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DESCRIPCION
Pruebas de coagulacién sanguinea

La invencion se relaciona con métodos para determinar la actividad de un factor de coagulacién proteolitica de la
cascada de coagulacion de la sangre en un fluido corporal tal como sangre entera o plasma.

El proceso de la coagulacion de la sangre y la subsecuente disolucién del coagulo, después de la reparacion del tejido
lesionado, es llamado hemostasis, el cual es un proceso altamente complejo que involucra tanto componentes celulares
como bioquimicos. La hemostasis esta compuesta de cuatro principales eventos que ocurren en un orden definido que
sigue a la lesidon vascular. La coagulacion se inicia casi instantdneamente después de que una lesién en el vaso
sanguineo dafia el endotelio. La fase inicial del proceso se refiere a una constriccidon vascular, la cual limita el flujo de
sangre al area de la lesidon. A continuacion, las plaquetas llegan a ser activadas por trombina e inmediatamente
agregadas en el sitio de la lesién para formar un tampén hemostatico en el sitio de la lesion; este proceso es llamado
inicialmente hemostasis. La formacion del tapén es estimulada por la proteina fibrinbgeno. La hemostasis secundaria
ocurre simultaneamente; las proteinas en el plasma sanguineo, llamadas factores de coagulacion, responden en una
cascada compleja para formar hebras de fibrina, las cuales fortalecen el tapén de plaquetas. El factor de coagulacion
actua en dos cascadas enlazadas intimamente, referidas a rutas extrinsecas e intrinsecas. Pruebas de diagnéstico
inicial de pacientes de los cuales se sospecha desérdenes de sangrado es usualmente llevado a cabo con el asi
llamado pruebas de coagulacion, el tiempo de tromboplastina activada parcial (aPTT) y el tiempo de protrombina (PT).
Ademas, estas pruebas son también usadas para monitorizar terapias anticoagulantes. Mientras el aPTT es
principalmente usado para la deteccion de deficiencias en factores de la ruta intrinseca y para monitorizar la terapia
heparina, el PT es usado para la deteccion de la deficiencia en factores de la ruta extrinseca y para monitorizar la
terapia de antagonistas de vitamina K. Ambos, el aPTT y el PT, pueden también ser usados para la deteccién de
deficiencias de factores simples por mezcla de un plasma que es deficiente para el factor de coagulacion para ser
cuantificada con la muestra del paciente.

Muchos pacientes con desérdenes de sangrado heredado tienen prolongacion del aPTT, el PT o ambos. Un paciente
con un prolongado aPTT y un normal PT es considerado que tiene un defecto en la ruta de coagulacion intrinseca. El
nombre indica que todos los componentes de la prueba aPTT excepto kaolin, son “intrinsecos al plasma”. Por otro lado,
un paciente con un prolongado PT y un normal aPTT tiene un defecto en la ruta de coagulacion extrinseca (el factor de
tejido “es intrinseco” al plasma). La prolongacién de ambos aPTT y PT sugiere que el defecto yace en una ruta comun.

En la reaccién PT, la coagulacion se inicia en una muestra de plasma del paciente por activacion de la ruta extrinseca,
esto es por adicion de una mezcla de un factor de tejido, fosfolipidos e iones calcio. Subsecuentemente, se determina el
tiempo hasta que la trombina que es generada ha convertido suficiente fibrindgeno en un coagulo de fibrina visible. Este
es un método de deteccion relativamente insensible que también requiere volumenes de muestra altos.

La ruta extrinseca (o factor de tejidos) genera una “explosion de trombinas”, la cual es un proceso por el cual la
trombina, el mas importante constituyente de la cascada de coagulacion en términos de su papel de activacion de
retroalimentacion, es liberada instantaneamente. Siguiendo al dafio del vaso sanguineo o tejido, el Factor tejido (TF) es
liberado, formando un complejo con Factor VIl y activandolo. El Factor TF complejo Vlla activa entonces los Factores 1X
y X. el Factor Xa y su cofactor el Factor Va forma el complejo de protrombinasa, el cual activa la protrombina a trombina.
La trombina subsecuentemente activa otros componentes de la cascada de coagulacion, incluyendo los factores V y VII,
y activa y libera el factor VII de estar enlazado al factor de von Willebrand (vVWF). Finalmente, la trombina convierte el
fibrindgeno en fibrina insoluble y por lo tanto genera un coagulo. El factor Xl subsecuentemente estabiliza el coagulo
de fibrina.

La ruta intrinseca (o contacto de activacion) comienza con la formacion del complejo primario que consiste de
fibrindgeno de alto peso molecular (HMWK), prekalikreina, y Factor XIl. La prekalikreina es convertida en kalikreina y
activa el Factor Xll a Xlla. El Factor Xlla convierte al Factor Xl| en Factor Xla. El Factor Xla activa el Factor IX, el cual
junto con su cofactor Factor Vllla forma el complejo tenasa, el cual activa el Factor X a Factor Xa. Asi en la ruta
extrinseca, el factor Xa y su cofactor el factor Va forma el complejo protrombinasa, el cual activa de nuevo la
protrombina a trombina.

El concepto de rutas “intrinseca” y “extrinseca” ha servido por muchos afios como un modelo util para la coagulacién. La
evidencia ha mostrado que las rutas no son redundantes pero estan altamente interconectadas. Por ejemplo, el factor
tejido/Factor complejo Vlla activa no solo el Factor X sino también el Factor IX de la ruta intrinseca. Adicionalmente los
pacientes con severa deficiencia del Factor VIl pueden sangrar aunque la ruta intrinseca esté intacta. Ademas, el
sangrado severo asociado con deficiencias del Factor VIl o IX no se esperaria necesariamente si la ruta extrinseca sola
fuera suficiente para alcanzar la hemostasis normal. Los sistemas intrinseco y extrinseco convergen en un factor X a
una ruta comun simple que es finalmente responsable para la produccidon de trombina (Factor Ila). Aunque son
inicialmente mecanismos distintos, las rutas intrinseca y extrinseca convergen en una ruta comun que lleva a la
formacion de un coagulo.
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La cuantificacion exacta de las actividades bioquimicas de las rutas completas tanto extrinseca como intrinseca asi
como de sus factores de coagulacidon respectivos es altamente importante para el diagnéstico de desérdenes de
sangrado, trombofilia, y también para monitorizacién de la terapia de anticoagulante, y similares. Métodos de pruebas
actuales para la actividad de las rutas miden usualmente fotométricamente el tiempo hasta la aparicién de un coagulo
de fibrina, después de la respectiva ruta que ha sido disparada en una muestra de plasma. Versiones modificadas de
este principio basico existen para la cuantificacion de las actividades de los factores de coagulacién simple. Estos
métodos fotométricos a menudo pierden la sensibilidad que es requerida para la cuantificacion exacta de las bajas
cantidades de algunos factores de coagulacién tal como Factor VI, que generalmente requiere volimenes de muestra
altos, y puede por lo tanto ser llevado a cabo con plasma y no con muestras de sangre entera.

