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DESCRIPCION
Reactivo de ensayo cromdgeno, estable, y su empleo en ensayos para el diagnéstico de la coagulacion.

La presente invencion se refiere a un reactivo de ensayo cromégeno, que es adecuado de manera especial para ser
empleado en ensayos de diagnéstico de la coagulacién y que se caracteriza porgque en estado liquido presenta una
elevada estabilidad y, respectivamente, una elevada capacidad de conservacion.

Un gran nimero de ensayos para diagnéstico esta basado en el empleo de substratos cromégenos. Para llevar a
cabo la determinacion de factores con actividad de proteasa, tal como por ejemplo por la determinacion de los
factores de la coagulacién en muestras de sangre o en muestras de plasma, son empleados de manera usual
substratos peptidicos cromédgenos, que estan constituidos por una porcidon especifica de oligopéptidos y
respectivamente de polipéptidos y por una porcidon de cromoéforos — (portadores de color). El substrato peptidico
cromogeno, que es inicialmente incoloro, se disocia en funcion de la cantidad y respectivamente de la actividad del
factor proteolitico, que esta contenido en la muestra, con lo cual es liberado el croméforo, que puede ser medido
entonces por via fotométrica. En los documentos de patente EP 34 122 Al y US 4,508,644 se ha descrito una
pluralidad de substratos peptidicos cromégenos y su empleo en ensayos para diagnéstico, por ejemplo para llevar a
cabo la determinacion de los factores de la coagulacion factor lla (trombina) y factor Xa. En el documento EP 78 764
Al se ha descrito un procedimiento cromoégeno para llevar a cabo la determinacion del factor de la coagulacién Xlla.
En el documento EP 420 332 A2 se ha descrito un procedimiento cromégeno para llevar a cabo la determinacion del
factor de la coagulacion lla (trombina).

En el documento EP 0 408 075 A2 se describe un procedimiento para llevar a cabo la determinacion de la
antitrombina 11l en liquidos corporales. El reactivo de ensayo correspondiente contiene un substrato peptidico
cromogeno y un tetrapéptido (Gly-Pro-Arg-Pro) como inhibidor de la polimerizacion de la fibrina.

Los croméferos, que son empleados de una manera especialmente frecuente son, por ejemplo, la para-nitroanilina
(pNA) o el &cido 5-amino-2-nitro-benzoico (ANBA), cuyo color amarillo puede ser medido con una longitud de onda
de A =405 nm.

En el diagnostico de la coagulacion se lleva a cabo la determinacion de la actividad de los factores enzimaticamente
activos en muestras de sangre o en muestras de plasma, de manera usual, bajo condiciones tan parecidas como
sea posible a las condiciones fisiologicas. Es especialmente importante que se garantice un valor del pH fisiolégico
de aproximadamente 7,4 en la preparacion para el ensayo. Con objeto de impedir modificaciones del valor del pH en
la preparacion para el ensayo, estan disueltas las substancias de ensayo, que tiene que ser mezcladas con la
muestra de sangre y respectivamente con la muestra de plasma, de manera usual en tampones con un valor del pH
neutro hasta ligeramente bésico.

Desde luego, el inconveniente de un disefio del ensayo de este tipo consiste en que algunos componentes del
ensayo presentan una estabilidad aminorada en medio neutro hasta béasico. De este modo, por ejemplo la pNA
presenta a un valor del pH de > 6,0 una descomposicion acelerada. La coloracion amarilla resultante de la solucion
del substrato de pNA imposibilita un empleo ulterior de la solucion y, respectivamente, una evaluacion fiable del
ensayo. Por este motivo los substratos de pNA son liofilizados usualmente para llevar a cabo su almacenamiento a
largo plazo y solamente son disueltos en un liquido neutro cuando sea necesario. Con objeto de impedir la
descomposicion de los substratos de pNA en soluciones, es conocido el hecho de ajustar en el intervalo acido el
valor del pH de la solucion del substrato.

