la enfermedad de Berger, el sindrome de fatiga crénica, la enferme-
dad de Crohn, la tiroiditis de Hashimoto, la fibromialgia, el lupus sistémico eritematoso, la enfermedad de Graves, la
trombocitopenia purpura idiopdtica, la esclerosis multiple, la soriasis, la fiebre reumadtica y la artritis reumatoide.

Entre los trastornos vasculares se incluyen las enfermedades asociadas al sistema vascular. Por ejemplo, la vascu-
litis, la ateroesclerosis, los trastornos hemorragicos y la cicatrizacién defectuosa de heridas.

Los sintomas de un trastorno autoinmunolégico dependen de la enfermedad especifica y del 6rgano o tejido que
resulta afectado. Por ejemplo, el lupus eritematoso sistémico puede provocar insuficiencia renal, artritis y una erupcién
cutdnea en la cara. La anemia hemolitica autoinmunoldgica causa anemia o recuentos bajos de glébulos rojos. Entre
los sintomas generales de los trastornos autoinmunolégicos se incluyen: la febricula, el malestar, que es una vaga
sensacion de encontrarse enfermo, la fatiga o el cansancio ficil. Los trastornos autoinmunolégicos se diagnostican
basandose en sintomas, en un examen fisico y en los resultados de los andlisis de sangre.

Entre los tratamientos para reducir los sintomas se incluyen: farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs),
incluyendo la aspirina y el ibuprofeno, para aliviar la fiebre, el dolor articular y los dolores musculares, y los corti-
coesteroides, o esteroides, para ayudar a reducir la inflamacién. Estas medicaciones con frecuencia se utilizan a corto
plazo, para que el paciente supere un episodio sibito o una recaida; las medicaciones para suprimir el sistema inmu-
nolégico, tales como el metotrexato, la azatioprina y la ciclofosfamida, ayudan a reducir la inflamacién y el dafio a
los 6rganos. En algunos casos pueden resultar necesarios otros tratamientos. Por ejemplo, puede resultar necesaria la
cirugia para el bloqueo de los intestinos, que puede producirse en la enfermedad de Crohn. Pueden resultar necesa-
rias transfusiones de sangre en casos severos de anemia hemolitica autoinmunoldgica. La insulina se administra en
individuos que presentan diabetes de tipo 1 para controlar los niveles de glucosa en sangre.
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El sujeto preferentemente es un mamifero. El mamifero puede ser, por ejemplo, un ser humano, un primate no
humano, un ratén, una rata, un perro, un gato, un caballo o una vaca.

Meétodos generales

Los datos descritos en la presente memoria se generaron utilizando los reactivos y métodos siguientes.
Ejemplo 1
Acoplamiento de MAbs anti-Tie-2 a perlas magnéticas

En primer lugar se acoplaron Abs monoclonales (MAbs) humanos anti-Tie-2 (BD Pharmingen, Oxford, Reino
Unido) a perlas Dynabeads pan-mouse con un linker de ADN (n° de cat. 115.19) (Dynal, Oslo, Noruega). Para este fin,
se afladieron 10 pg de MAbs Tie-2 a 500 p de perlas Dynabeads pan-mouse. Se mezcl6 la suspensién de perlas-MAbs
por cabeceo y rotacién (agitador “Rock n’ roller”) durante 24 horas a 4°C. Se elimind el exceso de MADb y las perlas
recubiertas con MAb Tie-2 se bloquearon con 2 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia
albimina de suero bovino (BSA) al 0,1% en un agitador rock n’ roller a 4°C durante 10 minutos. Se repiti6 la etapa
de bloqueo seis veces, después de lo cual las perlas se resuspendieron en el volumen original (500 u1) de PBS/BSA al
0,1%.