La patente de los Estados Unidos 5, 340, 716 describe un método de prueba para determinar la capacidad de
coagulaciéon en una muestra de sangre entera en donde la muestra esta en contacto con un iniciador de coagulacion y
una escision de sustrato péptido unido a una molécula informadora cromogénica, quimioluminiscente o fluorescente. Sin
embargo, el método requiere el uso de un dispositivo de prueba sofisticado que comprende una membrana permeable
la cual retiene los gldbulos rojos para prevenir la interferencia con una generacion o medida de sefial.

Otro grupo de métodos de prueba son pruebas cromogénicas que miden la actividad enzimatica o cofactor de los
factores de coagulacion. En estas pruebas, se usan péptidos cromogénicos que pueden ser escindidos especificamente
por factores de coagulacion, por lo tanto liberando una molécula de deteccidn que inhibe la accién del cromoforo, el cual
resulta en un cambio de color que puede ser cuantificado fotométricamente. Estos métodos comparten restricciones
similares que existen para las pruebas de deteccidon de coagulos, esto es baja sensibilidad e incompatibilidad con
muestra de sangre entera. Han sido descritas modificaciones de este protocolo que emplean otras tecnologias de
deteccion (e.g. transferencia de energia resonancia fluorescencia o FRET). No es claro si estos métodos superan las
restricciones de las pruebas basados en los conjugados croméforo/péptido de detencién o si estos métodos son
efectivos con muestras de pacientes reales, puesto que estos métodos han sido unicamente evaluados con
componentes purificados. Adicionalmente, los métodos que involucran FRET presentan dificultades técnicas tales como
dificultad en la sintesis de sustrato para FRET, dificultad en espaciar las estructuras donantes y asertoras en FRET que
usa secuencias de péptidos, necesarias para volumenes de muestras mas grandes, los problemas asociados con la
interferencia, el uso de plasma y no de muestras de sangre entera y asi sucesivamente. Otro problema general de las
pruebas cromogénicas y FRET descritas anteriormente es que los péptidos usados tienen que ser relativamente cortos.
Esto limita la especificidad del factor cognado de la coagulacion proteolitica y hace estas pruebas vulnerables a
resultados de pruebas errados, puestos que estos péptidos no son solo ascendidos por un factor de coagulacion
proteolitico sino mas bien son susceptibles de de escision por enzimas proteoliticas multiples.

Otro método de prueba para detectar perturbaciones de hemostasis se describen en la patente de los Estados Unidos
2003/0027235 y EP 0924523 A2 (Kraus et al) en donde como una consecuencia de la agregacién de plaquetas o la
reaccion de formacion de coagulos en una muestra de plasma activada, las sustancias de un sistema de generacion de
sefiales son llevadas a una distancia de otra lo cual permite una interaccidn entre las sustancias lo cual conduce a la
generacion de una sefial medible. Un sistema de generacion de sefial aplicable en este método para deteccion de
perturbaciones de hemostasis se describe en EP 515194 A2. El sistema comprende un compuesto fotosensibilizador el
cual cuando es activado por luz genera un oxigeno singlete y por lo tanto activa un compuesto quimioluminiscente dado
que ambos compuestos estan en cercana proximidad causada por la presencia de un analito. La D 10 2004 042 124 A1
describe un inmunoensayo mejorado para la determinacion de componentes de un sistema de coagulacion,
particularmente para determinar los marcadores de activacion de coagulacion, estando el método basado en un sistema
de generacion de sefal descrito en EP 515194 A2.

Hay, por lo tanto, una continua necesidad para desarrollar un método de diagndstico rapido y acertado para establecer
la actividad de un factor de coagulacién proteolitico de una cascada de coagulacién en muestras de pacientes,
particularmente reflejando la actividad en vivo, la cual puede estar relacionada con la presencia y/o cantidad y/o
actividad de tal factor de coagulacion proteolitico. Los métodos deberian ser totalmente automatizados y ser exactos
incluso cuando se ejecutan en muestras de sangre entera.

Resumen

La presente invencién se relaciona con un método para determinar la actividad de un factor de coagulacién proteolitico
de la cascada de coagulaciéon de sangre en una muestra. Una combinacion es suministrada en una reaccion mixta. La
combinacién comprende (i) la muestra (ii) un agente de activacion para activacion directa o indirectamente un factor de
coagulacion proteolitico de la cascada de coagulacion de sangre, (iii) una estructura escindida la cual tiene un sitio de
escision que es escindido por el factor de coagulacién proteolitico activado, (IV) un agente quimioluminiscente, y (V) un
agente sensibilizador. La estructura escindida esta o llega a estar enlazada al agente quimioluminiscente y al agente
sensibilizador. El agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador estan relacionados en que, cuando estan en
cercana proximidad, la energizaciéon del agente sensibilizador resulta en la energizacion del agente quimioluminiscente.
El agente sensibilizador es energizado y siendo generada la sefial quimioluminiscente en la mezcla de reaccion es
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medida y relacionada a la actividad del factor de coagulacion proteolitico. La sefial quimioluminiscente es inversamente
proporcional a la actividad del factor de coagulacion proteolitico.

En algunas realizaciones la estructura escindida es un sustrato de origen natural del factor de activacion del factor de
coagulacion proteolitico y esta presente endégenamente en la muestra, i.e. la estructura escindida es adicionada a la
mezcla de adicién por reaccion de la mezcla a la mezcla de reaccién. En estas realizaciones la estructura escindida
llega a estar enlazada al agente quimioluminiscente y al agente sensibilizador en la mezcla de reaccién.

