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DESCRIPCION
Procedimiento para la determinacion del estado de un sindrome de coagulacion intravascular diseminada

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar un estado de coagulacién intravascular
diseminada (denominada en lo sucesivo en este documento como CID).

Técnica antecedente

En la CID, se forman microtrombos en la microvasculatura, en presencia de una grave enfermedad subyacente. Los
microtrombos dafian la microcirculaciéon y causan disfuncién organica o una tendencia a la hemorragia. Las
siguientes tres insuficiencias o reacciones se observan en la CID:

(1) La formacion del microtrombo causa una insuficiencia microcirculatoria, y diversos érganos comienzan a
funcionar mal debido a la isquemia.

(2) La formacién del microtrombo promueve una coagulopatia de consuncién, es decir, un aumento de la
produccion de factor tisular en la superficie de células endoteliales conduce a la activacion de una ruta de
coagulaciéon extrinseca. Ademas, se consumen factores de coagulacion y plaquetas, y se produce una
tendencia a la hemorragia.

(3) Hiperfibrinolisis, es decir, el sistema fibrinolitico activado debido a la activacion de la coagulacién, genera
plasmina, que degrada la fibrina. Cuando el inhibidor de az-plasmina (azPl), que inhibe la plasmina, se
consume y disminuye a menos del 60 % del nivel normal, la plasmina degrada la fibrina y se produce una
tendencia a la hemorragia.

La CID se caracteriza principalmente por la formacién del microtrombo causada por la activacion anormal y continua
de la coagulacion, pero el sistema fibrinolitico también esta activado. El equilibrio de coagulacion vy fibrinolisis varia
de acuerdo con las enfermedades subyacentes o los casos. Como tales casos, se conocen un caso en el que la
coagulacién esta notablemente activada, pero el sistema fibrinolitico esta suprimido, y un caso en el que ambos
sistemas de coagulacion y fibrinolitico estan notablemente activados. El primero se denomina como CID de
coagulacién dominante, y el ultimo es CID de coagulacién suprimida. La CID de coagulacién dominante viene
acompafiada a menudo por infecciones, particularmente septicemia, y a menudo se observa una insuficiencia
organica como un sintoma clinico en pacientes con CID de coagulacion dominante. En pacientes con CID de
coagulacién suprimida, los FDP (Productos de degradacion de la fibrina) y el PIC (Complejo de plasmina/inhibidor de
plasmina), que son marcadores fibrinoliticos, estan notablemente aumentados, y a menudo se observa una
hemorragia. La enfermedad subyacente de la misma es leucemia promielocitica aguda.

Dado que un tratamiento retardado para CID conduciria directamente a la muerte, la CID es una enfermedad urgente
que requiere un diagnéstico temprano y un tratamiento temprano. El diagndéstico de CID se realiza actualmente de
acuerdo con los criterios de diagnéstico para CID, establecidos por el Ministerio de Sanidad y Bienestar (Japén). En
estos criterios de diagndstico, la CID se evallUa valorando cada valor de 1) la presencia o la ausencia de insuficiencia
organica, 2) el nimero de plaquetas, 3) los FDP, 4) fibrindgeno, y 5) la proporcién de PT (proporcién del tiempo de
protrombina). Los criterios de diagndstico son adecuados para un diagnoéstico definitivo de CID, pero no son
adecuados para un diagnostico temprano de CID. Cuando se realiza un tratamiento clinico de CID de acuerdo con
los criterios de diagndstico, hay muchos casos en los que la CID esta en una fase tan avanzada que es demasiado
tarde. Ademas, hay no pocos casos, en el campo clinico, en los que es dificil realizar una diferenciacion en cuanto a
si un nimero de plaquetas reducido es causado o no por CID. Los ejemplos de afecciones o enfermedades con
dicho namero de plaquetas reducido incluyen, por ejemplo, una afeccién acompafiada por mielosupresion (tal como
farmacos, infecciones viricas, enfermedades sanguineas causadas por dishemopoyesis, cirrosis, insuficiencia
hepética, parpura trombocitopénica trombética (PTT)/sindrome urémico hemolitico (SUH), y efusion pleural excesiva
0 ascitis. Estas afecciones o enfermedades estan acompafiadas a menudo por FDP elevados y/o dimero-D elevado
asi como una disminucion de las plaguetas, y se hace mas dificil realizar una diferenciacién de la CID.

Como tratamiento para CID, se administra heparina o antitrombina Ill de bajo peso molecular, para suprimir las
multiples formaciones de trombos en los vasos sanguineos e inhibir la progresién de una coagolupatia de
consuncion. A un paciente que padece CID de coagulacion suprimida, se le administra mesilato de gabexato que
tiene una actividad antitrombina y un efecto antifibrinolitico. En un paciente con CID acompafada por enfermedades
sanguineas que muestran un nivel reducido de la produccién de plaquetas, es esencial reponer plaquetas mediante
la administracién de un concentrado de plaquetas. A un paciente que padece CID con fibrinégeno en sangre
reducido, se le realiza una transfusion con plasma fresco congelado (FFP).

