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DESCRIPCION

Método para medir la actividad de la plasmina de microparticulas presentes en una muestra de un fluido biolégico
y uso del mismo

La invencion tiene por objeto un método para medir la actividad de la plasmina de microparticulas, particularmente
de las microparticulas circulantes presentes en una muestra de sangre, tal como se define en la reivindicacion 1,
pudiendo servir dicho método como método de diagndstico o como método de seguimiento de un tratamiento.

Las microparticulas resultantes de las gemaciones de la membrana celular fueron descritas en diversos modelos
celulares y en numerosas condiciones patoldgicas como marcadores fiables de la activacién y/o apoptosis celular.

Particularmente, los inventores describieron inicialmente la liberacion de estas microparticulas por las células
endoteliales en respuesta a una estimulacion inflamatoria y al aumento de la cantidad de microparticulas
endoteliales circulantes en pacientes que presentan el riesgo de trombosis. Puesto que, los niveles elevados de
microparticulas endoteliales circulantes fueron descritas en diferentes condiciones patolégicas tales como los
sindromes coronarios, insuficiencia renal, diabetes, sindrome de los antifosfolipidos (SALP), purpura trombética
trombocitopénica (PTT) o también drepanocilosis, los trastornos en los cuales la presencia de microparticulas
refleja disfuncionalidades endoteliales es indicativo de un mal prondstico.

Las microparticulas que expresan diversos componentes bioactivos procedentes de las células de las cuales se
derivan, pueden presentar una amplia gama de actividades biolégicas capaces de modular las funciones de las
células endoteliales o sanguineas, de influir sobre la homeostasis vascular y participar en las respuestas
inflamatorias o en la angiogénesis.

Por ejemplo, las microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes, presentan superficies
fosfolipidicas procoagulantes implicadas en el ensamblaje y la activacion de los factores de la coagulacion.

Ademas, la participacion de microparticulas, particularmente de las microparticulas circulantes, en la generacion de
trombina resulta de su capacidad de expresar, transferir o inducir el factor tisular en el compartimento vascular.

Entre los principales reguladores del equilibrio hemostatico, el sistema de activacién del plasminégeno es la
principal via fisioldgica para la disolucion del coagulo de fibrina. Esta via facilita igualmente la angiogénesis
ayudando a la proteolisis de los componentes de la matriz extracelular.

La conversion del plasminégeno en plasmina activa depende de dos serin-proteasas: el activador tisular del
plasmindgeno (t-PA: tejido de tipo plasminégeno activador) que en los vasos esta principalmente implicado en la
fibrinolisis, y la uroquinasa (u-PA; uroquinasa de tipo plasmindgeno activador) que, unida a su receptor especifico,
UuPAR, esta implicada en la proteolisis pericelular.

La generacion de plasmina inducida por la uPA y la activacion de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) que de
ello resulta, favorece la migracion de células a través de la matriz intersticial y participa en los procesos tales como
el remoldeado tisular, la invasion metastasica y la angiogénesis.

Una activacion no controlada y/o excesiva del plasminégeno puede tener consecuencias deletéreas induciendo el
desprendimiento celular y/o la apoptosis celular. Se entiende, por lo tanto, que la regulacion de la expresion de la
plasmina en la superficie de las células, particularmente de las células endoteliales, es de importancia critica en la
regulacion de la homeostasis vascular.

El documento Graves Laura E et al, (Cancer Research 64, 7045-7049, 1 octubre 2004) describe un método para la
medicion de la actividad de la plasmina de las vesiculas unidas a las membranas aisladas de muestras de ascitis.
El documento de JY W. et al. (“Measuring circulating cell-derived microparticles”, Journal of thrombosis and
haemostasis, vol. 2, n® 10, 1 octubre 2004, paginas 1842-1843) describe, en referencia a él, diferentes métodos
para aislar las microparticulas.

En la lectura de lo precedente se entiende, por lo tanto, el interés que existe, por una parte en poder evaluar la
generacion de la “actividad de la plasmina” de las microparticulas, particularmente de las microparticulas
circulantes, en un fluido biolégico, particularmente en un fluido biolégico en situacion de flujo, muy particularmente
sangre, o en extractos tisulares y, por otra parte, en poder modular esta actividad.

Por “fluido biolégico” se entiende cualquier liquido corporal extraible como, por ejemplo, sangre, liquido
cefalorraquideo (LCR), liquido bronco-alveolar (LBA), orina, liquido sinovial, lecha materna, saliva, lagrimas, liquido
seminal, liquidos de ascitis, derrame pleural, liquido amniético.

Por “fluido biolégico en situacion de flujo” se entiende cualquier liquido corporal que fluye dentro o fuera del cuerpo
de forma natural como, por ejemplo la sangre en circulacion, leche materna, orina, saliva, lagrimas, liquido seminal,
flujo menstrual y cualquier otro flujo seroso y/o mucoso.
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Entre las fuentes de extractos tisulares se pueden citar las placas de ateroma o cualquier otro tejido obtenido por
cirugia.

Por “actividad de la plasmina” se debe entender en el presente texto la capacidad de una muestra de fluido
bioldgico, particularmente un fluido bioldgico en situacion de flujo que contiene microparticulas, particularmente
microparticulas circulantes, de generar plasmina, cualquiera que sea el mecanismo empleado.