En algunas realizaciones la estructura escindida esta contenida en un reactivo separado el cual es adicionado a la
mezcla de reaccion. En estas realizaciones la estructura escindida es preferiblemente una entidad sintética, mas
preferiblemente un péptido.

En algunas realizaciones de actividad del factor de coagulacion proteolitico activado es indicativo de la presencia y
actividad de uno o mas componentes de la muestra que va a ser analizada que influencia la actividad del factor de
coagulacién proteolitico. En algunas realizaciones la mezcla es mezclada con plasma o con sangre entera que es
deficiente en un componente individual que influencia la actividad del factor de coagulacion proteolitico y la actividad del
factor de coagulacién proteolitico es indicativo de la presencia o actividad del componente individual en la muestra. En
algunas realizaciones la actividad del factor de coagulacién proteolitico activado es indicativa de la funcionalidad de la
ruta de la coagulacion intrinseca o extrinseca de la sangre. En algunas realizaciones la actividad del factor de
coagulacion proteolitico activado es indicativa de la presencia de uno o mas anticoagulantes terapéuticos.

Otra realizacién de la presente invencion es un método para definir una propiedad de activacion o propiedad inhibitoria
de una sustancia o uno o mas factores de coagulacion de la cascada de coagulacién de la sangre. Se provee una
combinacién en una mezcla de reaccién. La combinacion comprende la muestra que contiene uno o mas factores de
coagulacion de la cascada de coagulacion de la sangre, una estructura escindida la cual tiene un sitio escindido que es
escindido por un factor de coagulacién proteolitico activado, un agente quimioluminiscente, un agente sensibilizador y la
sustancia que va a ser probada. La estructura escindida esta o llega a estar enlazada al agente quimioluminiscente y un
agente sensibilizador. El agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador estan relacionados por que, cuando estan
en cercana proximidad, o la energizacion del agente sensibilizador da como resultado la energizacion del agente
quimioluminiscente. El agente sensibilizador es energizado y la sefial de quimioluminiscencia es generada en la mezcla
de reaccion la cual medida y relacionada con las propiedades de activacion o inhibiciéon de la sustancia en una o mas
factores de coagulacion proteolitico de la cascada de coagulacién de sangre. Para evaluar las propiedades de
activacion o inhibitorias de las sustancias que va a ser probada se mide la sefial quimioluminiscente generada en la
mezcla de reaccién a la cual no se agrega la sustancia que va a ser medida.

BREVE DESCRPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1 ilustra una realizacion de los métodos presentes.
La figura 2 es una grafica que representa resultados a partir de un experimento resumido en la tabla 1.

La figura 3 es un diagrama que representa sefiales generadas con plasmas deficientes en el factor cuando un reactivo
PT dispara la ruta extrinseca.

La figura 4 es un diagrama que representa sefiales generadas con plasmas deficientes en factores cuando un reactivo
aPTT dispara la ruta intrinseca.

La figura 5 muestra un diagrama que describe sefiales generadas con un plasma sembrado con el inhibidor directo de la
trombina melagatran (diagrama superior) y un diagrama que representa sefiales generadas con el plasma sembrado
con el inhibidor directo de la trombina hirudina (Refludante) (diagrama inferior) cuando la ecarina dispara la activacion
de la protrombina.

La figura 6 es un diagrama que representa sefiales generada con diluciones de plasma humano estandar (curva de
referencia) cuando la ecarina dispara la activacién de la protrombina.

El presente método supera muchos problemas asociados con pruebas de coagulacién conocidos. Las pruebas de
coagulacion llevadas a cabo en concordancia con la presente descripcion son altamente sensibles. El presente ensayo
requiere solo volumenes de muestra pequefios y, por lo tanto, puede ser llevado a cabo con muestras de sangre entera
en oposicion a las muestras de plasma que son actualmente usadas. Sin embargo, otro problema asociado con
volumenes altos de muestra, como concentraciones altas de hemoglobina o muestras ictéricas o lipahémicas (referidas
como una interferencia HIL) son también circundadas mientras mantienen una alta sensibilidad. Adicionalmente, los
presentes métodos resuelven los problemas asociados con baja sensibilidad de mucho de los métodos usados
actualmente.
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Como se menciond anteriormente, el presente método provee para determinar la actividad de un factor de coagulacion
proteolitico de la cascada de coagulaciéon de sangre en una muestra. La cascada de coagulacion de sangre incluye lo
descrito anteriormente y rutas intrinsecas y extrinsecas bien conocidas asi como la ruta comun. Los métodos pueden
ser empleados para determinar la actividad (y aqui la presencia y/o la cantidad) de un factor de coagulacién proteolitico
en una muestra de un sujeto, por ejemplo, una muestra de un paciente. Adicionalmente, el presente método para una
técnica de seleccion general para analizar una muestra por defectos en la ruta extrinseca o intrinseca de la cascada de
coagulaciéon de sangre. Teniendo identificada una muestra con un defecto en la ruta intrinseca o extrinseca, e.g. por
activacion de protrombina trombina directamente usando un agente de activacion PT o un aPTT, y determinando o
reduciendo o elevando la actividad de la trombina comparada con un control normal, la muestra puede ser analizada en
experimentos subsecuentes para determinar los componentes especificos que son defectuosos. Esto puede ser
ejecutado mezclando la muestra con plasma o sangre entera deficiente en el componente especifico que va a ser
probado para una ejecucion de los métodos arriba descritos.

La muestra que va a ser analizada puede ser cualquier muestra que se sospecha que contiene al menos uno 0 mas
factores de coagulacion proteolitico de la cascada de la coagulacién de la sangre. La muestra es tipicamente de un
sujeto mamifero y puede ser plasma o sangre entera. La cantidad de la muestra que va a ser analizada es
aproximadamente 0.01 pl a aproximadamente 50 pl, o aproximadamente 0.1 pl a aproximadamente 40 ul, o
aproximadamente 0.5 pyl a aproximadamente 30 pl, y asi sucesivamente. Un sujeto mamifero de interés particular es un
sujeto humano aunque otras especies de animales pueden ser también de interés.