Un estado de enfermedad designado anemia hemolitica microangiopatica (AHMA) se observa en PTT, asi como CID
0 SUH. Si muchos microtrombos se forman en vasos sanguineos debido a una causa particular, muchas partes de la
micro-circulacién se vuelven estrechas. Los eritrocitos que han pasado por la fuerza a través de estas partes
estrechadas se rompen mecanicamente, y se produce hemodlisis. Estos procesos se consideran el mecanismo del
desarrollo de AHMA. Los principales componentes de los microtrombos, que reducen el didmetro interno de los
vasos, son fibrina y plaquetas en CID y PTT o SUH, respectivamente.
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La PTT fue descrita por primera vez en 1924 por Moschcowitz en los Estados Unidos. La PTT es una grave
enfermedad sistémica que es causada por la coagulacién de arteriolas con agregados de plaquetas (trombos
plaquetarios), y se caracteriza por los siguientes sintomas: (1) trombocitopenia (se observa el parpura en la piel), (2)
anemia hemolitica microangiopatica (causada por la rotura de los eritrocitos), (3) insuficiencias renales, (4) fiebre y
(5) alteraciones neurolégicas.

Como factor de PTT, se identific6 una proteasa de escision especifica del VWF del plasma como factor hemostatico
(proteasa de escision del VWF; VWF-CP), también conocida como ADAMTS13. Se sabe que la cantidad de
ADAMTS13 se reduce significativamente en pacientes con PTT, en comparacion con personas sanas (por ejemplo,
referencia no de patente 1, referencia no de patente 2 o referencia de patente 1). También se sabe que una
deficiencia de ADAMTS13 no solamente se ha descubierto en pacientes con PTT, sino también en pacientes con
coagulacién intravascular diseminada inducida por septicemia (Ono et al., Blood 2006; 107: 528- 534). Si
ADAMTS13 es deficiente o esta reducido, multimeros de VWF inusualmente grandes (UL-vWFM) liberados de
células endoteliales vasculares no son escindidos, y se produce una excesiva agregacion de plaquetas debido a un
alto esfuerzo cortante causado en la microcirculacion o similar, y como resultado, los vasos sanguineos resultan
ocluidos con trombos.

Por ejemplo, la referencia de patente 2 describe un procedimiento de deteccién de trombosis o el grado de
trombofilia, caracterizado por medir ADAMTS13, y leucemia mieloide aguda o crénica, leucemia promielocitica
aguda, lupus eritematoso sistémico, embolia pulmonar, infarto cerebral, enfermedad veno-oclusiva, leucemia
linfocitica aguda, microangiopatia trombética, purpura trombocitopénica trombética, sindrome urémico hemolitico, y
trombosis venosa profunda se usan para ejemplificar trombosis. La referencia de patente 3 describe un
procedimiento de deteccion de trombosis plagquetaria o insuficiencia organica en un paciente que padece CID o
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), que comprende analizar ADAMTS13 y/o un factor de escision
del mismo (por ejemplo, elastasa, plasmina o trombina).

Ademas, se conoce una PTT atipica que tiene una actividad de ADAMTS13 ligeramente reducida o normal. Se
describieron diversas causas para PTT atipica, e incluyen factores congénitos y factores adquiridos. Una
anormalidad de genes, tales como un Factor H plasmatico que tiene una actividad reguladora del complemento, o la
proteina transmembrana celular endotelial vascular CD46, se describieron como los factores congénitos.

La PTT es una enfermedad extremadamente rara, que estd causada generalmente por factores adquiridos, pero se
conocen casos raros causados por factores congénitos como se describen a continuacion.

Los sintomas clinicos en PTT incluyen, por ejemplo, diarrea, dolor abdominal y sangre en las heces debido a
enteritis isquémica, sintomas neuroldgicos tales como convulsion y trastorno visual, y trastorno renal. Como
descubrimientos de laboratorio, se observan diversos cambios acompafiados por hemdlisis, por ejemplos, eritrocitos
de sangre periférica rotos por la formacién del trombo, anemia, plaquetas reducidas, LDH del suero (lactato
deshidrogenasa), bilirrubina indirecta elevada, o haptoglobina reducida. Se observa creatina en suero elevada en
pacientes con trastorno renal.

En un tratamiento para PTT congénita ampliamente usado actualmente, se administra por transfusiéon plasma fresco
congelado (FFP) cada dos o tres semanas para reponer ADAMTS13 y mantener un nimero de plaquetas, es decir,
para impedir el desarrollo de PTT. Una transfusion de plaguetas estd contraindicada en pacientes con PTT
congénita. En aproximadamente un tercio de todos los pacientes con PTT adquirida, una actividad de ADAMTS13
esta notablemente reducida, y casi todos los casos son positivos para un anticuerpo especifico para ADAMTS13.
Por lo tanto, la administracion de FFP en solitario es insuficiente para tratar PTT adquirida e idiopatica, y un
intercambio de plasma (PE) es la primera opcién. El PE se realiza a menudo junto con esteroides o una terapia de
pulso de esteroides. Por supuesto, una transfusion de plaquetas antes del PE esta contraindicada. Los efectos del
PE se resumen como 1) la reposicion de ADAMTS13, 2) la retirada de un inhibidor de ADAMTS13, 3) la retirada de
UL-VWFM, y 4) la reposiciéon de vVWF normal necesario para la hemostasis. El uso de un inmunosupresor, tal como
vincristina o endoxano, o esplenectomia debe considerarse para casos intratables o casos repetitivos. La tasa de
mortalidad antes de la introduccién del PE o la terapia de transfusion de FFP era superior al 80 %, y el prondstico
era muy malo. Sin embargo, dicha introduccién o una combinacion de la misma con una terapia antiplaquetas ha
mejorado notablemente el pronéstico, de modo que la tasa de supervivencia se vuelve de aproximadamente el 90 %
0 mas, actualmente. Sin embargo, se conocen muchos casos que no responden al tratamiento y casos recurrentes,
y sigue habiendo problemas por resolver. Ademas, la PTT avanzada no responde al tratamiento y tiene un mal
pronéstico y, por lo tanto, son necesarios un diagnostico temprano y un tratamiento temprano.