Ejemplo 2
Aislamiento de células Tie-2+ a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Debido al gran nimero de células requerido para establecer la especificidad de las células Tie-2+, en los expe-
rimentos iniciales se aislaron PBMCs a partir de producto de leucoféresis de donantes de sangre sanos mediante
centrifugacion en gradiente en solucién Lymphoprep (Nycomed, Oslo, Noruega). Se aislaron ECs a partir de PBMCs
utilizando perlas magnéticas recubiertas con anti-MAb Tie-2. En primer lugar las PBMCs se distribuyeron en varios
tubos, conteniendo cada tubo 40x10° células. Se afiadieron a cada tubo 15 ul de perlas magnéticas prerecubiertas con
Tie-2 y se incubaron en un volumen de 500 ul de medio RPMI (GIBCO, Paisley, Reino Unido) suplementado con L-
glutamina 2 mM y suero de feto bovino inactivado por calor al 10%. Se incubaron células+perlas en un agitador rock
n’ roller a 4°C durante 30 minutos. Se separaron las células Tie-2+ tras un lavado extensivo (5 a 6 veces) con PBS
utilizando un imén. Las células Tie-2+ de todos los tubos se agruparon y se realizé un recuento de las rosetas con un
microscopio éptico.

Ejemplo 3
Aislamiento de células Tie-2+ directamente a partir de sangre periférica

Se obtuvieron 40 ml de sangre heparinizada de donantes sanos normales. La sangre se lavé una vez de la manera
siguiente: se diluyeron 10 ml de sangre con 40 ml de PBS/BSA al 0,1%. La sangre se centrifugd a 800xg durante
10 minutos. Se descart el sobrenadante y las células sanguineas se resuspendieron en 10 ml de PBS que contenia
0,6% de citrato sédico. Se afiadieron 50 ul de perlas magnéticas recubiertas de MAbs Tie-2 a cada tubo y se incubaron
durante 30 minutos a 4°C en un agitador rock ’n roller. Las células Tie-2+ se recogieron con un imdn y se lavaron una
vez con PBS-citrato sédico. Tras 4 a 5 lavados con PBS, se recogieron células Tie-2+ y la concentracion de las células
se ajusté a aproximadamente 3-4x10° células/ml. Estas células circundadas por perlas se utilizaron en un ensayo de
microcitotoxicidad o en un citémetro de flujo.

Ejemplo 4
Inmunocitoquimica

Las MAbs utilizadas para la inmunocitoquimica y el andlisis FACS se proporcionan en la Tabla 1. Las células
Tie-2+ obtenidas a partir de producto de leucoféresis de voluntarios normales proporcioné un nimero suficiente de
células para llevar a cabo diversos andlisis inmunocitoquimicos. Las células Tie-2+ se cultivaron en placas de cultivo
de tejidos recubiertas de fibronectina. Se dej6 que las células se enganchasen (24 horas) previamente a la tincién para
diversos marcadores especificos de ECs. Las células se dejaron sin tratar o se estimularon con TNF-a e IFN-y durante
14 horas. Para la inmunocitoquimica, las células se fijaron utilizando acetona al 30% en metanol durante 1 minuto.
Tras dos lavados con PBS, las células se bloquearon utilizando albimina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS durante
1 hora a temperatura ambiente. Las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con los anticuerpos primarios
anteriormente indicados diluidos 1:100 (en PBS) a 4°C durante 2 horas. El anticuerpo secundario era una IgG de cabra
antiraton conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido 1:500 (en PBS). Tras incubar durante 1 hora a
4°C, las células se lavaron dos veces y se analizaron bajo un microscopio de fluorescencia.
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Ejemplo 5
Ensayo de citometria de flujo para la deteccion de anticuerpos anti-células endoteliales

Se estudid un total de 50 sueros de pacientes trasplantados de rifién. Durante los dltimos afios (1988-2001) se han
caracterizado meticulosamente los sueros pretrasplante procedentes de pacientes de riidn utilizando diversos méto-
dos, para la presencia de anticuerpos especificos de tipos celulares, reactivos contra endotelio y monocitos y contra
HLA que se ha descubierto que se encuentran asociados a rechazos. Durante dichos afios, se recogieron 15 sueros
pretrasplante, caracterizados porque presentaban anticuerpos anti-EM o especificos de EC procedentes de pacientes
no aloinmunizados con rechazos.