Las presentes pruebas son normalmente llevadas a cabo en un medio regulado acuoso con un moderado pH,
generalmente el cual suministra sensibilidad éptima en el ensayo. El pH para el medio de ensayo usualmente estaria en
el rango de aproximadamente 4 a aproximadamente 11, mas usualmente en el rango de aproximadamente 5 a
aproximadamente 10, y preferiblemente del rango de aproximadamente 6.0 a aproximadamente 9.0. El pH es
dependiente de la naturaleza de los componentes de la cascada de coagulacién de la sangre, el agente de activacion, el
enlazante de los miembros enlazantes de cualquier par enlazante especifico, el pH 6ptimo para otro reactivos del
ensayo y asi sucesivamente. Diversos reguladores pueden ser usados para alcanzar el pH deseado y mantener el pH
durante la determinacion. El regulador ilustrativo incluye borato, fosfato, carbonato, tris, barbital, HEPES, y similares. El
regulador particular empleado no es critico, pero en un ensayo particular uno u otro regulador pueden ser preferidos.
Diversos materiales auxiliares pueden ser empleados en los métodos anteriores. Por ejemplo, ademas de los
reguladores en el medio puede comprender estabilizadores para el medio y para los reactivos empleados,
intercambiadores enlazantes, agentes quelantes, preservativos, sales, iones especificos, detergente, reactivos
bloqueadores, proteinas, agentes reductores y similares.

La cascada de coagulacion de la sangre incluye las rutas intrinseca y extrinseca antes mencionadas asi como la ruta
comun. Asi, el término “cascada de coagulacién de la sangre” incluye la cascada entera o porciones de la misma.
Componentes de la cascada de coagulacion de la sangre incluye entidades que estan involucradas en las rutas
intrinseca, extrinseca y comun asi como aquellas involucradas en el proceso de hemostasis en general. Los
componentes de la cascada de coagulacién de la sangre incluye, por ejemplo, factores procoagulantes, por ejemplo,
Factor de Wonllibrand (VWF), factores | (fibrinégeno), Il (protrombina), lla(trombina), V, Va, VII, Vlla, VIII, Vllia, IX, IXa,
X, Xa, Xl, Xla, XII (Hageman factor), Xlla, factores de tejidos y similares, kalikreina, prekalikreina, HMWK, y asi
sucesivamente. Los componentes de la cascada de coagulacion de la sangre también incluyen factores anticoagulantes
e inhibidores de coagulacion tales como, por ejemplo, proteina C, proteina S, antitrombina IIl inhibidores tearasa C1,
TFPI, cofactor 2 heparina, y similares; factores fibrinoliticos y sus inhibidores tales como, por ejemplo, plasminégeno, t-
PA, prourokinaza PAI-1, u-PA y similares y asi sucesivamente. Los componentes de la cascada de coagulacion de la
sangre que son primariamente de interés son factores de coagulacion proteoliticos. La mayoria de los factores de
coagulacién son serina proteasas, mientras otros tales como factores V/Va, factor VIlI/Vllla y proteina S son cofactores
de proteasas. Otros componentes de la cascada de coagulacién de la sangre de interés incluyen proteinas
estabilizantes, proteinas transmembrana y cofactores, transglutaminasas y asi sucesivamente.

En los presentes métodos, un agente de activacion es combinado con las muestras que se sospecha que contienen uno
o0 mas factores de coagulacién proteoliticos de la cascada de la coagulacion de la sangre. El agente de activacion es un
agente para activacion de un componente de la cascada de coagulaciéon de la sangre o para activar la cascada de
coagulacién de la sangre. La activacion directa de un factor de coagulacion proteolitico como se discute aqui significa
que el agente de activacion activa un factor de coagulacién proteolitico especifico directamente sin depender de la
interaccion con otros factores que podrian activar o modular el factor de coagulacion proteolitico. La activacion indirecta
de un factor de coagulacion proteolitico como se discute aqui significa que el agente de activacion activa la cascada de
coagulacion de la sangre corriente arriba del factor de coagulacion proteolitico. La naturaleza del agente activador es
dependiente ya sea del agente de activacion directa o indirectamente activa un factor de coagulacién proteolitico de la
cascada de coagulacion de la sangre, la naturaleza de la prueba que se va a realizar, el componente a ser analizado, la
estructura escindida que es usada en la prueba, y asi sucesivamente. El agente activador puede ser uno que activa un
factor de sangre individual o que activa una ruta tal como la ruta intrinseca o ruta extrinseca. Agentes activadores para
activar un componente especifico de la cascada de coagulacion de la sangre incluyen, por ejemplo, mezclas de o
preparaciones que contiene fosfolipidos tales como, por ejemplo fosfolipidos cargados negativamente; lipoproteinas
tales como, por ejemplo, tromboplastina, y similares; proteinas o tales como factor de tejido, serina proteasas activada
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tales como Factores lla (trombinas), Vlla, IXa, Xa, Xla, XllI, Xlla, y proteinas C, venenos de serpientes tales como
enzima PROTAC®, Ecarina, Textarina, Noscarina, Batroxobina, Trombocitina veneno de vibora Russell (RVV), y
similares. Agentes de activacién que activan la cascada de coagulaciéon de sangre o incluye una porcion de la misma,
por ejemplo, mezclas de o preparaciones que contienen el factor lla (trombina) fosfolipidos tales como por ejemplo,
fosfolipidos cargados negativamente, iones calcio, factor de tejido, activadores especificos tales como silica, kaolin,
acido elagico, celita y asi sucesivamente. Algunos ejemplos especificos de agentes de activacion incluyen, a manera de
ilustraciéon y no limitativo, los siguientes: kaolin o acido eléagico o silica o celita, fosfolipidos cargados negativamente,
iones calcio, lo cuales, cuando se usan en combinacion, inician la reaccién involucrada en la ruta intrinseca, i.e. la
prueba de aPTT; tromboplastina (factor de tejido), fosfolipidos cargados negativamente e iones calcio, los cuales,
cuando se usan en combinacion, inician la reaccién involucrada en la ruta extrinseca, esto es la prueba de PT.

La cantidad del agente activador es la que es suficiente para activar el componente de la cascada de coagulacion de
sangre o la cascada de coagulacion de la sangre por si misma. La cantidad depende de la naturaleza del factor de
coagulacion proteolitico que va a ser activado, la naturaleza de la cascada de coagulacion de la sangre, la naturaleza
del método de prueba que va a ser llevado a cabo, la escala de la reacciéon de prueba, y asi sucesivamente. Asi, la
cantidad particular del agente de activacién empleado en un método en concordancia con la presente realizacién se
determina desde una consideracion de los factores anteriores y puede ser determinada empiricamente.