Como método de diagndstico, el valor de la “actividad de la plasmina de la muestra testada”, medida en la muestra
de fluido biolégico que contiene microparticulas, particularmente microparticulas circulantes, y comparada con la
medida de esta misma capacidad en una muestra testigo obtenida de individuos denominados normales, es decir
que no presentan ninguna patologia, si es significativamente superior a la del testigo, reflejara, por ejemplo, y sin
limitacion, para un individuo, un riesgo mas o menos elevado de sufrir por ejemplo accidentes vasculares causado
por una inestabilidad acusada de las placas de ateroma, un riesgo mas o menos elevado para un individuo
afectado por un cancer de sufrir una invasion metastasica o, también para un individuo un riesgo mas o menos
elevado de sufrir un accidente cerebrovascular y sus consecuencias deletéreas sobre el funcionamiento cerebral.
Si este valor de la “actividad de la plasmina de la muestra testada” es inferior a la del testigo, entonces ésta
reflejara, por ejemplo para el individuo cuya sangre ha sido testada, un riesgo acrecentado de trombosis.

Como seguimiento de un tratamiento, el valor de la “actividad de la plasmina de la muestra testada”, medida en las
microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes, de una muestra de fluido bioldgico, particularmente
un fluido bioldgico en situacion de flujo de un individuo en curso de tratamiento, y comparada con la medicion de
esta misma capacidad en una muestra testigo obtenida del mismo individuo antes del tratamiento o anteriormente
en el tratamiento, permite seguir la evolucion de la respuesta de dicho individuo en funcion del tratamiento que le
ha sido administrado.

No obstante, existe siempre la necesidad de un ensayo simple, eficaz y fiable, de los riesgos a los que se expone
un paciente, ligados a una actividad de la plasmina demasiado fuerte o demasiado débil de su sangre o, también,
un ensayo sencillo para seguir la evoluciéon de un tratamiento que pretende modular la actividad de la plasmina de
las microparticulas, particularmente de las microparticulas circulantes, de un fluido bioldgico, particularmente un
fluido biolégico en situacion de flujo de un individuo.

Uno de los objetivos de la presente invencion es suministrar un ensayo de este tipo.

En efecto, después de amplios trabajos y de manera sorprendente, los inventores han puesto de manifiesto y en su
buen saber por primera vez, que las microparticulas circulantes presentes en un fluido bioldgico, particularmente en
un fluido bioldgico en situacién de flujo, particularmente en la sangre de un individuo, son portadoras de una
actividad bioldgica que las confiere la capacidad de generar plasmina.

En base de este descubrimiento, la presente descripcion tiene por objeto un método para la medicion de la
actividad de la plasmina de microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes, de una muestra de
fluido biolégico, particularmente un fluido bioldgico en situacion de flujo, particularmente de sangre, previamente
extraida, en la cual

- en una primera etapa se aislan las microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes,
presentes en dicha muestra,

- enuna segunda etapa se mide, por cualquier método apropiado, la capacidad de dichas microparticulas
aisladas en la etapa 1 para generar plasmina, y

- en una tercera etapa se compara el resultado de la medida obtenida en la etapa 2 con el resultado de
una medida idéntica realizada en las mismas condiciones en una muestra testigo de fluido biolégico
idéntico.

Asi, con mas precision, el objeto de la invencion es tal como se define en la reivindicacion 1.

Segun una variante de la invencion, el fluido bioldgico idéntico, testigo, puede ser un fluido bioldgico idéntico al
testado, pero que procede de al menos un individuo considerado como sano, es decir que no presenta patologias,
por lo menos la patologia de la cual padece el individuo cuyo fluido bioldgico se ha testado y que permite evaluar
entonces los riesgos de dicho individuo frente a un valor considerado como normal.

Segun otra variante de la invencion, el fluido biolégico idéntico, testigo, puede ser el mismo fluido bioldgico que el
testado, procedente del mismo individuo, pero obtenido en una extraccion anterior a la que haya dado lugar a la
muestra testada, por ejemplo antes del comienzo de un tratamiento, con el fin de poder establecer un seguimiento
de la evolucién de la capacidad de las microparticulas de generar plasmina, por ejemplo en el transcurso de un
tratamiento.

Segun la invencion, la primera etapa del método (aislamiento de las microparticulas, particularmente las
microparticulas circulantes presentes en la muestra) se puede realizar segun cualquier procedimiento compatible
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con el aislamiento de tales microparticulas. Como ejemplo, se citara la centrifugacion a elevadas velocidades o
también técnicas de biocaptura cualquiera que sea el soporte captador (por ejemplo anticuerpos, por ejemplo
anexina V).

Segun la primera etapa del método segun la invencién, las microparticulas , particularmente las microparticulas
circulantes, se pueden aislar por una sucesion de centrifugaciones y ultracentrifugaciones en un procedimiento
segun el cual

- enuna etapa 1A se centrifuga un volumen comprendido entre 500 ul y 5 ml, preferentemente entre 1
ml y 2 ml, de una muestra de fluido bioldgico, preferentemente un fluido bioldgico en situacion de flujo,
por ejemplo de sangre previamente extraida, a una velocidad comprendida entre 1000 g y 2000 g,
preferentemente entre 1200 g y 1800 g, durante un tiempo comprendido entre 5 minutos y 20 minutos,
preferentemente entre 10 y 15 minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y 6°C,
preferentemente entre 3 y 5°C;

- enuna etapa 1B se centrifuga el sobrenadante obtenido en la etapa 1A a una velocidad comprendida
entre 10000 g y 20000 g, preferentemente entre 12000 g y 15000 g, durante un tiempo comprendido
entre 1 minuto y 5 minutos, preferentemente entre 2 y 3 minutos, a una temperatura comprendida
entre 2 y 6°C, preferentemente entre 3 y 5°C;

- enuna etapa 1C se centrifuga el sobrenadante obtenido en la etapa 1B a una velocidad comprendida
entre 15000 g y 25000 g, preferentemente entre 18000 g y 22000 g, durante un tiempo comprendido
entre 45 minutos y 120 minutos, preferentemente entre 60 y 100 minutos, a una temperatura
comprendida entre 2 y 6°C, preferentemente entre 3 y 5°C;