Para diversos ensayos de la coagulacién cromdgenos es necesario llevar a cabo la activacion de la cascada de la
coagulacion con formacion de trombina o es necesario aportar directamente trombina a la preparacion para el
ensayo pero, sin embargo, hay que impedir al mismo tiempo la formacién de un coagulo de fibrina con objeto de
prevenir turbideces que perjudicarian la medicién fotométrica de la muestra. Esto puede llevarse a cabo, por
ejemplo, por medio del empleo de inhibidores de la polimerizaciéon de la fibrina en la preparacién para el ensayo.
Estos inhibidores, denominados Clot, estan constituidos con frecuencia por oligopéptidos, que inhiben la asociacion
mutua (polimerizacién) de los mondmeros de fibrina, que se forman bajo la accidn de la trombina y, de ese modo,
impiden la formacion de coagulos (véase por ejemplo la publicacién EP 0 456 152 B1).

Los criterios que deben tenerse en consideracion a la hora de llevar a cabo el desarrollo de reactivos, que
proporcionen los componentes, que son necesarios para un procedimiento de ensayo son, entre otros, una
manipulacion sencilla y una capacidad de conservacion tan prolongada como sea posible. Son especialmente
preferentes las formulaciones liquidas de reactivos, que sean estables a largo plazo puesto que, con ocasion de la
reconstitucion de los componentes liofilizados por parte del usuario, pueden producirse errores, que pueden tener un
efecto negativo sobre la calidad del procedimiento de ensayo en su conjunto.

La presente invencién tenia como tarea proporcionar un reactivo estable a largo plazo, especialmente en estado
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liquido, que contuviese, tanto un substrato peptidico cromégeno asi como, también, un inhibidor Clot y que, por lo
tanto, fuese especialmente adecuado para ser empleado en ensayos cromogenos de la coagulacion, que son
evaluados por via fotométrica.

La solucién de la tarea consiste en la puesta a disposicién del procedimiento y de los objetos de conformidad con la
invencion, que estan descritos en las reivindicaciones.

De manera esencial, la presente invencion se refiere a una preparacion liquida, que contiene un substrato peptidico
cromdégeno y a un inhibidor de la polimerizacion de la fibrina, que esta constituido por un oligopéptido, que inhibe la
polimerizacién de los monémeros de fibrina, que se forman bajo la acciéon de la trombina y que, ademas, se
caracteriza porque el valor del pH de la preparacién se encuentra situado en el intervalo comprendido entre 3,0 y
6,0, de manera preferente se encuentra situado en el intervalo comprendido entre 4,0 y 5,0. En una forma de
realizacién especialmente preferente, el valor del pH del reactivo es de 4,6 £ 0,1.

Para llevar a cabo el ajuste del valor de pH se aportan donadores de protones a la preparacion liquida, acuosa, es
decir que son aportados acidos y, respectivamente, sus sales. Pueden ser empleados acidos y, respectivamente,
donadores de protones organicos o inorganicos. Un sistema tampo6n adecuado puede ser necesario con objeto de
garantizar un valor estable del pH y para impedir, por ejemplo, la alcalinizacion por parte del diéxido de carbono.

Una forma de realizacién especialmente preferente de una preparacion, de conformidad con la invencion, contiene
iones acetato (CH3COOQ). Otro objeto de la presente invencion consiste, por lo tanto, en un procedimiento para llevar
a cabo la obtencién de un reactivo de ensayo, segun el cual se combinan un substrato peptidico cromégeno y un
inhibidor de la polimerizacién de la fibrina, que esta constituido por un oligopéptido, que inhibe la polimerizacion de
los monémeros de fibrina, que se forman bajo la accién de la trombina, y se ajusta el valor del pH del reactivo con
acido acético hasta un valor situado en el intervalo comprendido entre 3,0 y 6,0, de manera preferente se ajusta
hasta un valor situado en el intervalo comprendido entre 4,0 y 5,0, de menara especialmente preferente se ajusta a
un valor de 4,6 £ 0,1.