El paso de activacion puede requerir un periodo de incubacion de longitud suficiente para alcanzar un nivel de activacion
tal que una determinacion pueda hacerse a partir de la actividad del factor de coagulacion proteolitico. La duracion y
otras condiciones del periodo de incubacion dependen de la naturaleza del agente activador, la naturaleza del
componente que va a ser activado, la naturaleza de la cascada de coagulacion de la sangre, la naturaleza de la prueba
que va a ser llevada a cabo, y asi sucesivamente. Asi, la duracién y otras condiciones en un método particular en
concordancia con la presente realizacion se determinan desde una consideracion de los factores anteriores y puede ser
determinada empiricamente. La activacién puede requerir materiales adicionales que trabajan en concierto con el
agente de activacion. Tales materiales adicionales incluyen, por ejemplo, proteinas, reguladores, sales, detergentes,
iones, agentes reductores, agentes quelantes, y asi sucesivamente.

En el presente método los agentes empleados para determinar la actividad de un factor de coagulacién proteolitico o
para determinar la actividad, presencia y/o la cantidad del componente de la cascada de coagulacion sanguinea. Los
agentes comprendes tres entidades: una estructura escindida en donde la estructura escindida tiene un sitio escindido
que es escindido por un factor de coagulacién proteolitico activado, un agente quimioluminiscente y un agente
sensibilizador. El agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador estan relacionados en que, cuando estan en
cercana proximidad, la energizacion del agente sensibilizador da como resultado energizar el agente
quimioluminiscente.

La estructura escindida es cualquier estructura, cuya escision puede estar relacionada a la actividad del factor de
coagulacién proteolitico de la cascada de coagulaciéon sanguinea. Asi, la naturaleza de la estructura de escision es
dependiente de la naturaleza del factor de coagulacion proteolitico de la cascada de coagulacién sanguinea que se va
determinar. La estructura escindida puede ser un material sintético o un material de origen natural. La estructura
escindida tiene un sitio escindido que es escindido por un factor de coagulacion proteolitico donde la escision del sitio
escindido esta directamente relacionado con la presencia de actividad del factor de coagulacién proteolitico especifico.
La estructura escindida comprende un medio para enlazar la estructura escindida al agente quimioluminiscente y para
enlazar la estructura escindida al agente sensibilizador.

En algunas realizaciones la estructura escindida es una entidad sintética que es adicionada a la mezcla de reaccion. En
algunas realizaciones al menos el sitio escindido de la estructura escindida es un péptido, esto es, el sitio escindido esta
compuesto primariamente de aminoacidos. La estructura escindida completa puede ser un péptido en donde una
porcién del péptido comprende un sitio escindido. Asi, la estructura escindida puede ser parcialmente o Unicamente
peptidica. De otro lado un sitio escindido que es un péptido puede ser parte de una estructura escindida que comprende
0 no una cadena no peptidica en donde la cadena no peptidica comprende a miembros no aminoacidos, los cuales
podrian proveer unién a otra entidad tal como por ejemplo, a una particula, miembros de un par enlazante especifico, y
similares. Un sitio escindido peptidico podria estar presente en cualquier posicion dentro de una cadena peptidica o no
peptidica siendo la consideracion primaria que la escision del sitio escindido da como resultado que el reactivo
quimioluminiscente y el reactivo sensibilizador no estan en cercana proximidad. La longitud de un sitio escindido que es
un péptido es al menos aproximadamente 3 unidades monoméricas (usualmente, unidades de aminoacidos) y no mas
de aproximadamente 150 unidades monoméricas, o al menos 15 unidades monomeéricas y no mas de aproximadamente
130 unidades monoméricas. La longitud de una cadena de atomos en una cadena no peptidica, que incluyen el sitio
escindido peptidico podria ser de aproximadamente 5 a aproximadamente 5000 atomos. La longitud de una cadena en
una cadena peptidica, que incluye el sitio escindido peptidico, podria ser aproximadamente 5 a aproximadamente 5000
unidades monomeéricas.

El término "al menos" tal como se usa aqui significa que el nimero de items especificados podria ser igual a o mayor
que el numero citado. La frase "aproximadamente" tal como se usa aqui significa que el nimero citado podria diferir por
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mas o menos 10%; por ejemplo, "aproximadamente 5" significa un rango de 4.5 a 5.5.

La estructura escindida podria por si misma ser un componente de cascada de coagulacién sanguinea, un factor de
coagulaciéon o una porcién del mismo que esta presente enddégenamente en una muestra o es adicionado como un
reactivo separado. Ejemplos de tales estructuras escindidas, a manera de ilustracion y no limitacién incluyen estructuras
presentes en o consistentes del Factor V el cual es especificamente escindido por la proteina C activada, Factor Xa,
Trombina o plasmina; el fibrindgeno, el cual es especificamente escindido por trombina; el factor Il (protrombina), el cual
es escindido por el factos lla( trombina) Factor Xa, o algunos venenos de serpientes tales como Ecarina o Textarina; el
Factor V el cual es escindido por trombina o Factor Xa; el Factor VI, el cual es escindido por trombina o Factores Vlla,
IXa, Xa, Xlla, respectivamente; el Factor VIII, el cual es escindido por trombina; el Factor IX el cual es escindido por el
Factor Vlla o Factor Xlla; el Factor X, el cual es escindido por Factor Xlla o Factor IXa o veneno de serpiente tal como
RVV; el Factor Xl, el cual es escindido por Factor Xlla, trombina o Factor Xlla, el cual es escindido por el Factor Xlla,
kalikreina, plasmina o tripsina; el Factor Xlll el cual es escindido por trombina, la proteina S la cual es escindida por
trombina y asi sucesivamente.

En general la longitud de la estructura escindida depende de los requerimientos de la secuencia del factor de
coagulacién proteolitico que va a ser determinado y de la naturaleza del agente quimioluminiscente y del agente
sensibilizador, y similares. La longitud es tal que hay una diferencia medible significante en la sefial producida por la
energizacion del agente quimioluminiscente por el agente sensibilizador cuando los dos agentes estan en proximidad
cercana (esto es, enlazados juntos por la estructura escindida) asi comparada con la sefial obtenida cuando el agente
quimioluminiscente y el agente sensibilizador no estan en proximidad cercana (esto es, no enlazados juntos por la
estructura escindida). Estos agentes se discuten en detalle mas abajo.