- enuna etapa 1D se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1C en un volumen comprendido entre 250
pl y 4 ml, preferentemente entre 1 y 2 ml, de tampodn fosfato salino (PBS) y se centrifuga la mezcla a
una velocidad comprendida entre 15000 g y 25000 g, preferentemente entre 18000 g y 22000 g,
durante un tiempo comprendido entre 45 minutos y 120 minutos, preferentemente entre 60 y 100
minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y 6°C, preferentemente entre 3 y 5°C;

- enuna etapa 1E se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1D en un volumen comprendido entre 250
pl 'y 4 ml, preferentemente entre 1 y 2 ml, de tampon fosfato salino (PBS) y se centrifuga la mezcla a
una velocidad comprendida entre 15000 g y 25000 g, preferentemente entre 18000 g y 22000 g,
durante un tiempo comprendido entre 45 minutos y 120 minutos, preferentemente entre 60 y 100
minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y 6°C, preferentemente entre 3 y 5°C;

- enuna etapa 1F se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1E en un volumen comprendido entre 20 pl
y 500 pl, preferentemente entre 50 y 100 pl, de tampodn fosfato salino (PBS).

La suspension de microparticulas, particularmente de microparticulas circulantes, obtenida en la etapa 1F se puede
utilizar inmediatamente para analisis o se puede conservar preferentemente a -80°C.

Segun la invencion, la segunda etapa del método (medicién de la capacidad de las microparticulas, particularmente
de las microparticulas circulantes, para generar plasmina) se puede realizar directamente sobre la cantidad de
microparticulas obtenidas a partir de la primera etapa. Preferentemente, segun la invencion, la segunda etapa del
método se puede realizar en una determinada cantidad de las microparticulas obtenidas a partir de la primera
etapa, pudiendo estar comprendida dicha cantidad entre 10000 y 100000 microparticulas, preferentemente entre
100000 y 300000 microparticulas. En este caso, el método segun la invencion puede comprender una etapa
suplementaria (etapa 1bis) de recuento de las microparticulas obtenidas a partir de la primera etapa,
intercalandose dicha etapa de recuento entre la primera y la segunda etapa del método segun la invencion.

Dicha etapa de recuento se puede realizar segun la invencién segun cualquier procedimiento conocido para el
recuento de microparticulas. Ventajosamente, el recuento de las microparticulas se puede realizar por citometria
de flujo segun los protocolos clasicamente utilizados en la técnica anterior, los descritos por ejemplo en la solicitud
de patente francesa FR-A-2795820 o, también, mediante un ensayo de deteccion basado en la actividad pro-
coagulante de las microparticulas (Zymufen MP-activity, Hyphen BioMed) o, también, por dosificacion protéica.
Preferentemente segun la invencion, las microparticulas se recuentan por citometria de flujo.

Segun la invencidn, la segunda etapa del método, es decir la medicion de la capacidad de dichas microparticulas,
particularmente de las microparticulas circulantes aisladas en la etapa 1, para generar plasmina se puede
determinar bien sea por medicion de la cantidad de plasmina espontaneamente presente sobre las microparticulas,
o bien por medicion de la cantidad de plasmina susceptible de ser producida por estas microparticulas.

Dichas mediciones de plasmina se pueden realizar por cualquier método conocido.

Segun una variante de la etapa 2 del método segun la invencion, la medicion de la cantidad de plasmina
espontaneamente presente sobre las microparticulas, particularmente sobre la microparticulas circulantes, se
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puede realizar por cualquier método conocido, como por ejemplo por una medicion inmunolégica (FASEB J 2003,
17: 1301-3) (ELISA o Western Blot) con ayuda de anticuerpos antiplasmin(égenos) (por ejemplo TC12040,
Technoclone, Austria o producto 3641, American Diagnostica) o, también, por espectrofotometria, por lectura de la
absorcion de la muestra a 405 nm con ayuda de sustratos cromogénicos selectivos de la plasmina (por ejemplo
CBS0065, Stago).

Segun otra variante de la etapa 2 del método segun la invencion, la medicion de la cantidad de plasmina
susceptible de ser producida por las microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes, se puede
realizar segun el procedimiento descrito en Thromb Haemost 2004; 92: 1066-75, en el cual

- enuna etapa 2-1 se afiade a las microparticulas obtenidas en la etapa 1 o en la etapa 1bis del método
segun la invencion, plasmindgeno, ventajosamente purificado, en una cantidad final comprendida
entre 0,1 uM y 2,0 pM, preferentemente entre 0,5 uM y 1 yM, y un sustrato cromogénico selectivo de
la plasmina como, por ejemplo, (metil-malonil)-hidroxipropilarginina-p-nitroanilida (CBS0065)
comercializada por la sociedad STAGO (Francia), en una cantidad final comprendida entre 0,50 mM y
1,0 mM, preferentemente entre 0,65 mM y 0,85 mM;

- enuna etapa 2-2 se incuba la mezcla obtenida en la etapa 2-1, por ejemplo en una estufa de secado,
a una temperatura comprendida entre 25°C y 45°C, preferentemente 30°C y 40°C, durante un tiempo
comprendido entre 30 minutos y 90 minutos, preferentemente entre 50 y 70 minutos, y

- en una etapa 2-3 se mide la cantidad de plasmina susceptible de ser producida, y se detecta por
fotometria por lectura de la absorcion de la muestra a 450 nm (por ejemplo en un lector de placas de
96 pocillos como el lector de microplacas MR 700 Dynex).