Los métodos generales descritos en la presente invencién se basan en dichos 15 sueros. La caracterizacién anterior
demostré que diez sueros proporcionaron reacciones positivas en lineas humanas de células endoteliales de la vena
umbilical (HUVECS) y en monocitos (Tabla 2, puntos n° 1 a 10) y cinco sueros con tnicamente ECs (Tabla 2, puntos
n° 11 a 15). Debido a que ninguno de los quince pacientes con anticuerpos especificos de EM o de EC habia sido
aloinmunizados, no se encontraron aloanticuerpos HLA detectables en estos sueros. Ademads, se seleccionaron diez
sueros bien caracterizados procedentes de pacientes aloinmunizados que es conocido que contienen aloanticuerpos
HLA de unicamente clase I o de tnicamente clase II (Tabla 2). Como controles también se sometieron a ensayo 25
sueros de pacientes sin rechazos de injerto.

Mediante la utilizacién de dichos sueros se determind si las células Tie-2+ aisladas podian ser dianas adecuadas
para la deteccion de anticuerpos clinicamente relevantes en el trasplante de rifién. Se utiliz6 como control positivo un
grupo de sueros procedentes de pacientes que habfan formado aloanticuerpos como resultado de mdltiples transfusio-
nes de sangre o trasplantes de érgano. Los sueros procedentes de varones de grupo sanguineo AB no transfundidos y
sanos sirvieron como controles negativos. Se utilizaron los anticuerpos siguientes: fragmentos F(ab’), conjugados con
FITC de cabra anti-IgG humana (especificos de Fc) o [gM (Immunotech, USA). Para el ECXM por citometria de flujo
se utilizaron 100.000 células Tie-2+ acopladas a perlas y se llevé a cabo el procedimiento tal como se ha descrito an-
teriormente. Las células se analizaron en un citémetro de flujo Becton-Dickinson (FACSorter). Un desplazamiento de
la fluorescencia promedio de 10 canales en la muestra de ensayo respecto al control negativo se consideré un despla-
zamiento positivo, determinado tal como se ha indicado anteriormente. Este valor es arbitrario y deberfa determinarse
en cada laboratorio de trasplante. Las células Tie-2+ también se utilizaron en el ensayo rutinario de microcitotoxicidad
inmunolégico-magnético tal como se han descrito otros autores. Ademads, las células Tie-2+ inmediatamente después
del aislamiento se sometieron a ensayo en el citémetro de flujo para todos los marcadores superficiales de las células
endoteliales (Tabla 1).

Ejemplo 6
Inmunocitoquimica y andlisis FACS de marcadores de células endoteliales en células Tie-2+ aisladas

Se aislaron ECs Tie-2+ a partir de sangre periférica humana mediante la seleccion de perlas magnéticas. El andlisis
FACS demostré que aproximadamente 3+4% de las PBMCs eran Tie-2+ (fig. 1). Tras 24 horas de cultivo, la mayoria
de las células Tie-2+ se engancharon a las placas de 24 pocillos recubiertas de fibronectina y se convirtieron en
adherentes. Inicialmente estas células se encontraban en forma de células individuales o de agrupaciones de células
redondas que, tras unos cuantos dias de cultivo, se convirtieron en células adherentes con citoplasma extendido. Tras
4 dias de cultivo, las células desarrollaron gradualmente una forma ahusada (fig. 2a-c).

Lafigura 3 y la Tabla 1 resumen los resultados de los andlisis inmunocitoquimicos con anticuerpos contra antigenos
conocidos de células endoteliales. Ya en las O horas, el andlisis FACS indicaba que las células Tie-2+ expresaban
el receptor de acLDL, vWF, VEGFR-1 y presentaban una expresion fuerte de los antigenos HLA de clases I y II.
Resulta importante que las células expresaron el clinicamente importante antigeno MICA, aunque débilmente. Tras la
activacion con citoquinas, las células expresaron las moléculas de adhesion especificas de células endoteliales CD62 E
(selectina E) y CD106 (VCAM), y mostraron una expresion incrementada de HLA de clase II. De esta manera, tanto
el andlisis inmunohistoquimico como el andlisis FACS indicaban que las células Tie-2+ expresan la mayoria de los
marcadores de las células endoteliales.