La energizacién del agente quimioluminiscente por el agente sensibilizador toma lugar cuando los dos agentes estan en
cercana proximidad, esto es, por ejemplo, en un rango de distancia de unos pocos micrémetros, en particular dentro de
un rango de distancia de menor de 600 nm preferiblemente menor de 200 nm.

En la mezcla de reaccion, la estructura escindida esta o llega a estar enlazada al agente quimioluminiscente y al agente
sensibilizador. Hay diversas metodologias en las cuales pueden ser empleados los agentes, las cuales se resumen aqui
y se discuten en detalle mas abajo. En una metodologia, la estructura escindida y la muestra que va a ser analizada son
combinadas donde la estructura de escision esta ya sea contenida en un reactivo separado el cual es adicionado a la
mezcla de reaccion o a la estructura escindida que es un sustrato natural del factor de coagulacién proteolitico el cual
esta contenido en la muestra. El agente quimioluminiscente se adiciona después de la activacién de los componentes
de la cascada de coagulacion sanguinea. Entonces, se adiciona el reactivo sensibilizador. Alternativamente, el agente
quimioluminiscente y la estructura escindida (como un reactivo individual con la estructura escindida unida al agente
quimioluminiscente o como dos reactivos en donde la estructura escindida llega a estar unida al agente
quimioluminiscente in situ, esto es, en la mezcla de reaccion) puede ser combinada con la muestra que va a ser
analizada y el factor de coagulaciéon sanguinea proteolitico puede entonces ser activado seguido por la adiciéon del
agente sensibilizador. En otra aproximacioén, el agente sensibilizador y la estructura escindida (como un reactivo
individual con la estructura escindida unida al agente sensibilizador o como dos reactivos en donde la estructura
escindida llega a estar unida al agente sensibilizador in situ) puede ser combinada con la muestra que va a ser
analizada y el factor de coagulacién proteolitico puede entonces ser activado seguido por la adicion del agente
quimioluminiscente. En otro método, el agente quimioluminiscente el agente sensibilizador y la estructura escindida
(como un reactivo individual con la estructura escindida unida tanto al agente quimioluminiscente y al agente
sensibilizador (preformado) o como tres reactivos en donde la estructura escindida llega a estar unida al agente
quimioluminiscente y al agente sensibilizador in situ) puede ser combinada con la muestra que va a ser analizada y
puede entonces ser activado el factor de coagulacién sanguinea proteolitico.

En algunas realizaciones la estructura escindida esta combinada con la muestra que va a ser analizada, la combinacion
es incubada por un tiempo y bajo condiciones tales que la estructura escindible es escindida si la muestra contiene un
factor de coagulacién proteolitico bajos analisis (esto es después de la activacion). La estructura escindible comprende
un medio para enlazar la estructura escindible al agente quimioluminiscente y para enlazar la estructura escindible al
agente sensibilizador. Asi, después del periodo de incubacién, el agente quimioluminiscente se agrega a la
combinacion y se enlaza a esa estructura escindible o, si la estructura escindible es escindida a una porciéon de
estructura escindible, la cual comprende los medios para enlazar la estructura escindible y el agente quimioluminiscente.
La metodologia en donde la estructura escindible y el agente quimioluminiscente son adicionados separadamente
permite facil seleccion de diversas estructuras escindibles diferentes para usos en los presentes métodos, y puede
permitir mejor accesibilidad estérica de la proteasa activada de la estructura de escision.

Los medios para enlazar la estructura escindible y el agente quimioluminiscente pueden incluir miembros de un par
enlazante especifico. Un miembro del par enlazante especifico estd enlazado a la estructura escindible y el otro
miembro del par enlazante especifico esta unido al agente quimioluminiscente. Un miembro de un par enlazante
especifico (“miembro sbp") es una de las dos moléculas diferentes, que tienen un area en la superficie o en una cavidad,
la cual se enlaza especificamente y esta por lo tanto definida como complementaria con una organizacion espacial y
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polar particular de otra molécula. Los miembros del par enlazante especifico pueden ser miembros de un par
inmunoldgico tal como antigeno-anticuerpo (que incluyen anticuerpos monoclonales) aunque otros pares enlazantes
especificos tales como biotina-(estrept)avidina, hormonas- hormonas receptores, enzima-sustrato, duplex de acido
nucleico e IgG- proteina A, pares polinucleotidos tales como ADN-ADN, ADN-ARN, y similares no son pares
inmunolégicos pero estan incluidos dentro del alcance del miembro sbp.

En algunas realizaciones los medios para enlazar la estructura escindible o una porcién del mismo agente
quimioluminiscente pueden involucrar un antigeno o sitio epitopico en la estructura escindible y en el miembro sbp sobre
el agente quimioluminiscente en donde el miembro sbp se dirige contra el antigeno o sitio epitépico. Un miembro sbp
para el sitio epitdpico o antigénico puede estar presente del agente quimioluminiscente por un enlace covalente tal como
por enlace covalente del miembro sbp al agente quimioluminiscente. Por otro lado el enlace del miembro sbp para la
estructura escindida del agente sensibilizador puede ser logrado por el uso de un miembro par sbp diferente tal como,
por ejemplo, un anticuerpo dirigido al sitio epitdpico de la estructura escindible enlazada a la biotina en donde el agente
sensibilizador comprende un asociado enlazante para la biotina tal como antibiético o estreptavidina.

En algunas realizaciones la muestra es combinada con una estructura escindible, la cual esta ya enlazada al agente
quimioluminiscente. En este método la estructura escindible puede estar enlazada al agente quimioluminiscente por
enlace covalente o no covalente. Ejemplos de enlaces no covalentes del uso de un miembro par sbp como se
discutieron més arriba.