Segun una variante de la etapa 2-1, el sustrato selectivo de la plasmina puede ser un sustrato fluorescente como,
por ejemplo, la H-D-Val-Leu-Lys-7-amido-4-metilcumarina (Bachem, Bubendorf, Suiza) o el D-AFK-ANSNH-
C4H9.2HB (Haematologic Technologies Inc, Vermont EE.UU).

Segun una variante de la etapa 2-2, la mezcla obtenida en la etapa 2-1 se deposita en un lector de placas
termostatizado a 37°C, el cual mide la cinética de formacion de plasmina por medicién de la absorcién a 405 nm en
funcién del tiempo.

Segun la invencion, la segunda etapa del método se puede realizar sobre cualquier soporte compatible con las
incubaciones y las mediciones a realizar. A este efecto, se pueden citar los cuencos con fondo redondo o los
cuencos con fondo plano, por ejemplo los cuencos de las placas con 48 o 96 pocillos de poliestireno o de cloruro
de polivinilo. Preferentemente, la etapa 2 del método segun el invento se realiza en cuencos con fondo redondo o
en cuencos con fondo plano de placas con 96 pocillos.

Segun la invencion, la medicién de la cantidad de plasmina susceptible de ser producida por las microparticulas,
particularmente las microparticulas circulantes, o de la cantidad de plasmina espontaneamente presente sobre las
microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes, se puede realizar en un volumen final comprendido
entre 25 ul y 150 pl, preferentemente entre 50 pl y 100 pl, ajustado por ejemplo con ayuda de tampodn fosfato salino
(PBS), suplementado con albumina de suero bovino (Bovin Serum Albumin: BSA) con una concentracion
comprendida entre 1,0 y 3,0 mg/ml, preferentemente entre 1,5 y 2,5 mg/ml. El nimero de microparticulas a testar
por pocillo puede estar comprendido entre 50 000 y 400 000 particulas, preferentemente 100 000 a 200 000
particulas por pocillo. Ventajosamente, cuando la medicion se realiza en cuencos con fondo redondo, el volumen
final es preferentemente de 50 yl y cuando la medicion se realiza en cuencos con fondo plano el volumen final es
preferentemente de 100 pl. Segun la invencion, los resultados se expresan en cantidad de plasmina producida por
numero de microparticulas.

En una muestra de fluido biolégico, particularmente de fluido bioldgico en situacion de flujo, muy particularmente de
sangre, las microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes, representan una poblacion global de
microparticulas, que como se ha visto anteriormente, tienen por origen una gemacion celular y pueden proceder de
numerosos tipos celulares diferentes. A este respecto, se pueden citar microparticulas procedentes de células
endoteliales, de células hematopoyéticas.

Asi, segun el tipo celular del cual proceden, las microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes,
seran portadoras de caracteristicas propias del tipo celular del que proceden. Sobre esta base, es posible aislar las
microparticulas en funcion de su origen y generar, asi, distintas poblaciones de microparticulas de un solo tipo. Por
tanto, puede ser interesante no realizar la medicién de la actividad de la plasmina mas que en un tipo particular de
microparticulas .

Asi, segun un modo particular de realizacion de la invencién, el método puede comprender, ademas, una etapa
1ter de aislamiento de las microparticulas en funcion de su origen. Esta etapa se puede realizar después de la
primera etapa del método segun la invencioén, es decir después de la etapa 1 o la etapa 1bis de dicho método,
preferentemente después de la etapa 1 y antes de la etapa 1bis.
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El aislamiento de las microparticulas interesantes se puede realizar por cualquier método conocido de la técnica
anterior. A este respecto, se citarda un procedimiento de cribado celular por citometria o también por inmuno
separacion magnética. Preferentemente segun la invencion, se utiliza el método de la inmunoseparacion
magnética.

Todavia, segun otra variante del método segun la invencion, es posible inmovilizar las microparticulas aisladas en
la etapa 1 en el soporte sobre la cual se va a realizar la etapa 2. La inmovilizacion de las microparticulas se puede
realizar segun cualquier procedimiento conocido de la técnica anterior, particularmente el descrito en la solicitud de
patente internacional WO-A-96/03655. Por ejemplo, es posible preparar el soporte utilizado en la etapa 2 del
método segun la invencion cubriendo su superficie con ayuda de un compuesto apto para inmovilizar las
microparticulas por reconocimiento de un elemento de la superficie de dichas microparticulas . A este respecto, se
pueden citar la anexina V que reconoce los fosfolipidos procoagulantes, o también los anticuerpos especificos de
los complejos glicoprotéicos conformacionales activos y/o funcionales de las membranas GPIIb/GPIlla, o también
los receptores adhesivos de los monocitos o de los linfocitos LFA-1, o también la trombomodulina endotelial o
también la CD146. Segun otra variante del método segun la invencion, es posible inmovilizar las microparticulas
con ayuda de un polication como la poli-L-lisina.

La invencion tiene igualmente por objeto la utilizacion de microparticulas circulantes, presentes en una muestra de
sangre, en un método de medicion de la actividad de la plasmina de dicha muestra de sangre segun una de las
reivindicaciones 1 a 18.

La invencion tiene también por objeto la utilizacién de un método segun una de las reivindicaciones 1 a 18 en un
método de diagndstico, en un individuo cuya sangre procede,

- del riesgo mas o menos elevado de sufrir accidentes vasculares causados, por ejemplo, por una
inestabilidad acrecentada de las placas de ateroma, o también

- del riesgo mas o menos elevado de dicho individuo, afectado de un cancer, de sufrir una invasion
metastasica, o también

- del riesgo mas o menos elevado de dicho individuo de sufrir un accidente vascular cerebral, sus
complicaciones hemorragicas,

- del riesgo de dicho individuo de sufrir una trombosis.