Ejemplo 7
Deteccion de anticuerpos reactivos anti-células endoteliales

De media pueden obtenerse aproximadamente 3+4x10* células Tie-2+/10° PBMCs a partir de donantes individua-
les. Debido a que en la presente invencion se analizé un gran nimero de sueros, se aislaron células Tie-2+ de producto
de leucoféresis procedente de donantes de sangre sanos. Los resultados se muestran en la Tabla 2. La totalidad de
los 10 sueros que es conocido que presentan anticuerpos contra endotelio y monocitos, y 5 sueros con anticuerpos
especificos de células endoteliales mostraron patrones variables de reactividad con el panel de células Tie-2+ de seis
donantes diferentes. Sin embargo, las fracciones Tie-2, que incluian linfocitos de los mismos donantes, no reaccio-
naron con ninguno de los sueros. El patrén de reactividad con el panel de células Tie-2+ de los anticuerpos contra
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endotelio-monocitos y de los anticuerpos especificos de células endoteliales, tal como se aprecia en la Tabla 2, in-
dica la existencia de polimorfismo en estos sistemas antigénicos o, alternativamente, la presencia de anticuerpos con
diversas especificidades.

Los sueros que es conocido que contienen tnicamente aloanticuerpos HIT de clase I ampliamente reactivos tam-
bién proporcionaron reacciones positivas en cada caso con células Tie-2+ procedentes de donantes individuales. La
reactividad de los aloanticuerpos de HLA de clase II (especificidades limitadas) también se observo con células Tie-
2+ no estimuladas. De los sueros de pacientes de control sin rechazos y con funciones estables del injerto, 3/25 (12%)
mostraron reacciones positivas con cuatro de los donantes del panel de Tie-2 (Tabla 2). Los resultados obtenidos en el
ensayo de microcitotoxicidad inmunolégico-magnético concordaban con los del andlisis de citometria de flujo (Tabla
3).

Ejemplo 8
Compatibilidad cruzada de células endoteliales especifica de donante

Se llevaron a cabo retrospectivamente ensayos de compatibilidad cruzada de células endoteliales especifica de
donante en dos casos en los que se encontraban disponibles células mononucleares de sangre periférica congelada
de donante. Los primeros injertos de riién de ambos pacientes se perdieron en rechazos hiperagudos en ausencia
de anticuerpos demostrables de HLA especificos de donante. Se habia caracterizado por completo anteriormente los
sueros de compatibilidad cruzada de uno de dichos pacientes como presentando anticuerpos especificos anti-células
endoteliales utilizando HUVECs.

En este caso, se aislaron células Tie-2+ de las células mononucleares de sangre periférica del primer donante
(padre) de este paciente (punto n° 11, Tabla 2) y se mantuvieron bajo congelacién en N, liquido. Se llevé a cabo
retrospectivamente un ensayo de compatibilidad cruzada con el suero del paciente obtenido inmediatamente antes del
primer trasplante. Se muestran los resultados en la figura 4b-d. Los resultados de un segundo caso (punto n°® 12, Tabla
2) son muy similares a los del punto n° 11, y se muestran en las figuras 4e-g. Tal como puede observarse en la Tabla
2, los sueros de ambos puntos proporcionaron un patrén de reactividad similar con el panel de células Tie-2+. No se
observé reactividad con las fracciones de Tie-2.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Anticuerpos utilizados en la tincion inmunocitoquimica y el analisis de citometria de flujo de
células Tie-2+ aisladas a partir de sangre completa

Anticuerpos Compaiiia Inmunocitoquimica FACS
CD1a Becton Dickinson (BD)-USA - -
CD3 BD - -
CD14 BD (+)/+ (+)+
CD19 BD - -
CD31 BD - -
CD34 BD - -
CD56+16 BD - -
CD68 BD ++ ++
CD83 BD - -
CDG62E (anti-selectina E) Biogenesis-UK +* +*
CD106 (anti-VCAM) Biogenesis-UK ++* ++*
CD54 (anti-ICAM) R&D Systems-UK +* +*
VWF SEROTEK-UK ++ ++
Ac-LDL Molecular Probes, inc.-USA +++ +++
VEGF-R1 (Fit-1) R&D Systems +++ +4+4
MHC clase | Serotec-UK +++ +++
MHC clase Il Serotec-UK + ++
MICA Dr. Thomas Spies (+)/+ (+)/+
Anti-fibroblastos Serotec-UK - -
Anti-actina a Boehringer Mannheim, - -
Alemania