En alguna realizacion las estructura escindible y el agente quimioluminiscente pueden estar unidos covalentemente. El
enlace puede ser por un enlace directo o a través de un grupo enlazante en donde la estructura escindible y el agente
quimioluminiscente estan acoplados entre si por medio de uno o mas enlaces covalentes. El proceso de enlace
covalente puede estar comprendido de cualquier numero de pasos. El grupo enlazante que se une a la estructura
escindible y al agente quimioluminiscente pueden comprender uno o mas funcionalidades para enlazar. Las
funcionalidades enlazantes pueden comprender atomos diferentes al hidrogeno seleccionados del grupo normalmente
que consiste de carbono, oxigeno, azufre, nitrégeno y fosforo. Los grupos enlazantes pueden ser alifaticos o aromaticos.
Cuando estan presentes heteroatomos, el oxigeno estda normalmente presente como oxo u oxi, enlazado al carbono,
azufre, nitrogeno o fosforo, el nitrdgeno esta presente normalmente como nitro, nitroso o amino, normalmente enlazado
al carbono, oxigeno, azufre o fésforo; el azufre es andlogo al oxigeno; mientras el fésforo esta enlazado al carbono,
azufre, oxigeno o nitrégeno, usualmente como fosfonato o fosfato mono-o diéster. Funcionalidades comunes en la
formacion de un enlace covalente entre la estructura escindible y el agente quimioluminiscente incluye alquilamina,
amidina, tioamida, éter, urea, tiourea, guanidina, azo, tioéter y carboxilato, sulfonato y ésteres de fosfato, amidas y
tioésteres. Varios grupos enlazantes son bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Cautrecasas, J. Biol. Chem.
(1970) 245: 3059. Grupos enlazantes especificos y Utiles en componentes enlazantes incluyen acidos bicarboxilicos y
anhidridos, poliamidas, polialdehidos, y agentes heterobifunctionales tales como 2-iminotiolano clorhidrato,
sulfosuccinimidyl-4-(N-maleimidometil) ciclohexano- 1-carboxilato, m-maleimidosuccinimida éster, N-succinimidil-(4-
iodoacetil) aminobenzoato, y especies similares conocidas de aquellos expertos en la técnica.

La longitud del grupo enlazante que enlaza la estructura escindible y el agente quimioluminiscente es dependiente en
las consideraciones discutidas mas arriba con respecto a la longitud de la estructura escindible. El grupo enlazante
puede ser visto como parte de la estructura escindible con respecto a las consideraciones globales de la longitud o
distancia entre el agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador.

Después de la activacion del factor de coagulacion proteolitico o después de la activacion de la cascada de coagulacién
sanguinea, si el agente quimioluminiscente no esta ya incluido en la combinacién ya sea unido a la estructura escindible
0 como un reactivo separado, el cual comprende medios para unirse a la estructura escindible, el agente
quimioluminiscente es adicionado a la combinacion. Asi, como se discuti6 mas arriba, el agente quimioluminiscente
puede ser adicionado antes de o subsecuente a la activacion del factor de coagulacién proteolitico o de la cascada de
coagulacién sanguinea.

Como se mencion6é mas arriba, los agentes empleados en los métodos de la presente invencion también comprenden
un agente sensibilizador que es capaz de unirse a la estructura escindible o una porcién de la misma. Asi, la estructura
escindible incluye medios para enlazarse al agente sensibilizador. Tales medios incluyen interaccion de medios sbp
como se discutié anteriormente con respecto al agente quimioluminiscente unido a la estructura escindible. En general,
los medios para unir el agente quimioluminiscente y los medios para unir el agente sensibilizador a la estructura
escindible estan en sitios opuestos del sitio de escision de la estructura escindible. Por lados opuestos se entiende que
la escision del sitio de escisidn por el factor de coagulacién proteolitico resulta finalmente en una porcién separada de la
estructura escindible que comprende el agente quimioluminiscente y una porcion separada de la estructura escindible
que comprende el agente sensibilizador, el cual por lo tanto retira el agente quimioluminiscente y el agente
sensibilizador lo retira de la proximidad cercana y no permite que el agente quimioluminiscente y el sensibilizador estén
en proximidad cercana.

En algunas realizaciones los medios para unir la estructura escindible o una porcion de la misma al agente
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sensibilizador pueden involucrar un sitio antigénico o epitépico en la estructura escindible y un miembro sbp del reactivo
sensibilizado en donde el miembro sbp es dirigido contra el sitio antigénico y epitdpico. Un miembro sbp para el sitio
antigénico o epitdpico puede estar presente en el agente sensibilizador por enlace covalente tal como mediante enlace
covalente al miembro sbp al agente sensibilizador. Por otro lado, el enlace al miembro sbp de la estructura escindible al
agente sensibilizador puede ser lograda por el uso de un par de miembros sbp diferentes tales como, por ejemplo, un
anticuerpo dirigido al sitio epitopico de la estructura escindible enlazada a la biotina en donde el agente sensibilizador
comprende un asociado enlazante a la biotina tal como antibiético o estreptavidina.

El agente sensibilizador puede ser cualquier estructura que por activacion produce un producto que activa la
composicion quimioluminiscente, la cual a su vez genera una sefal detectable.

En muchas realizaciones el sensibilizador es capaz de generar oxigeno singlete por activacién. En muchas
realizaciones el sensibilizador es un fotosensibilizador por generacion de un oxigeno singlete o usualmente por
excitacion con la luz. El fotosensibilizador incluye aquellas entidades que pueden ser fotoactivadas (por ejemplo,
colorantes y compuestos aromaticos) o quimioactivados (por ejemplo enzimas y sales metalicas). El fotosensibilizador
deberia absorber luz en el rango de longitud de onda de aproximadamente 200 a aproximadamente 1000nm o
aproximadamente 300 a aproximadamente 1000nm o aproximadamente 450 a aproximadamente 950nm con un
coeficiente de extincion en su maxima observancia mayor que aproximadamente 500 M'cm™, o al menos
aproximadamente a 5000 M'cmo al menos aproximadamente 50,000 M'em™ en la longitud de onda de excitacion.
Los fotosensibilizadores que son excitados por la luz seran relativamente fotoestables y no reaccionaran eficientemente
con oxigeno singlete.