Los inventores pudieron poner de manifiesto, ademas, que las microparticulas circulantes, particularmente las
microparticulas procedentes de células endoteliales, contenidas en un fluido biolégico, particularmente un fluido
bioldgico en situacion de flujo, por ejemplo de sangre, portadoras de una actividad de plasmina en el sentido de la
invencion, presentan una gran resistencia a la inactivacion, particularmente a la neutralizacién o inhibicion por los
inhibidores de enzimas proteoliticas presentes en el fluido bioldgico. Esta propiedad confiere a dichas
microparticulas circulantes la capacidad de transmitir la actividad de la plasmina a través del organismo por el
fluido biolégico hasta el lugar en el que la presencia de la plasmina desarrolla su actividad, sin riesgo de inhibicion
o al menos con un riesgo de inhibicién extremadamente reducido. A este respecto, se sabe que la plasmina nativa
circulante es inhibida rapidamente en los fluidos biolégicos. Dichas microparticulas pueden ser comparadas
entonces como un vector de la actividad de la plasmina, lo que permite considerar su utilizacién como tal, una vez
purificadas o semipurificadas. De la misma manera que las microparticulas portan el factor tisular, son
potencialmente utiles en el tratamiento de enfermedades hemorragicas congénitas como la hemofilia (Nature
Medicine 2003, 9: 1020-1025).

Por purificadas o semipurificadas se entiende que las microparticulas se utilizan después de haber sufrido al
menos una etapa de purificacion.

Asi, la descripcion tiene por objeto la utilizacién de microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes
procedentes de células endoteliales, purificadas o semipurificadas, como vector de la actividad de plasmina.

La descripcion tiene también por objeto la utilizacion de microparticulas, particularmente microparticulas
circulantes, particularmente las microparticulas procedentes de células endoteliales, purificadas o semipurificadas,
como medicamento, particularmente como medicamento con actividad proteolitica o antitrombética.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion apareceran en la lectura de los ejemplos siguientes, que no se dan
mas que a titulo ilustrativo y no limitan en nada la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Demostracion de la actividad de la plasmina portada por las microparticulas de células
endoteliales en cultivo:

1-A: Preparacion de microparticulas de células endoteliales:
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Células de la linea endotelial microvascular humana HMEC-1 (J. Invest. dermatol. 1992; 99: 683-90) fueron
cultivadas hasta la confluencia en medio MCDB 131 (Invitrogen Life Technologies, Cergy Pontoise, Francia)
suplementado con 10% de suero de ternera fetal exento de microparticulas (FCS), 10 ng/ml de EGF humano
recombinante (Upstate Cell Signaling Solutions, Lake Placid, NY, EE.UU.) y 1 pg/ml de hidrocortisona (Sigma, St
Quintin Fallavier, Francia).

Las microparticulas endoteliales (EMP) fueron purificadas a partir del medio de cultivo de células HMEC-1
estimuladas durante 48 horas con 100 ng/ml de TNF-a (Pepro Tech Inc, Rocky Hill, NJ, EE.UU) segun las
condiciones descritas en J. Clin. Invest. 1999 julio; 104(1): 93-102).

Los sobrenadantes del cultivo fueron centrifugados a 4300 g durante 5 minutos con el fin de desembarazarlos de
las células y los residuos celulares flotantes.

Los sobrenadantes se centrifugaron entonces a 20000 g durante 120 minutos a 4°C.

El coagulo de EMP se lavé entonces 2 veces con tampon fosfato salino (PBS) y se volvié a suspender en PBS.
Partes alicuotas de 10 yl de suspension de EMP, diluida 1/100, se marcaron con anexina V conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Abcys. Paris, Francia). Las EMP se contaron por citometria de flujo como se
ha descrito anteriormente en J. Thromb. Haemost. 2004 oct.: 2(10): 1842-3 y en la solicitud de patente francesa
FR-A-2795820.

1-B: Inmovilizacion de las EMP
Las EMP se inmovilizaron sobre una superficie de policatién segun el principio de la adsorcion fisico-quimica.

Para ello, las paredes y el fondo de los pocillos con fondo redondo de placas con 96 pocillos de PVC se activaron
con 25 pg/ml de poli-L-lisina (Aldrich-Sigma). Diferentes concentraciones de EMP en PBS se incubaron entonces
durante una noche a 4°C en los pocillos previamente activados. Los pocillos se lavan después y las EMP
inmovilizadas se utilizaron en el ensayo de generacion de plasmina.

1-C: Ensayo de generacion de plasmina
1-C-1: protocolo

En los pocillos de las placas de 96 pocillos con fondo redondo, de PVC, se incubaron diferentes concentraciones
de EMP en suspensién en PBS, suplementado con 0,8% de seroalbumina bovina (PBSA), con 50 ul de una mezcla
de plasminégeno 1 uM y (metil-malonil)-hidroxipropilarginina-p-nitroanilida (CBS0065, Stago, Asniéres, Francia),
sustrato cromogénico selectivo de la plasmina 0,75 mM.

Como control se utilizé un volumen idéntico del sobrenadante del ultimo lavado de las EMP.

La microplaca se depositd en el lector de microplacas, y la cinética de la aparicion de la plasmina fue seguida
durante 9 horas con ayuda de un espectrofotémetro adaptado a la lectura de placas multipocillos (MX5000, Dynex),
a 37°C, por medicion de las modificaciones de la absorcién a 405 nm producidas por la liberacién de p-nitroanilina
en funcién del tiempo.