[referencia no de patente 1] Zheng X. et al., J. Biol. Chem., (Estados Unidos), 2001, vol. 276, p. 41059-41063
[referencia no de patente 2] Furlan M. et al., Blood, (Estados Unidos), 1997, vol. 89, p. 3097-3103

[referencia de patente 1] WO 00/50904

[referencia de patente 2] WO 2005/062054

[referencia de patente 3] WO 2006/049300
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Descripcion de la invencién

PROBLEMAS A RESOLVER POR LA INVENCION

Como se ha descrito anteriormente, se sabia que pacientes a los que se diagnosticé CID, en base a los criterios de
diagndstico usando marcadores conocidos y descubrimientos clinicos, incluyen muchos casos en los que las
afecciones no resultaron aliviadas por el tratamiento para CID. Con respecto a pacientes con plaquetas reducidas en
estos casos, se considera que si a los pacientes se les diagnosticé PTT, y se les tratd con una terapia apropiada, tal
como PE, un pronéstico seria favorable. Aunque una transfusion de plaquetas puede seleccionarse como un
tratamiento para CID, dicha transfusion de plaquetas esta contraindicada en PTT, incluso aunque fuera con
plaquetas notablemente reducidas, dado que la transfusion de plaquetas agravara la afeccién, como se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto, las plaquetas reducidas se observan tanto en CID como en PTT, pero en el campo
clinico se desea distinguirlas claramente entre si, para realizar un diagnéstico apropiado y un tratamiento apropiado.

Los inventores de la presente invencién han realizado estudios exhaustivos, y han descubierto que un grupo de
pacientes a los que se diagnosticé CID incluian un subgrupo de pacientes posiblemente con PTT adquirida,
clasificando a los pacientes con CID de acuerdo con la cantidad (concentracion) de ADAMTS13 o la actividad
enzimatica de ADAMTS13, o la combinacion de las mismas, preferiblemente una combinaciéon de la cantidad
(concentracion) de ADAMTS13 y/o la actividad enzimatica de ADAMTS13 y la cantidad (concentracién) de VWF. Es
decir, los inventores de la presente invencién diferenciaron “CID a diagnosticar como PTT” de “CID irrelevante
respecto a PTT", que no podian diferenciarse entre si en base a descubrimientos clinicos y marcadores conocidos, y
descubrieron que cada grupo de dichos pacientes puede tratarse con una terapia especifica para cada enfermedad
para mejorar el prondstico, y la presente invencién se completé.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento de diferenciacién entre un paciente con PTT y
un paciente con CID, que no podian distinguirse entre si en base a descubrimientos clinicos y marcadores
conocidos.

MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

El objeto puede resolverse mediante la presente invencién, es decir, un procedimiento como se caracteriza por las
reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con una realizacion preferida, la proteasa de escisién del factor de von Willebrand se analiza
inmunolégicamente.

El término “analisis” como se usa en este documento incluye una deteccién para determinar la presencia o la
ausencia de una sustancia (por ejemplo, ADAMTS13 o VWF) a analizar, y una medicién para determinar cuantitativa
0 semi-cuantitativamente la cantidad (concentracion) o actividad de una sustancia a analizar.

EFECTOS DE LA INVENCION

La CID y la PTT son similares en sus estados, y por lo tanto, son dificiles de diagnosticar con precision. Ademas, en
ambos casos, si un tratamiento apropiado determinado por un diagnéstico temprano no se realiza en una fase
temprana, el paciente morird y, por lo tanto, es muy importante diferenciar “CID a diagnosticar como PTT” de “CID
irrelevante respecto a PTT". De acuerdo con la presente invencion, en pacientes a los que se diagnosticé CID en
base a los presentes criterios de diagnostico, “CID a diagnosticar como PTT” puede diferenciarse de “CID irrelevante
respecto a PTT”, y un tratamiento apropiado puede realizarse para elevar la tasa de supervivencia o reducir la tasa
de mortalidad.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un grafico que muestra el resultado de la medicién de cantidades del antigeno de ADAMTS13
(Aag).

La figura 2 es un gréafico que muestra el resultado de la medicion de actividades enzimaticas de ADAMTS13
(Aact).

La figura 3 es un grafico que muestra el resultado de la medicién de cantidades del antigeno de VWF (Vag).

La figura 4 es un grafico que muestra Vag/Aag.

La figura 5 es un grafico que muestra Vag/Aact.