De manera sorprendente, una preparacién de conformidad con la invencién en estado liquido dispone de una
elevada estabilidad y, por lo tanto, de una capacidad de almacenamiento mas prolongada que la de una preparacion
correspondiente, con un valor de pH neutro en estado liquido o liofilizado.

Se ha podido observar que una preparacién, de conformidad con la invencién, en estado liquido presenta durante un
periodo de tiempo de 60 semanas, a una temperatura de almacenamiento de 4°C, una desviacion del valor de
medicion con respecto al valor inicial no mayor que un 10 %. Como valor inicial debe entenderse el valor de
medicién o el resultado del ensayo, que ha sido determinado por medio del empleo de la preparacion como reactivo
de ensayo el dia de la obtencién de la preparacién, en un procedimiento de ensayo adecuado. Como procedimientos
para llevar a cabo la determinacién de la estabilidad de un reactivo, que contiene, por ejemplo, un substrato
peptidico cromdgeno, que es disociado por la trombina, es adecuado, por ejemplo, un ensayo ETP (véase la
publicacion EP 0 420 332 B1 y, respectivamente, el ejemplo 2 indicado mas adelante).

Los substratos peptidicos cromégenos, en el sentido de la presente invencidn, estan constituidos por una porcion
especifica de oligopéptido y, respectivamente, de polipéptido, sobre la cual esta acoplado un grupo cromoégeno, es
decir un grupo disociable, coloreado o fluorescente, que presente propiedades 6pticas, tras la disociacion del
substrato peptidico, diferentes de las del substrato peptidico cromégeno no disociado y que puedan ser medidas por
via espectrofotométrica de absorcion y, respectivamente, de fluorescencia. Ejemplos de grupos cromégenos, que
pueden ser acoplados sobre el substrato peptidico son la para-nitroanilina (pNA), el &cido 5-amino-2-nitro-benzoico
(ANBA), la 7-amino-4-metoxicumarina (AMC), la quinolilamida (ChA), el éster de dimetilo del &cido 5-amino-isoftalico
(DPA) y sus derivados.

El substrato peptidico cromdgeno puede ser elegido, desde el punto de vista de la porcidon oligopeptidica v,
respectivamente, polipeptidica entre una pluralidad de substratos, conocidos por el técnico en la materia, que son
disociados por el factor de la coagulacion que debe ser determinado tal como, por ejemplo, por el factor X/Xa o por
la trombina. En una forma preferente de realizacion, el reactivo contiene un substrato peptidico cromdgeno, que es
reconocido y transformado por la trombina tal como, por ejemplo, un substrato peptidico con la secuencia Ala-Gly-
Arg-R1 o con la secuencia Gly-Gly-Arg-Ri, significando R; un grupo cromdgeno. Los substratos peptidicos
especialmente preferentes, que son reconocidos y transformados por la trombina son, por ejemplo, el substrato
peptidico Ala-Gly-Arg-pNA acoplado con la pNA (Pefachrome®TG, Pentapharm Ltd., Basilea, Suiza) o el substrato
peptidico Gly-Gly-Arg-AMC acoplado con la AMC (Bachem). Otros substratos peptidicos adecuados, que son
disociados por la trombina, son aquellos de la féormula general Msc-Val-Xaa-Ri, en la que Msc significa
metilsulfoniletiloxicarbonilo, Val significa el aminoacido constituido por la valina y Xaa significa un resto de
aminoacido, que comprende un grupo guaninino terminal o un grupo ureido terminal, separado por al menos dos
atomos de carbono de la estructura peptidica, y en la que R; significa un grupo cromdégeno, siendo especialmente
preferente el péptido Msc-Val-Arg-R; y, respectivamente, el péptido Msc-Val-Arg-pNA (EP 0 802 986 B1). Otros
ejemplos de substratos peptidicos cromdgenos con especificidad para diversas proteasas se encuentra, por ejemplo,
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en la patente norteamericana US 4,508,644.

En una forma preferente de realizacion, la preparaciéon puede contener ademas uno o varios estabilizantes tales
como, por ejemplo, la albimina de suero bovino, las sales caotrépicas, las chaperonas y substancias similares a las
chaperonas (chaperone-like), el dextrano y otros azlcares.