(+): tincion débil o inconsistente; +: tincion moderada; ++: tincién fuerte; +++: tincién muy fuerte; VWF:
factor de von Willebrand; Ac-LDL: lipoproteina de baja densidad acetilada; MICA: cadena A relacio-
nada con el complejo de histocompatibilidad mayor de clase |.

*expresado en células Tie-2+ unicamente tras la activacion con TNF-alfa e IFN-gamma durante 12 a
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TABLA 2

Analisis de citometria de flujo de anticuerpos anti-endotelio-monocitos, especificos de endote-
lio y especificos de HLA de clase | o de clase Il con un panel de células Tie-2+

Punto n® |Donante 1 Donante 2 Donante 3 Donante 4 Donante 5 Donante 6
Tie2+/Tie2- Tie2+/Tie2- Tie2+/Tie2- |Tie2+/Tie2- |Tie2+/Tie2- |Tie2+/Tie2-

Sueros que es conocido que contienen Abs reactivos con EMs

1 +/- +/- +/- +/- +/- +/-
2 +/- +/- +/- +/- +/- +/-
3 +/- +/- +/- +/- +/- +/-
4 +/- -/- -/- +/- -/- +/-
5 -/- +- +/- +/- +/- -/-
6 -/- +/- +/- +- +/- -/-
7 -/- +/- +/- +- +/- -/-
8 -I- -/- -/- +/- -/- +/-
9 +/- +/- -/- -/- +/- -/-
10 +/- +/- -I- -/- +/- -/-
Sueros que es conocido que contienen unicamente Abs especificos de ECs
11 +/- +- -/- +/- -/- -/-
12 +/- +- -/- +/- -/- -/~
13 -/- -/- +/- -/- +/- +/-
14 -/- -/- +/- -/- +/- +/-
15 -/- -/- +/- -/- +/- +/-
Sueros que es conocido que contienen unicamente Abs ampliamente reactivos con HLA de
clase | (n=5)
16 ’ +/+ ‘ +/+ l +/+ ] +/+ \ +/+ i +/+

Sueros que es conocido que contienen unicamente Abs de HLA clase Il (n=5)

17 | ++ [ - | - 2 - R

Sueros de control de puntos con funcion estable del injerto (n=25)

18 | > [ /- | ] - ] /- A

*3125 (12%) de los sueros reaccionaron con algunas de las células Tie-2 en el panel
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TABLA 3
Reactividad de anticuerpos anti-endotelio-monocitos, especificos de endotelio y especificos
de HLA clase | o clase Il con un panel de células Tie-2+ utilizando el ensayo de microcitotoxici-
dad
Punto n° |Donante 1 Donante 2 Donante 3 [Donante4 |[Donante5 |Donante 6
Tie2+/Tie2- Tie2+/Tie2- Tie2+/Tie2- |Tie2+/Tie2- |Tie2+/Tie2- |Tie2+/Tie2-
Sueros que es conocido que contienen Abs reactivos con EMs
1 ++/- +++/- ++/- ++/- ++/- +++/-
2 ++/- +/- +++/- ++/- +++/- ++/-
3 +44/- ++/- ++/- ++/- ++/- ++/-
4 +++/- -/~ -/- +++/- -/~ +++/-
5 -/- ++/- ++/- ++/- ++/- -/-
6 -/- +4/- ++/- ++/- ++/- -/-
7 -/- ++/- ++/- ++/- ++/- /-
8 -/- /- -/- ++/- -/- ++/-
9 +++/- +4/- -/- -/~ ++/- -/-
10 ++/- ++/- -/- /- ++/- /-
Sueros que es conocido que contienen unicamente Abs especificos de ECs
11 +++/- ++/- -/- +++/- -/- -/-
12 ++/- +++/- -/- ++/- -/- -/
13 -/- -/- ++/- -/- ++/- ++/-
14 -/- -/- ++/- -/- ++/- ++/-
15 -/- -/- ++/- -/- ++/- ++/-
Sueros que es conocido que contienen unicamente Abs ampliamente reactivos con HLA de
clase | (n=5)
16 ‘ +++/+++ l +++/+++ I ++++/++++ I +++/+++ I +++/+++ ’ ++/++
Sueros que es conocido que contienen unicamente Abs de HLA clase Il (n=5)
17 i ++/++ | -/- 1 -/- l ++/++ I -/- | ++/++
Sueros de control de puntos con funcion estable del injerto (n=25)
18 | ] -I- o - e
*2/25 (8%) de los sueros reaccionaron con algunas de las células Tie-2 en el panel.
-: negativo; +: 10% a 25%; ++: 26% a 50%; +++: 51% a 75%; ++++: 76% a 100% de células muer-
tas.
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REIVINDICACIONES
1. Método para el aislamiento de una célula endotelial precursora a partir de una muestra bioldgica, que comprende:
(a) la puesta en contacto de una muestra que contiene, o que se sospecha que contiene una célula endotelial
precursora, con un reactivo de deteccién para formar un complejo de reactivo de deteccién-célula endotelial