MEJOR MODO DE REALIZAR LA INVENCION
[1] Procedimiento de determinacidn de la presente invencion

En el procedimiento de la presente invencion, el estado de CID puede determinarse analizando la proporcién de la
cantidad (concentracion) de VWF y al menos una (preferiblemente ambas) de la cantidad (concentracion) de
ADAMTS13 y/o la actividad enzimatica de ADAMTS13, en una muestra obtenida de un paciente con CID.

La expresion “determinar un estado de CID” como se usa en este documento incluye determinar diversos estados en
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un paciente que padece CID, que son Utiles para la decisiébn de un tratamiento apropiado, por ejemplo, para
seleccionar pacientes a los que se diagnosticaran de forma precisa PTT, y que seran tratados con otra terapia, entre
los pacientes a los que se les diagnosticé CID, es decir, diferenciar entre “CID a diagnosticar como PTT” y “CID
irrelevante respecto a PTT". Ademas, la expresion “determinar un estado de CID” como se usa en este documento
incluye ademas una decision y una prediccion en base a la determinacion de los estados, por ejemplo, una
determinacion de un tratamiento apropiado, un prondéstico y una monitorizacion.

En el procedimiento de la presente invencion, con respecto a pacientes que son dificiles de diagnosticar y estan
contenidos en un grupo de pacientes de CID, el grupo de pacientes de CID puede clasificarse, usando como indice
una combinacion de la cantidad (concentracién) y/o la actividad enzimatica de ADAMTS13 y la cantidad
(concentracion) de VWF [por ejemplo, una proporcion de la cantidad de VWF con respecto a la cantidad
(concentracion) y/o la actividad enzimatica de ADAMTS13], en, por ejemplo, tres sub-grupos para diferenciar “CID a
diagnosticar como PTT” de “CID irrelevante respecto a PTT” y, de este modo, puede proponerse una terapia
apropiada especifica para cada paciente. Como indice para la clasificacion, pueden seleccionarse umbrales de la
cantidad (concentracién) de ADAMTS13 y la actividad de ADAMTS13.

La expresion “proteasa de escision del factor de von Willebrand (proteasa de escisién de VWF)” como se usa en este
documento significa una metaloproteasa, algunas veces denominada como ADAMTS13, que escinde
especificamente el factor de von Willebrand (VWVF) en la union entre tirosina (842) y metionina (843) contenida en un
dominio A2 del mismo.

Se sabe que la cantidad de ADAMTS13 se reduce significativamente en pacientes con PTT en comparacion con
personas sanas [por ejemplo, Zheng X. et al., J. Biol. Chem., (Estados Unidos), 2001, vol. 276, p. 41059-41063;
Furlan M. et al., Blood, (Estados Unidos), 1997, vol. 89, p. 3097-3103; y WO 00/50904]. Ono et al., describieron que
la cantidad de ADAMTS13 se reducia significativamente en pacientes de CID con diversas enfermedades
subyacentes pero diagnosticados en base al valor de CID, en comparacién con personas sanas, y que las
cantidades de ADAMTS13 en un grupo de pacientes a los que se diagnosticé PTT eran del 5 % al 45 %, y las
cantidades de ADAMTS13 en un grupo de pacientes de CID variaban entre el 10 % y el 95 % [Ono T. et al., The
Japanese Society on Thrombosis and Hemostasis, 2004 (Los resimenes se publicaron el 1 de octubre.)].

Ademas, muchas observaciones sobre ADAMTS13 en diversas enfermedades se han descrito recientemente, y
mientras que se consideraba que la actividad de ADAMTS13 se reducia notablemente en pacientes de PTT, se
describié que la actividad de ADAMTS13 no se reducia marcadamente en el 60 % de los pacientes de PTT
(Masanori Matsumoto, Vascular Biology & Medicine, 2005, vol. 6, p. 65-72).

Sin embargo, no se ha descrito que “CID a diagnosticar como PTT” pueda diferenciarse de “CID irrelevante respecto
a PTT” en pacientes a los que se les diagnosticé CID usando solamente ADAMTS13.

Un sujeto (una persona a diagnosticar) al que se le puede aplicar el procedimiento de la presente invencion es un
paciente de CID. Una muestra preferida a ensayar es, por ejemplo, sangre tal como plasma o un suero. Los
ejemplos de muestras diferentes de sangre incluyen diversos fluidos corporales, tales como fluidos celulares o
tisulares, linfa, un fluido timico, un fluido ascitico, un fluido amnidtico, jugos gastricos, orina, jugos pancreaticos,
liquido cefalorraquideo y saliva. El plasma es preferiblemente plasma citratado o plasma heparinizado.

En el procedimiento de la presente invencion, una determinacion de un estado de CID y una decision de terapia
apropiada pueden realizarse recogiendo muestras de pacientes de CID y pacientes de PTT, midiendo la
concentracion de ADAMTS13, la actividad de ADAMTS13 y/o la concentracion de VWF, y comparando los valores
medidos. Para distinguir pacientes de CID posiblemente con PTT de otros pacientes de CID, es preferible haber
determinado previamente diversos umbrales para la evaluacion, tales como umbrales para la concentracion de
ADAMTS13 y la actividad de ADAMTS13, y un umbral para una proporcion de VWF con respecto a la concentracion
o actividad de ADAMTS13, usando muestras recogidas de pacientes de PTT.