1-C-2: Resultados

Los resultados de estas mediciones se muestran en la tabla siguiente:

EMP/50 uL A 405 nm/min
10° 48,7

10° 12,9

5.10" 4,7

10° 1,6

10° 1,1

0 0,5

510"+ EACA | 0,6
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EACA: acido e-aminocaproico (e-aminocaproic acid), inhibidor de la union del plasminégeno a las MP.
1-D: medicion de la constante de Michaelis

1-D-1: mediciéon sobre las EMP en suspensién

1-D-1a: protocolo

En los pocillos de las placas de 96 pocillos con fondo redondo, de PVC, 2.10° EMP en suspension en PBS,
suplementado con 0,8% de suero de suero de albumina bovina (PBSA), se incuban con diferentes concentraciones
de plasmindgeno (0 a 5 uM) en un volumen final de 50 pl, en presencia de (metil-malonil)-hidroxipropilarginina-p-
nitroanilida (CBS0065, Stago, Asniéres, Francia), sustrato cromogénico selectivo de la plasmina 0,75 mM.

Como control se utilizé6 un volumen idéntico de sobrenadante del ultimo lavado de las EMP.
1-D-1b: Resultados

Los resultados de estas mediciones se muestran en la tabla siguiente:

Pg (uM) | A 405 nm/min
5 35,8

25 31,8

1,25 25,9

0,62 21,8

0,31 18,2

0,18 16,4

0 0,4

Por aplicacién de la ecuacion de Michaelis-Menten, estos resultados permiten determinar la constante de Michaelis
de la generacion especifica de plasmina : Km = 0, 122 uM.

1-D-2: medicion sobre las EMP inmovilizadas
1-D-2A: protocolo

Las microparticulas fueron inmovilizadas en los pocillos tal como se indicé anteriormente (1-B inmovilizacion de las
microparticulas).

El plasminégeno y el sustrato cromogénico se afiadieron a las microparticulas inmovilizadas segin el mismo
protocolo que para las EMP en suspension.

La cinética de formacién de la plasmina se detecta en un lector de microplacas por medicién de la absorcion a 405
nm.

Esta variante, después de la deteccion de la cinética de activacion, permite medir la plasmina ligada a las
microparticulas inmovilizadas. A este efecto, las placas se lavan con PBSA y la plasmina fijada a las
microparticulas inmovilizadas se detectd por adicion de 50 pl/pocillo de CBS0065 0,325 mM y medicion de las
modificaciones de la absorcion a 405 nm.

1-D-2b: Resultados

EMP/50 uyL | A 405 nm/min
2.10° 4,6
10° 2,3
7.5.10" 1,5
5.10" 0,8
2,5.10" 0,6




10

15

20

25

30

35

40

ES 2398 764 T3

1-E: Conclusiones

Estos resultados muestran que la formacién de plasmina por las microparticulas es funcién del nimero de
microparticulas afiadidas a los pocillos o de la concentracion fija de microparticulas o de la concentracion de
plasminégeno afadida. Estos resultados muestran igualmente que el efecto de las microparticulas se debe a la
presencia de un activador del plasmindgeno presente sobre las microparticulas.

Ejemplo 2: Demostracion de la actividad de la plasmina portada por las microparticulas in vivo:
2-A: Protocolo

A partir de una muestra de sangre entera previamente obtenida de un individuo que presenta una patologia
autoinmune con riesgo trombotico, se aislaron las microparticulas segun el método siguiente:

+ (etapa 1A) se centrifugan 2 ml de dicha muestra de sangre a la velocidad de 1500 g, durante 10 minutos a
la temperatura de 4°C;

+ (etapa 1-B) se centrifuga el sobrenadante obtenido en la etapa 1A a la velocidad de 17500 g, durante 2
minutos, a la temperatura de 4°C;

+ (etapa 1-C) se centrifuga el sobrenadante obtenido en la etapa 1Ba la velocidad de 17500 g, durante 90
minutos, a la temperatura de 4°C;

+ (etapa 1D) se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1C en 1000 pl de tampon fosfato salino (PBS) y se
centrifuga la mezcla a la velocidad de 17500 g durante 90 minutos, a la temperatura de 4°C.

+ (etapa 1E) se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1D en 1000 pl de tampodn fosfato salino (PBS) y se
centrifuga la mezcla a la velocidad de 17500 g durante 90 minutos, a la temperatura de 4°C.

+ (etapa 1F) se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1E en 50 pl de tampon fosfato salino (PBS) para la
conservacion y utilizacion ulterior.

Las microparticulas asi obtenidas en la etapa 1F se recuentan por citometria de flujo.

En un cuenco con fondo redondo de una placa de 96 pocillos (Vinyl alphanumeric U bottom plates, ref. 2101,
Thermo), en un volumen final de 50 pl, ajustado en caso necesario con tampon fosfato salino (PBS), suplementado
con seroalbumina bovina a la concentracion final de 2 mg/ml, con 200000 microparticulas obtenidas anteriormente
y conservadas en PBS suplementado con seroalbumina bovina a la concentracion final de 2 mg/ml, se afiade
plasmindgeno purificado (Américan Diagnostica, Hyphen) a una concentracion final de 0,5 yM (o 1 uM) y CBS0065
(STAGO) a la concentracion final de 0,75 mM.

Al final de la adicion del plasmindgeno y del sustrato cromogénico a las microparticulas en un volumen final de 50
Ml en una placa de 96 pocillos, dicha placa se dispone directamente en el fotdmetro termostatizado a 37°C
(MX5000; Dynex) con el fin de detectar la variacion de la absorcién a 405 nm en funcién del tiempo durante 4 a 6
horas.