precursora, y

(b) separar el complejo de reactivo de deteccion-célula endotelial precursora de la muestra bioldgica, aislando
de esta manera la célula endotelial precursora,

en el que el reactivo de deteccion es un anticuerpo especifico contra Tie-2, y

en el que la célula endotelial precursora es negativa para CD34.

2. Método segtn la reivindicacién 1, en el que la muestra se selecciona de entre el grupo que consiste de sangre
completa, suero, células mononucleares de sangre periférica y producto de leucoféresis.

3. Método segtin la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo se une a un soporte sélido.

4. Método segtin la reivindicacién 3, en el que el soporte sélido es una perla no magnética, magnética o paramag-
nética.

5. Método segtin la reivindicacion 1, en el que la separacion se realiza mediante citometria de flujo o en un campo
magnético.

6. Método de compatibilidad cruzada de un donante y un receptor, que comprende:

(a) aislar una célula endotelial precursora donante de acuerdo con el método segiin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a5,y

(b) cribar una muestra del receptor para una reactividad con la célula endotelial precursora aislada,
en el que la falta de reactividad de la muestra del receptor con la célula precursora aislada indica compatibilidad
entre el donante y el receptor.
7. Método ex vivo para el diagnodstico de un trastorno vascular o de tipo autoinmunoldgico en un sujeto, que
comprende:

(a) aislar una célula endotelial precursora de acuerdo con el método segtin la reivindicacion 1,

(b) poner en contacto la célula endotelial precursora con una muestra que contiene, o que se sospecha que
contiene, un autoanticuerpo procedente del sujeto, y

(c) identificar un complejo de autoanticuerpo-célula endotelial precursora, en caso de encontrarse presente.
en el que la presencia del complejo indica la presencia del trastorno en el sujeto.
8. Método ex vivo para la determinacién de la eficacia de tratamiento, o para la evaluacién de un prondstico, de un
trastorno vascular o de tipo autoinmunoldgico en un sujeto, que comprende:
(a) aislar una célula endotelial precursora de acuerdo con el método segtn la reivindicacion 1,

(b) poner en contacto la célula endotelial precursora con una muestra que contiene, o que se sospecha que
contiene, un autoanticuerpo procedente del sujeto,

(c) medir un complejo de autoanticuerpo-célula endotelial precursora en caso de encontrarse presente, para
proporcionar un perfil del sujeto, y

(d) comparar el perfil del sujeto con un perfil de referencia,

en el que una similitud entre el perfil del sujeto y el perfil de referencia indica que el tratamiento resulta eficaz y
un prondstico favorable para el sujeto.
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9. Método segtn la reivindicacién 7 6 8, en el que el trastorno se selecciona de entre el grupo que consiste de
vasculitis, ateroesclerosis, trastornos hemorrigicos, cicatrizacién defectuosa de heridas y trasplante.
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Figura 2
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Figura 3b
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Figura 4
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