Como se muestra en los Ejemplos descritos a continuacion, puede realizarse, por ejemplo, la siguiente clasificacion.
En primer lugar, pacientes en los que se aplican dos o tres puntos de entre los siguientes puntos 1) a 3), se
clasifican en un “grupo de pacientes de CID que posiblemente padecen PTT (grupo A)”, y los otros se clasificaron en
un “grupo de pacientes de CID que posiblemente no padecen PTT (grupo B)".

1) La cantidad (en lo sucesivo en este documento denominada como Aag) de ADAMTS13 es, por ejemplo, el
30 % o menos.

2) La actividad (en lo sucesivo en este documento denominada como Aact) de ADAMTS13 es, por ejemplo, el
15 % o menos.

3) La proporcion (Aag/Aact) de la cantidad de ADAMTS13 con respecto a la actividad de ADAMTS13, por
ejemplo, es de 2,0 0 més. Estos grupos de pacientes (grupo A y grupo B) pueden clasificarse ademas, en base
a una proporcién (Vag/Aag) de la cantidad de vVWF (en lo sucesivo en este documento denominada como Vag)
con respecto a la cantidad de ADAMTS13 (Aag) y una proporcion (Vag/Aact) de la cantidad de VWF con
respecto a la actividad ADAMTS13 (Aact), en los tres grupos siguientes:

Grupo 1: Vag/Aag es, por ejemplo, 8 0 mas, y Vag/Aact es, por ejemplo, 16 o0 mas.
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Grupo 2: Vag/Aag es, por ejemplo, 8 0 menos, y Vag/Aact es, por ejemplo, 16 0 mas.
Grupo 3: Diferentes de los grupos 1y 2 (es decir, Vag/Aact es, por ejemplo, menor de 16.)

Como se muestra en los Ejemplos descritos a continuacion, dos pacientes a los que se habia diagnosticado PTT se
clasificaron en el Grupo 1. Ademas, como se muestra en los Ejemplos, entre el Grupo 1 al Grupo 3, el Grupo 1y el
Grupo 2 son un “grupo de pacientes de CID a diagnosticar con PTT”, y el Grupo 3 es un "grupo de pacientes de CID
irrelevante con respecto a PTT".

Los valores anteriores Aag, Aact, y Vag son valores relativos con respecto a valores normales, y las anteriores
proporciones (Aact/Aag, Vag/Aag, y Vag/Aact) se calculan a partir de estos valores relativos.

Cuando los umbrales para la evaluacion se han determinado previamente, los valores medidos obtenidos de un
sujeto cuyo estado debe predecirse se usan para analizar Aag y/o Aact, o Aag y/o Aact y Vag (tales como Vag/Aag
y/lo Vag/Aact), y a continuacion, la evaluacion y/o prediccion anteriores pueden realizarse para el sujeto. Se
considera que los umbrales para la evaluacion dependen de diversas condiciones, tales como una enfermedad
subyacente, el sexo, o la edad. Sin embargo, los especialistas en la técnica pueden determinar facilmente los
intervalos normales de los umbrales para la evaluacién, seleccionado una poblaciéon estadistica apropiada
correspondiente al sujeto o sujetos y procesando estadisticamente los datos obtenidos de esa poblacion.

En el procedimiento de la presente invencion, un procedimiento de analisis de la concentracion de ADAMTS13 no
esta limitado, siempre que una cantidad de ADAMTS13 pueda determinarse cuantitativa o semi-cuantitativamente, o
una presencia o ausencia de ADAMTS13 pueda evaluarse, por el procedimiento de andlisis. Los ejemplos del
procedimiento de analisis incluyen un procedimiento inmunolégico que usa un anticuerpo anti-ADAMTS13 o un
fragmento del mismo (tal como un ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas, un ensayo de aglutinacion en latex,
un inmunoensayo de quimioluminiscencia, un procedimiento con anticuerpo fluorescente, un radioinmunoensayo,
inmunoprecipitacion, tincién inmunohistoquimica, o transferencia de Western), un procedimiento bioguimico (tal
€como un ensayo enzimatico), y un procedimiento de biologia molecular para medir un ARNm.

Cuando se usa un procedimiento inmunolégico en el analisis de ADAMTS13, puede prepararse un anticuerpo anti-
ADAMTS13 de acuerdo con un procedimiento conocido, tal como un procedimiento descrito en el documento WO
2004/029242. Cada inmunoensayo puede realizarse de acuerdo con, por ejemplo, el documento WO 2004/029242.

Como procedimiento de medicion de una concentracion de ADAMTS13, un procedimiento inmunolégico es preferible
desde el punto de vista de la sensibilidad y la conveniencia. El procedimiento inmunolégico significa un
procedimiento de analisis de ADAMTS13 mediante un procedimiento ELISA, un procedimiento en latex, o
inmunocromatografia, usando un anticuerpo contra ADAMTS13. Como procedimiento inmunoldgico, puede
mencionarse, por ejemplo, un procedimiento competitivo que usa un ADAPTS13 marcado, un procedimiento de
“sandwich” que usa un anticuerpo marcado, un procedimiento de perlas de latex en el que se observa una
aglutinacion de perlas recubiertas de un anticuerpo, y un procedimiento que usa un anticuerpo conjugado a una
particula coloreada tal como un coloide de oro. Cualquier procedimiento que usa el anticuerpo contra ADAMTS13
esta incluido en realizaciones preferidas de la presente invencion. El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal.
Puede usarse cualquier fragmento de anticuerpo, tal como Fab, Fab’, F(ab’); o Fv.