A titulo de inhibidores de la polimerizacién de la fibrina son adecuados los oligopéptidos, que inhiban la
polimerizacion de los monémeros de fibrina, que se forman bajo la acciéon de la trombina, de manera especialmente
preferente aquellos con la secuencia peptidica general GPRP-X-NH,, donde G significa el aminoacido constituido
por la glicina, P significa el aminoacido constituido por la L-prolina, R significa el aminoacido constituido por L-
arginina y X significa alanina o glicina (véase la publicacién EP 0 465 152 B1).

La invencion se refiere, por otra parte, al empleo de la preparacién de conformidad con la invencién como reactivo
de ensayo en un procedimiento de ensayo para llevar a cabo la determinacién de un parametro de la coagulacion en
una muestra de sangre integral o en una muestra plasma. Como material de muestra son adecuados la sangre
integral o el plasma, de origen humano o de origen animal. Es adecuado de una manera especialmente buena el
plasma pobre en plaquetas o el plasma rico en plaquetas, que puede estar combinado con EDTA y/o con citrato.

Es preferente el empleo de una preparacién de conformidad con la invencién como reactivo de ensayo en un
procedimiento de ensayo para llevar a cabo la determinacién de la coagulacién de la trombina en la sangre o en el
plasma. Dichos procedimientos de ensayo estan descritos, por ejemplo, en los documentos de las patentes EP 1
367 135 A1y EP 0 420 332 B1. Es especialmente preferente el empleo del reactivo de conformidad con la invencién
en un procedimiento de ensayo para llevar a cabo la determinacion del potencial endégeno de la trombina (ETP) y
de otros parametros de la coagulacion, que pueden ser calculados a partir de la curva de la formacién de la trombina
0 que pueden ser derivados a partir de al cinética medida de la conversion de un substrato cromégeno de la
trombina [véanse las publicaciones EP 0 420 332 B1, EP 0 802 986 B1 y Hemker et al. (1993) Thromb. Haemostasis
70: 617-624].

Por otra parte, es preferente el empleo de una preparacién de conformidad con la invencion como reactivo de
ensayo en ensayos cromogenos para llevar a cabo la determinacion del tiempo de la coagulacién tal como, por
ejemplo, en un ensayo cromégeno de coagulacion del tiempo de la protrombina (PT) como se ha descrito en el
documento de la patente EP 0 014 039 A1l.

Otro objeto de la invencién esta constituido por un estuche de ensayo para llevar a cabo la realizacion de un
procedimiento de ensayo cromdégeno, conteniendo el estuche de ensayo, al menos, una preparacién liquida, que
contiene un substrato peptidico cromégeno y un inhibidor de la polimerizacion de la fibrina, que esta constituido por
un oligopéptido, que inhibe la polimerizacion de los monémeros de fibrina, que se forman bajo la accion de la
trombina, y que presenta un valor del pH situado en el intervalo comprendido entre 3,0 y 6,0. Un estuche de ensayo
preferente para el empleo en un procedimiento de ensayo para el diagndstico de la coagulacion contiene, ademas,
uno o varios activadores de la coagulacion. Con objeto de inducir, por ejemplo, la formacion de la trombina, el
estuche puede contener, por ejemplo, soluciones o liofilizados, que contengan iones Ca®*, tromboplastina o
activadores por contacto tal como, por ejemplo, el caolin, los fosfolipidos, el veneno de serpiente o la
trombomodolina y proteina C activada.

Figuras.

Las figuras 1 a 3 son representaciones graficas de los resultados de los ensayos (valores absolutos de mediciéon),
que han sido medidos con una preparacion liquida acida, de conformidad con la invencion (pH 4,6) v,
respectivamente con preparaciones neutras (pH 7,4).

Figura 1: almacenamiento de las preparaciones a + 4°C.

Figura 2: almacenamiento de las preparaciones a temperatura ambiente.

Figura 3: almacenamiento de las preparaciones a + 37°C.