La actividad de la plasmina de una muestra testigo procedente de un sujeto exento de riesgo trombdtico, se mide
en paralelo en las mismas condiciones. La cantidad de plasmina producida por las microparticulas se calcula en
relaciéon con una curva de referencia hecha con concentraciones variables de plasmina (0 a 20 nM).

2-B: Resultados

Pl A Pl A P A P A P A P A
1 135 | 5 35 | 9 0.4 13 1,5 17 | 3,75 | 21 1,5
2 1,8 6 1,0 10 | 0,7 14 105 | 18 | 7,5 22 | 0,9

3 0,7 7 06 | 11 1,2 15 | 1,8 19 | 6,5

4 0,5 8 2,8 12 | 905 | 16 | 2,15 | 20 | 0,85

A: absorcion (405 nm/min); P = paciente
2-C: Conclusion

Estos resultados muestran que las microparticulas circulantes aisladas a partir del plasma de un sujeto que
presenta una enfermedad autoinmune generan plasmina como las particulas del protocolo testado in vitro. Estos
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resultados muestran igualmente que el efecto de las microparticulas producidas in vivo depende de la presencia
del plasminégeno afiadido.

10
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REIVINDICACIONES

Método para la medicion de la actividad de la plasmina de las microparticulas aisladas, particularmente de las
microparticulas circulantes de una muestra de sangre, previamente extraida, en el cual

- en una primera etapa se aislan dichas microparticulas presentes en dicha muestra, segun un
procedimiento en el cual

o enuna etapa 1A se centrifuga un volumen comprendido entre 500 ul y 5 ml de una muestra de
sangre previamente extraida, a una velocidad comprendida entre 1000 g y 2000 g, durante un
tiempo comprendido entre 5 minutos y 20 minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y
6°C;

o en una etapa 1B se centrifuga el sobrenadante obtenido en la etapa 1A a una velocidad
comprendida entre 10000 g y 20000 g, durante un tiempo comprendido entre 1 minuto y 5
minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y 6°C;

o en una etapa 1C se centrifuga el sobrenadante obtenido en la etapa 1B a una velocidad
comprendida entre 15000 g y 25000 g, durante un tiempo comprendido entre 45 minutos y 120
minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y 6°C;

o en una etapa 1D se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1C en un volumen comprendido
entre 250 yl y 4 ml de tampdn fosfato salino (PBS) y se centrifuga la mezcla a una velocidad
comprendida entre 15000 g y 25000 g, durante un tiempo comprendido entre 45 minutos y 120
minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y 6°C;

o en una etapa 1E se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1D en un volumen comprendido
entre 250 yl y 4 ml de tampdn fosfato salino (PBS) y se centrifuga la mezcla a una velocidad
comprendida entre 15000 g y 25000 g, durante un tiempo comprendido entre 45 minutos y 120
minutos, a una temperatura comprendida entre 2 y 6°C;

o en una etapa 1F se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1E en un volumen comprendido
entre 20 ul y 500 pl de tampdn fosfato salino (PBS).

- en una segunda etapa se mide, por cualquier método apropiado, la capacidad de dichas microparticulas

aisladas en la etapa 1 para generar plasmina, y

en una tercera etapa se compara el resultado de la medida obtenida en la etapa 2 con el resultado de una
medida idéntica realizada en las mismas condiciones en una muestra de sangre idéntica, testigo.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicha muestra de sangre idéntica, testigo, es una
muestra de sangre procedente de al menos un individuo considerado como sano, o es sangre procedente
del mismo individuo pero obtenida en una extraccién anterior a la que ha dado la muestra testada, por
ejemplo antes del comienzo de un tratamiento.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque la primera etapa de dicho
método (aislamiento de las microparticulas, particularmente las microparticulas circulantes, presentes en
la muestra), se realiza segun un procedimiento en el cual,

+ enla etapa 1A el volumen de la muestra de sangre esta comprendido preferentemente entre 1 mly 2
ml, se centrifuga a una velocidad comprendida preferentemente entre 1200 g y 1800 g, durante un tiempo
comprendido preferentemente entre 10 y 15 minutos, a una temperatura comprendida preferentemente
entre 3 y 5°C;

+ en la etapa 1B se centrifuga el plasma o sobrenadante obtenido en la etapa 1A a una velocidad
comprendida preferentemente entre 12000 g y 15000 g, durante un tiempo comprendido preferentemente
entre 2 y 3 minutos, a una temperatura comprendida preferentemente entre 3 y 5°C;

+ en la etapa 1C se centrifuga el sobrenadante obtenido en la etapa 1B a una velocidad comprendida
preferentemente entre 18000 g y 22000 g, durante un tiempo comprendido preferentemente entre 60 y 100
minutos, a una temperatura comprendida preferentemente entre 3 y 5°C;

+ en la etapa 1D se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1C en un volumen comprendido
preferentemente entre 1 y 2 ml de tampén fosfato salino (PBS) y se centrifuga la mezcla a una velocidad
comprendida preferentemente entre 18000 g y 22000 g, durante un tiempo comprendido preferentemente
entre 60 y 100 minutos, a una temperatura comprendida preferentemente entre 3 y 5°C;

+ en una etapa 1E se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1D en un volumen comprendido
preferentemente entre 1 y 2 ml de tampén fosfato salino (PBS) y se centrifuga la mezcla a una velocidad
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comprendida preferentemente entre 18000 g y 22000 g, durante un tiempo comprendido preferentemente
entre 60 y 100 minutos, a una temperatura comprendida preferentemente entre 2 y 6°C, preferentemente
entre 3 y 5°C:

+ en una etapa 1F se recoge el coagulo obtenido en la etapa 1E en un volumen comprendido
preferentemente entre 50 y 100 ul de tampén fosfato salino (PBS).