La actividad enzimatica de ADAMTS13 puede medirse mediante, por ejemplo, un procedimiento que utiliza una
electroforesis en SDS-agarosa [Furlan M. et al., Blood, (Estados Unidos), 1997, vol. 89, p. 3097-3103]; un
procedimiento ELISA que usa un antigeno recombinante del dominio A2 de vWF, como sustrato de la proteasa de
escisién de VWF [Whitelock JL et al., Journal of Thrombosis and Haemostasis, (Reino Unido), 2004, vol. 2, p. 485-
491]; o un procedimiento que usa un sustancia fluorescente inactivada FRETS-VWF73, preparada introduciendo un
grupo fluorescente [2-(N-metilamino)benzoilo, Nma] y un grupo extintor de la fluorescencia (2,4-dinitrofenilo, Dnp) en
un péptido sintético correspondiente a 73 residuos de ASP1596-Arg1668 situados en el dominio A2 de VWF, como
sustrato de la proteasa de escision de VWF [Kokame K. et al, British Journal of Haematology, (Reino Unido), 2005,
vol. 129, p. 93-100]. Ademas, puede usarse un procedimiento descrito en la memoria descriptiva de la Solicitud de
Patente Japonesa N° 2005-148793, es decir, un procedimiento de analisis que comprende las etapas de (1) en un
liquido, poner a una muestra que posiblemente contiene ADAMTS13 en contacto con un sustrato inmovilizado
preparado uniendo VWF o un fragmento del mismo a un portador insoluble, (2) separar el liquido del portador
insoluble, y (3) analizar el VWF o el fragmento del mismo que queda en el portador insoluble, y/o un fragmento de
VWF que esta liberado del portador insoluble y esta contenido en el liquido.

La concentracion de VWF puede medirse mediante, por ejemplo, un procedimiento de medicién de una actividad
usando una actividad de agregacion de plaquetas humanas y un cofactor de ristocetina [Allain JP et al., J. Lab. Clin.
Med., (Estados Unidos), 1975, vol. 85, p. 318-328]; o un inmunoensayo usando un anticuerpo anti-vWF [Brown JE et
al., Thromb. Res., (Estados Unidos), 1986, vol. 43, p. 303-311]. El inmunoensayo es preferible desde el punto de
vista de la sensibilidad y la conveniencia.

Ejemplos

La presente invencion se ilustrara adicionalmente a continuaciéon mediante, pero no esta limitada en absoluto a, los
siguientes Ejemplos.
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Ejemplo 1: Mediciones de los niveles de marcador de coagulacién vy fibrinolisis en pacientes con CID y pacientes con
PTT

Muestras de plasma citratado al 3,8 % se recogieron de pacientes con CID (n = 23) y pacientes con PTT (n = 2). Los
niveles de marcador excepto para un nimero de plaquetas se midieron con LPIA-NV7 (Mitsubishi Kagaku latron)
usando kits disponibles en el mercado (serie LPIA; Mitsubishi Kagaku latron). Se recogieron muestras de plasma
citratado al 3,2 %, y un numero de plaquetas se midié con KX-21 (Sysmex).

Los resultados de las mediciones se muestran en la Tabla 1. En la Tabla 1, PAI-1 significa un inhibidor del activador
de plasminégeno-1, D-D significa dimero-D, Fbg significa fibrindgeno, FDP-P significa FDP de plasma, PLT significa
plaquetas, y TAT significa un complejo trombina/antitrombina Ill. Los pacientes a los que se les diagnosticé CID
incluian pacientes con un nimero de plaguetas notablemente reducido, pero estos pacientes no podian distinguirse
de pacientes con PTT, en base solamente a niveles de marcador de coagulacion y fibrinolisis convencional.

Tabla 1
Diagnostico PIC PAI-1 D-D Fbg FDP-P PLT TAT
pg/ml |ng/ml [ug/mi mg/dl  [ng/ml |X10%ul  |{ng/ml

Paciente 1 PTT 11 39,7 3,6 204 25 2,0 -
Paciente 2 PTT 4,2 10,7 6,7 - - 0,9 -
Paciente 3 CID 4,9 924,5 >2000 197 261,5 1,2 48,1
Paciente 4 CID 2,0 55,7| 1000-2000 445 64,1 - 5,6
Paciente 5 CID 2,4 220,7 >2000 838 49,2 0,5 12,9
Paciente 6 CID 1.3 70,4 500-1000 433 27,5 - 3,4
Paciente 7 CID 3,0 25,2 1000-2000 413 17,9 - -
Paciente 8 CID 4.4 228,3 33,7 26 189,0 - 57,4
Paciente 9 CID 0,6 40,1 <200 703 4,5 1,2