Los ejemplos siguientes sirven para poner de manifiesto la invencién y no deben ser entendidos como limitativos.
Ejemplos.

Ejemplo 1: Obtencién de un reactivo de conformidad con la invencion.

Para llevar a cabo la obtencion de un reactivo de ensayo, de conformidad con la invencion, que sea adecuado para
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ser utilizado en un procedimiento destinado a llevar a cabo la determinacion de la actividad de la trombina, se
disolvieron en agua desmineralizada H-B-Ala-Gly-Arg-pNA-2AcOH, secado por liofilizacion, a titulo de substrato
cromogeno de la trombina (Pefachrome®, Pentapharm Ltd., Basilea, Suiza), H-Gly-Pro-Arg-Pro-Ala-NH;, secado por
liofilizacion (como sal del acido triufloracético), a titulo de inhibidor Colt, NaCl, albimina de suero bovino y dextrano y
se ajusto el valor del pH de la solucién con acido acético hasta un valor de 4,6 + 0,1. El reactivo se envaso6 por Ultimo
en un recipiente para reactivos, que puede ser obturado, y se conservd en estado liquido.

Con fines comparativos se prepararon reactivos con un valor neutro del pH. Con esta finalidad se disolvieron en
agua desmineralizada Msc-Val-Arg-pNA-2HCI, secado por liofilizacién, a titulo de substrato cromoégeno de la
trombina (Neosystem Groupe SNPE, Strasbourg, Francia) y H-Gly-Pro-Arg-Pro-Ala-NH;, secado por liofilizacion
(como sal del acido trifluroacético), a titulo de inhibidor Colt, NaCl, tris/HCI, albumina de suero bovino y dextreno y se
ajusto el valor del pH a 7,4. Una parte de ese reactivo neutro se envasoé en un recipiente para reactivos, que puede
ser obturado, y se conservd en estado liquido, mientras que la otra parte se transfiri6 a un recipiente para la
liofilizacion, se secd por liofilizacion y se conservé como liofilizado.

Ejemplo 2: Empleo de un reactivo de conformidad con la invencién en un procedimiento de ensayo para llevar
acabo la determinacion del potencial endégeno de la trombina (ETP) después de un almacenamiento a largo plazo
bajo diversas condiciones.

Con objeto de llevar a cabo la verificacion de la estabilidad del reactivo liquido acido, de conformidad con la
invencion, se almacenaron alicuotas del reactivo durante 96 semanas inclusive a 4°C, a la temperatura ambiente
(RT, 15 — 25°C) y, respectivamente, a 37°C y se emplearon en un ensayo ETP al cabo de periodos diferentes de
almacenamiento. Se procedioé de manera analoga con las dos formulaciones neutras del reactivo de control.

Como material de muestra se utilizé en todos los ensayos una carga liofilizada de plasma humano pobre en
plaquetas (conjunto de plasma normal), que se habia descongelado en forma de alicuotas en el momento
correspondiente del ensayo.

Con el reactivo acido, de conformidad con la invencién, se llevé a cabo un ensayo ETP de la siguiente manera:

Se mezclaron, en primer lugar, 135 pl de plasma con 40 pl de tampo6n (50 mM Tris-HCI, pH 7,4). A continuacion se
aportaron 40 pl del reactivo de conformidad con la invencion. Al cabo de una incubacién durante 7 minutos, fueron
aportados a la preparacion 15 ul de CaCl, (250 mM) y 30 pl de Innovin® (reactivo constituido por el factor tisular
humano recombinante y por una mezcla de fosfolipidos sintéticos; Dade Behring Marburg GmbH, Marburg,
Alemania) para llevar a cabo la activacion de la formacion de la trombina. Durante un periodo de tiempo de 20
minutos se midié de manera continua la absorcion de la preparaciéon de ensayo a una longitud de onda de A = 405
nm. Por medio de la cinética de conversion, determinada de este modo, del substrato cromégeno de la trombina se
determiné el valor ETP de la muestra con ayuda de un procedimiento de evaluacion, que esta descrito en la solicitud
de patente DE 10 2004 059 055.9.