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la segunda etapa de
dicho método (medicién de la capacidad de dichas microparticulas para generar plasmina) se realiza
directamente sobre la cantidad de microparticulas obtenidas a partir de la primera etapa.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la segunda etapa de
dicho método (medicion de la capacidad de dichas microparticulas para generar plasmina) se realiza sobre
una determinada cantidad de microparticulas obtenidas a partir de la primera etapa.

Método segun la reivindicacion 5, caracterizado porque dicha cantidad esta comprendida entre 10000 y
100000 microparticulas , preferentemente entre 100000 y 300000 microparticulas .

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 6 5 6 6, caracterizado porque comprende una
etapa suplementaria (etapa 1bis) de recuento de dichas microparticulas obtenidas a partir de la primera
etapa, intercalandose dicha etapa de recuento entre la primera y la segunda etapa del método.

Método segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el recuento de dichas microparticulas se realiza por
citometria de flujo.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la segunda etapa de
dicho método, es decir la medicién de la capacidad de dichas microparticulas aisladas en la etapa 1 para
generar plasmina, se determina o bien por la medicion de la cantidad de plasmina espontaneamente
presente sobre dichas microparticulas, o bien por medicion de la cantidad de plasmina susceptible de ser
producida por estas microparticulas.

Método segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la medicion de la cantidad de plasmina
espontaneamente presente sobre dichas microparticulas se realiza por cualquier método conocido como,
por ejemplo, por una medicién inmunolégica con ayuda de anticuerpos antiplasmin(égenos) o también por
espectrometria por lectura de la absorcion de la muestra a 405 nm con ayuda de sustratos cromogénicos
selectivos de la plasmina.

Método segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la medicion de la cantidad de plasmina susceptible
de ser producida por dichas microparticulas se realiza segun un procedimiento en el cual

- enuna etapa 2-1 se afiade a las microparticulas obtenidas en la etapa 1 o en la etapa 1bis de dicho
método, plasmindgeno, ventajosamente purificado, en una cantidad final comprendida entre 0,1 yM y
2,0 uM, preferentemente entre 0,5 uM y 1 uM, y un sustrato cromogénico selectivo de la plasmina, en
una cantidad final comprendida entre 0,50 mM y 1,0 mM, preferentemente entre 0,65 mM y 0,85 mM;

- en una etapa 2-2 se incuba la mezcla obtenida en la etapa 2-1, por ejemplo en una estufa de secado,
a una temperatura comprendida entre 25°C y 45°C, preferentemente 30°C y 40°C, durante un tiempo
comprendido entre 30 minutos y 90 minutos, preferentemente entre 50 y 70 minutos, y

- en una etapa 2-3 se detecta por fotometria la cantidad de plasmina susceptible de ser producida, por
lectura de la absorcién de la muestra a 450 nm

Método segun la reivindicacion 11, caracterizado porque de la etapa 2-1, el sustrato selectivo de la
plasmina es un sustrato fluorescente como, por ejemplo, el H-U-Val-Leu-Lys-7-amido-4-metilcumarina
(Bachem, Bubendorf, Suiza) o D-AFK-ANSNH-iC4H9.2HB (Haematologic Technologies Inc, Vermont
EE.UU).

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque la segunda etapa de
dicho método, es decir la medicién de la capacidad de dichas microparticulas aisladas en la etapa 1 para
generar plasmina , se realiza en un volumen final comprendido entre 25 uyl y 150 pl, preferentemente entre
50 pl'y 100 pl.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque la segunda etapa de
dicho método, es decir la medicién de la capacidad de dichas microparticulas aisladas en la etapa 1 para
generar plasmina, se realiza en un tampén fosfato salino (PBS) suplementado con seroalbuimina bovina
(Bovine Serum Albumin: BSA) a una concentracion comprendida entre 1,0 y 3,0 mg/ml, preferentemente
entre 1,5y 2,5 mg/ml.
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Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque comprende, ademas,
una etapa 1ter de aislamiento de dichas microparticulas en funcién de su origen.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque dichas microparticulas
aisladas en la etapa 1 estan inmovilizadas sobre el soporte en el cual se realiza la etapa 2.

Método segun la reivindicacion 16, caracterizado porque dichas microparticulas aisladas de la etapa 1
estan inmovilizadas sobre el soporte con ayuda de un compuesto apto para inmovilizar dichas
microparticulas, habiéndose fijado previamente dicho compuesto a la superficie de dicho soporte.

Método segun la reivindicacion 17, caracterizado porque dicho soporte apto para inmovilizar dichas
microparticulas se selecciona entre la anexina V, los anticuerpos especificos de los complejos
glicoprotéicos conformacionales activos y/o funcionales de las membranas GPIIb/GPllla, los receptores
adhesivos de los monocitos o los linfocitos LFA-1, la trombomodulina endotelial o también el CD 146 o,
también, un policatién como la poli-L-lisina.

Utilizacion de microparticulas circulantes presentes en una muestra de sangre, en un método de medicion
de la actividad de la plasmina de dicha muestra de sangre segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
18.

Utilizacion de un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en un método de diagndstico
en un individuo cuya sangre procede

- del riesgo mas o menos elevado de sufrir accidentes vasculares causados por ejemplo por una
inestabilidad acrecentada de las placas de ateroma o, también,

- del riesgo mas o menos elevado de dicho individuo afectado por un cancer de sufrir una invasion
metastasica o, también,

- del riesgo mas o menos elevado de dicho individuo de sufrir un accidente vascular cerebral y sus
consecuencias hemorragicas o, también,

- delriesgo de este individuo de sufrir una trombosis.
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