Paciente 10 CID 1,0 28,1 12,1 165 24,8 - 7,6
Paciente 11 CID 0,5 69,4 <200 360 2,7 - 1,4
Paciente 12 CID - 25,6 1,1 388 3,4 - -
Paciente 13 CID 0,7 - 15 194 1,7 - 1,9
Paciente 14 CID 4,6 105,6 >2000 423 24,1 10,4 32,5
Paciente 15 CID 1,1 29,1 500-1000 401 6,7 - 1
Paciente 16 CID 4,1 178,0 >2000 176 - 13,4 7,6
Paciente 17 CID 1,3 16,2 2,1 680 9,8 - 2
Paciente 18 CID 6,7 31,6 >2000 342 59,9 3,5 4,4
Paciente 19 CID 0,7 23,8 <200 416 2,0 - 1,4
Paciente 20 CID -[ 1091,2 15,0 432 13,7 0,2 -
Paciente 21 CID 3.4 53,5/ 1000-2000 260 15,7 1,8 9,6
Paciente 22 CID - 162,2 200-500 307 57 22,9 -
Paciente 23 CID - - >2000 632 51,0 25,4 -
Paciente 24 CID 31,6 17,9 22,1 126 55,9 1,1 -
Paciente 25 CID 7,6 22,4 33,8 340 28,9 5,2 -
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Ejemplo 2: Analisis de la cantidad de antigeno de ADAMTAS13, actividad enzimatica de ADAMTS13, y cantidades

del antigeno de VWF en pacientes con CID y pacientes con PTT

Se recogieron muestras de plasma citratado al 3,8 % de personas sanas (n = 12), pacientes que padecian CID (n =
23) y pacientes que padecian PTT (n = 2). A este respecto, a los pacientes de CID se les diagnosticé CID de
acuerdo con los criterios de diagnostico para CID como se han descrito anteriormente, y a los pacientes de PTT se
les diagnostic6 PTT de acuerdo con descubrimiento clinicos. La cantidad (Aag) de un antigeno de ADAMTS13 se
determiné usando un kit disponible en el mercado (kit de ELISA ADAMTS-13; Mitsubishi Kagaku latron). La actividad
enzimatica (Aact) de ADAMTS13 se determiné mediante una electroforesis SDS-gel de agarosa [Furlan M. et al.,
Blood, (Estados Unidos), 1997, vol. 89, p. 3097-3103]. La cantidad (Vag) de un antigeno de VWF se determiné
usando un kit disponible en el mercado (STA LIAtest: Roche Diagnostics). Los resultados de las mediciones se
muestran en la Tabla 2. En la Tabla 2, Aag y Aact se indican como un porcentaje, con el promedio de valores
obtenidos en personas sanas (n = 12) considerado como el 100 %. Vag se indica como un porcentaje con respecto a
al patrén (persona normal) contenido en el kit.

Tabla 2
Diagndstico Aag Aact | Aag/ Aact | Vag Vag/Aag | Vag/ Aact | Categoria
% % %
Paciente 1 PTT 14,3 3,0 4,8 1255 8,7 41,8
PTT
Paciente 2 PTT 32,2 15,1 2,1l 340,8 10,6 22,5
Paciente 3 CID 17,3 6,8 25| 2147 12,4 314
Paciente 4 CID 12,3 7.9 1,6] 1952 15,9 24,7
Paciente 5 CID 8,9 9,4 1,01 170,0 19,0 18,1
Grupo 1
Paciente 6 CID 8,3 3,0 2,8 175,5 211 58,5
Paciente 7 CID 21,9 3,0 7,3 237,0 10,8 79,0
Paciente 8 CID 24,4 8,8 2,8 210,8 8,6 23,9
Grupo
posiblemen [paciente 9 CID 56,0 3,0 18,7 2718 4,9 90,7
te con PTT
Paciente CID 42,3 6,2 6,9 239,8 5,7 38,9
10 Grupo 2
Paciente CID 28,7 8,8 3,3 1824 6,4 20,7
11
Paciente CID 44,0 15,0 29| 2169 49 14,4
12
Paciente CID 35,7 12,8 2,8 180,7 51 14,1
13
Paciente CID 24,6 10,8 2,3 140,8 5,7 13,1
14
Paciente CID 76,5 94,4 0,8 56,6 0,7 0,6
15
Grupo 3
Paciente CID 59,0/ 107,1 0,6 1247 2,1 1,2
16
Grupo
irrelevante |Paciente CID 72,0 53,1 1,4 169,0 2,3 3,2
respecto a |17
PTT
Paciente CID 41,7 20,9 2,0 1114 2,7 53
18
Paciente CID 61,7 59,4 1,0 2184 3,5 3,7
19




ES 2373989 T3

(continuacion)