La formacién de la mezcla de los reactivos con la muestra, la medicion de la absorcion y la determinacion
automatica del valor ETP se llevaron a cabo de una manera completamente automatica en un dispositivo analizador
de la coagulacién BCS® (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg, Alemania).

Con los reactivos neutros de control se llevé a cabo un ensayo ETP de la siguiente manera (véase también la
publicacion EP 420 332 B1):

El reactivo liofilizado se disolvié de nuevas con agua desmineralizada en el momento correspondiente del ensayo.
Se mezclaron 200 pl de plasma con 80 ul del reactivo liquido neutro y, respectivamente, con 80 pl del reactivo
liofilizado recién reconstituido. Al cabo de una incubacién durante 7 minutos se aportaron a la preparacion 30 ul de
CaCl; (250 mM) y 60 ul de Innovin® (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg, Alemania) para llevar a cabo la
activacion de la formacion de al trombina. La medicion de la absorcion y la determinacion del valor ETP se llevaron a
cabo como se ha descrito mas arriba.

Los resultados de los ensayos estan representados graficamente en las figuras 1 a 3 en funcién de la duracién del
almacenamiento de los reactivos a diversas temperaturas de almacenamiento 4°C (figura 1), temperatura ambiente
(15 — 25°C) (figura 2) y respectivamente 37°C (figura 3).

Tal como se desprende de las figuras, la formulacion del reactivo, de conformidad con la invencién, se caracteriza
por una elevada estabilidad durante un periodo de tiempo de hasta 60 semanas inclusive. A todas las temperaturas
de almacenamiento y en cualquier instante, la desviacidn maxima con respecto al valor inicial, que fue medido en el
instante t = 0 (dia de la preparacion), se encuentra claramente por debajo de un 10 %, de manera preponderante se
encuentra, incluso, por debajo del un 5 %. La formulacién neutra del reactivo, liofilizada, proporcioné al cabo de un
almacenamiento durante 60 semanas, a 4°C, una desviacion del valor de mediciéon con respecto al valor inicial
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mayor que un 10 % y a una temperatura de almacenamiento elevada (37°C), el valor de medicion se desvié ya al
cabo de 4 semanas en un 15 % inclusive. La formulacién neutra liquida del reactivo mostr6 a todas las temperaturas
de almacenamiento oscilaciones muy grandes de hasta mas de un 20 % inclusive y por lo tanto no es estable. La
capacidad e conservacion del reactivo neutro liquido esta limitada a un maximo de dos dias.

En la tabla 1 se han indicado las desviaciones en porcentaje con respecto al correspondiente valor inicial to de las
diversas formulaciones del reactivo, segun diversas condiciones de almacenamiento. Las diversas formulaciones del
reactivo se almacenaron durante un periodo de tiempo de hasta 96 semanas inclusive a una temperatura situada en
el intervalo comprendido entre 2 y 8°C, a la temperatura ambiente y, respectivamente, a 37°C. A una temperatura de
almacenamiento situada en el intervalo comprendido entre 2 y 8°C, los valores de medicion, que fueron
determinados con una preparacion de conformidad con la invencion durante todo el periodo de tiempo (liquido, pH
4,6) no se desviaron mas de un 5 %. A todas las temperaturas de almacenamiento del ensayo, la preparacion liquida
acida mostro las desviaciones minimas y, por lo tanto, la maxima estabilidad. En el caso de la preparacion liquida
neutra (liquido, pH 7,4) se puso de manifiesto, a medida que avanzé el periodo de almacenamiento a la temperatura
ambiente y respectivamente a 37°C, una coloracion amarilla del reactivo, cada vez mayor.