Diagnéstico Aag Aact| Aag/ Aact Vag| Vag/Aag| Vag/ Aact|Categoria
% % %

Paciente CID 56,2 75,0 0,7 214,8 3,8 2,9
20

Paciente CID 35,2 20,9 1,7( 161,2 4,6 7,7
21

Paciente CID 41,1 19,5 2,1| 198,9 4,8 10,2
22

Paciente CID 23,7 33,3 0,7/ 186,8 7,9 5,6
23

Paciente CID 79,5 8335 1,0 172,77 2,2 2,1
24

Paciente CID 77,3 67,9 1,1 226,0 2,9 3,3
25

Sano 1 102,1 100 1,0 80,2 0,8 0,8
Sano 2 96,3 90 1,1 1015 11 11
Sano 3 110,5 100 11 83,8 0,8 0,8
Sano 4 78,1 100 0,8 46,4 0,6 0,5
Sano 5 89,5 100 0,9 102,2 11 1,0
Sano 6 96,4 115 0,8 90,6 0,9 0,8

Sano

Sano 7 134,2 100 1,3 87,5 0,7 0,9
Sano 8 90,9 100 0,9 1113 1,2 1,1
Sano 9 90,1 100 0,9 126,55 1,4 1,3
Sano 10 111,2 100 1,1 1156 1,0 1,2
Sano 11 110,7 120 0,9| 118,2 11 1,0
Sano 12 106,5| 135,5 0,8 78,7 0,7 0,6

Los valores medidos obtenidos de los pacientes con CID se clasificaron de acuerdo con las siguientes indicaciones,
en base a los valores medidos obtenidos de los pacientes de PTT. En primer lugar, los pacientes en los que dos o

5 tres puntos de entre los siguientes puntos 1) a 3) se aplican se clasificaron en un “grupo de pacientes de CID que
posiblemente padecen PTT (grupo A)”, y los otros se clasificaron en un “grupo de pacientes de CID que
posiblemente no padecen PTT (grupo B)”.

1) La cantidad (Aag) del antigeno de ADAMTS13 es el 30 % o menos.
2) La actividad enzimatica (Aact) de ADAMTS13 es el 15 % 0 menos.

10 3) La proporcién (Aag/Aact) de la cantidad de ADAMTS13 con respecto a la actividad de ADAMTS13 es de 2,0
0 mas. Estos grupos de pacientes (grupo A y grupo B) se clasificaron adicionalmente en los tres grupos
siguientes:

Grupo 1: Vag/Aag es 8 o mas, y Vag/Aact es 16 o mas.
Grupo 2: Vag/Aag es 8 o menos, y Vag/Aact es 16 0 mas.
15 Grupo 3: Diferentes de los grupos 1y 2 (es decir, Vag/Aact es menor de 16.)

Cada grupo de pacientes se compard con personas sanas, para obtener los resultados como se muestran en de la
figura 1 a la figura 3. Como se muestra en los resultados de la cantidad (Aag) del antigeno de ADAMTS13, la

9
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actividad enzimatica (Aact) de ADAMTS13, y la cantidad (Vag) del antigeno de VWF, se observaron diferencias
evidentes entre el grupo de PTT y el grupo de personas sanas con respecto a cada marcador. Ademas, las
diferencias entre el grupo de PTT y el Grupo 3 se observaron con respecto a la cantidad del antigeno de ADAMTS13
y la actividad enzimatica de ADAMTS13, y ambos grupos podian diferenciarse entre si. El Grupo 2 podia distinguirse
del grupo de PTT en la cantidad del antigeno de ADAMTS13, pero no podia distinguirse del grupo de PTT en la
actividad enzimatica de ADAMTS13. Con respecto a la cantidad del antigeno de vVWF, no se observaron diferencias
entre el grupo de PTT y los grupos de CID (Grupo 1 a Grupo 3).

En base a los anteriores resultados, el grupo de PTT y los grupos de CID clasificados en tres subgrupos se
compararon en Vag/Aag y Vag/Aact, para obtener los resultados mostrados en la figura 4 y la figura 5,
respectivamente.

Cuando se us6 la proporcion (Vag/Aag) de la cantidad del antigeno de VWF con respecto a la cantidad del antigeno
de ADAMTS13, o la proporcion (Vag/Aact) de la cantidad del antigeno de VWF con respecto a la actividad de
ADAMTSL13, los valores medios del Grupo 1y el Grupo 2 eran menores que dos veces el del grupo de PTT, pero
cada mediana del Grupo 3 mostraba una reduccion de dos veces o mayor en comparacion con la del grupo de PTT.
A partir de este resultado se llegé a la conclusion de que el Grupo 3 era una enfermedad aparentemente diferente de
PTT.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

La presente invencién puede aplicarse al uso para un tratamiento apropiado de CID.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para seleccionar un paciente al que se e va a diagnosticar pirpura trombocitopénica
trombdética de entre pacientes a los que se les diagnosticd coagulacion intravascular diseminada, caracterizado por
el analisis de la proporcion de la cantidad de un factor de von Willebrand con respecto a la cantidad y/o la actividad
enzimatica de una proteasa de escision del factor de von Willebrand, en el que la proteasa de escision del factor de
von Willebrand es ADAMTS13, en una muestra de un paciente al que se le ha diagnosticado coagulacion
intravascular diseminada.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la proteasa de escision del factor de von Willebrand
se analiza inmunol6gicamente.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que la cantidad de una proteasa de escision del
factor de von Willebrand se determina usando un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente
a la proteasa de escision del factor de von Willebrand y en el que la proteasa de escision del factor de von
Willebrand es ADAMTS13.

11
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Figura 1
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Figura 3
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