Tabla 1

Desviacién con respecto al valor inicial en porcentaje [ %]

Temperatura de almacenamiento [C] |Tiempot[Semanas] (1 |2 |5 |7 '8 |14 26|32 36|46 |58 82 96

Liguido, pH 4,6 0 |1 -2/0 |5 0 413 0
2-8C Liquido, pH neutro | -17 |-12 |29 |20 25 24

Liofilizado, pH neutro -2 -3 |-8 |-5 -5 -2 -5

Liquido, pH 4,6 -1 |-3 S51-1 -7 0
Temperatura ambiente Liquido, pH neutro | -22 |-14 -19 |-13 | -90 -13 -2

Liofilizado, pH neutro -9 -7 |-5 |-8 -2 -12 27

Liquido, pH 4,6 3 1 32 1 -4 1
37C Liguido, pH neutro -20 /-13 -13 |2 18 36

Liofilizado, pH neutro | -14 /-1 | -10 (-4 -8 -6 -8



10

15

20

25

30

35

40

ES 2361416713

REIVINDICACIONES
1. Preparacion liquida, que contiene
a) un substrato peptidico cromégeno y

b) un inhibidor de la polimerizacion de la fibrina, que esta constituido por un oligopéptido, que inhibe la
polimerizacion de los monémeros de fibrina, que se forman bajo la accién de la trombina,

caracterizada porque el valor del pH de la preparacién se encuentra situado en el intervalo comprendido entre 3,0 y
6,0.

2. Preparacion segun la reivindicacién 1, caracterizada porque estan contenidos iones acetato.

3. Preparacion segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque esta contenido un substrato peptidico acoplado
con la para-nitroanilina a titulo de substrato peptidico cromégeno.

4. Preparacion segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque esta contenido un substrato peptidico acoplado
con el acido 5-amino-2-nitro-benzoico a titulo de substrato peptidico cromoégeno.

5. Preparacion segin una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque esta contenido un substrato peptidico
cromogeno, que es disociado por la trombina.

6. Preparacién segun la reivindicacién 5, caracterizada porque esta contenido un substrato peptidico cromoégeno con
la secuencia Ala-Gly-Arg-R1, significando R1 un grupo cromdégeno.

7. Preparacion segun la reivindicacion 5, caracterizada porque esta contenido un substrato peptidico cromégeno con
la secuencia Msc-Val-Arg-R1, significando Msc metilsulfoniletiloxicarbonilo y significando Ry un grupo cromégeno.

8. Preparacion segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque esta contenido un inhibidor de la
polimerizaciéon de la fibrina con la secuencia peptidica general GPRP-X-NH2, significando G el aminoacido
constituido por la glicina, P el aminoéacido constituido por la L-prolina, R el aminoéacido constituido por la L-arginina y
X significa alanina o glicina.

9. Preparacion segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada porque estan contenidos adicionalmente uno o
varios estabilizantes.

10. Procedimiento para la obtencion de una preparacién segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado
porque el valor del pH de la preparacion se ajusta a un valor situado en el intervalo comprendido entre 3,0 y 6,0 por
medio de la adicién de un donador de protones.

11. Procedimiento segun al reivindicacion 10, caracterizado porque el valor del pH de la preparacion se ajusta a un
valor situado en el intervalo comprendido entre 3,0 y 6,0 por medio de la adicién de acido acético.

12. Empleo de la preparacion seglin una de las reivindicaciones 1 a 9 como reactivo de ensayo en un procedimiento
de ensayo para llevar a cabo la determinacion de un parametro de la coagulacién en una muestra de sangre integral
0 en una muestra de plasma.

13. Empleo de una preparacién segun una de las reivindicaciones 1 a 9 como reactivo de ensayo en un
procedimiento para llevar a cabo la determinacion de la generacién de trombina en una muestra de sangre integral o
en una muestra de plasma.

14. Empleo de una preparaciéon segin una de las reivindicaciones 1 a 9 como reactivo de ensayo en un
procedimiento de ensayo para llevar acabo la determinacién del potencial endégeno de la trombina de una muestra
de sangre integral o de una muestra de plasma.

15. Estuche de ensayo para llevar a cabo la realizacién de un procedimiento de ensayo cromdégeno, caracterizado
porgue contiene una preparacion segun la reivindicacion 1.
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Figura 1
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Figura 2

Valor ETP
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Figura 3
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