Varios aspectos estructurales estan presentes en la mayor parte de fotosensibilizadores Utiles. La mayoria de los
fotosensibilizadores que son excitados por la luz tienen al menos 1, o frecuentemente tres o mas enlaces dobles o
triples enlaces conjugados mantenidos frecuentemente en una estructura aromatica rigida. Esto puede contener al
menos un grupo que acelere el cruzamiento intersistema tal como un grupo carbonilo o imina o un atomo pesado
seleccionado de las filas 3-6 de la tabla periddica, especialmente yodo o bromo, o esto podria estar extendido a las
estructuras aromaticas. Los fotosensibilizadores tipicos incluyen acetona, benzofenona, 9- tioxantona, eosina, 9,10-
dibromoantraceno, azul de metileno, metalo-porfirinas, tales como hematoporfirina, ftalocianinas, clorofilas, rosa de
bengala, buckminsterfulereno, etc, y derivados de estos compuestos que tienen sustituyentes para hacer tales
compuestos mas liopofilicos 0 mas hidrofilicos y/o como grupos enlazantes para unirse, por ejemplo, a un miembro sbp.
Ejemplos de otros fotosensibilizadores que podrian ser utilizados son aquellos definidos en la patente de los Estados
Unidos No 5, 340,716 y 6, 153,442.

El agente quimioluminiscente comprende un compuesto que sufre una reaccion quimica por excitacién directa o
sensibilizada por luz o por reacciéon con oxigeno singlete o por activacién quimica para formar un producto de reaccion
metaestable que es capaz de descomponerse con emision simultanea o subsecuente de luz, usualmente dentro del
rango de longitud de onda de aproximadamente 250 a aproximadamente 1200 nm. En algunas realizaciones la
composicion quimioluminiscente comprende una sustancia que reacciona con oxigeno singlete para formar dioxietanos
o dioxietanonas. Estas ultimas son usualmente olefinas ricas en electrones. Ejemplo de tales olefinas ricas en
electrones son éteres enaminas, 9-alquiliden-N-alquilacridanos, arilviniléteres, dioxenos, arilimidazoles, 9-alquilidene-
xantanos, 2,3-dihydro-1,4-phthalazinediones, 2, 4,5-trifenil-imidazol, y similares. Otros compuestos incluyen luminol y
otras ftalhidrazidas y compuestos quimioluminiscentes que estan protegidos de sufrir una reacciéon quimioluminiscente
en virtud de estar protegidos por un grupo protector labil fotoquimico, tales compuestos incluyen, por ejemplo, luciferina
de luciérnaga, acuaforina, y similares.

Los compuestos quimioluminiscentes preferiblemente emiten una longitud de onda por encima de 300 nm,
preferiblemente por encima de 500 nm y mas preferiblemente por encima de 550 nm. Compuestos que absorben y
emiten luz a longitudes de onda mas alla de la regidon en donde los componentes de la muestra contribuyen
significativamente a la absorcién son de uso particular en realizaciones de los presentes métodos. Las olefinas ricas en
electrones generalmente tienen un grupo donante de electrones en conjugacién con la olefina. Las olefinas mas
preferidas son aquellas como un dioxietano que cae rapidamente a temperatura ambiente (menos de 60 minutos,
preferiblemente menos de 5 minutos, deseables menos de 30 seg). Los doxietanos pueden ser luminiscentes solos o en
conjuncién con un aceptor de energia fluorescente.

Otros compuestos quimioluminiscentes incluyen fruoréforos tales como, por ejemplo, rodaminas, bromuro de etidio, 5-
dimetilamino-1-naftalenesulfonilo, quelatos de europio (Eu) con el agente 3-(2-tienoil)-1, 1,1-trifluoroacetona (TTA) (Eu
(TTA) 3) o quelatos de rutenio (Ru) con el agente 2,2'-dipiridilo (byp) (Ru (bpy)3). Ejemplo de otros compuestos
quimioluminiscentes son aquellos definidos en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5, 340,716 and 6, 153,442.

En muchas realizaciones el agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador estan cada uno asociado con un
soporte. Como se usa aqui la frase, "asociado con" incluye enlaces covalentes de una estructura a otra estructura ya
sea por un enlace directo o a través de un grupo enlazante, enlace no covalente de una estructura a otra estructura ya
sea directamente o por medio de miembros de pares especificos de enlazamiento enlazados a las estructuras,
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incorporacion de una estructura en otra estructura tal como por disolucion de una estructura en otra estructura o por
sintesis recubriendo una estructura en otra estructura y asi sucesivamente.

El soporte puede estar comprendido de un material insoluble en agua organico o inorganico, sélido o fluido, el cual
puede ser transparente o parcialmente transparente. El soporte puede tener cualquiera de un nimero de formas, tal
como en particulas que incluye perlas y particulas, pelicula, membrana, tubo, pozos, bandas, barras, superficies planas
tales como por ejemplo placas y similares. En muchas realizaciones el soporte esta suspendido en el medio en el cual
es empleado. Ejemplo de los soportes suspendidos son materiales poliméricos tales como latex, bicapas lipidicas o
liposomas, aceites en gotas, celdas e hidrogeles, particulas magnéticas y similares. Otras composiciones de soporte
incluyen polimeros, tales como nitrocelulosa, acetato de celulosa, poli (vinil cloruro), poliacrilamida, poliacrilato,
polietileno, polipropileno, poli (4-metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato, poli (etilen tereftalato), nylon, poli(vinyl
butirato), etc; ya sea usado por ellos mismos o en conjuncién con otros materiales.

En algunas realizaciones las particulas son empleadas como soporte. Las particulas pueden tener un didmetro
promedio de al menos aproximadamente 0.02 micrones y no mas de aproximadamente 100 micrones. En algunas
realizaciones, las particulas tienen un diametro promedio desde aproximadamente 0.05 micrones a aproximadamente
20 micrones estd desde aproximadamente 0.02 micrones a aproximadamente 10 micrones. La particula puede ser
organica o inorganica, hinchable o no hinchable, porosa o no porosa, soélida o que contenga un vacio interno,
preferiblemente de una densidad que se aproxima a la del agua, generalmente desde aproximadamente 0.7 g/mL a
aproximadamente 1.5 g/mL, y compuesta de material que puede ser transparente, parcialmente transparente u opaco.
Las particulas pueden ser materiales biolégicos tales como células y microorganismos, por ejemplo, eritrocitos,
leucocitos, linfocitos, hibridomas, estreptococos, estafilococos aureus, E. coli, virus, y similares. Las particulas pueden
también ser particulas comprendidas de polimeros organicos e inorganicos, liposomas, particulas latex, particulas
magnéticas o no magnéticas, vesiculas fosfolipidicas, quilomicrones, lipoproteinas, y similares. En algunas
realizaciones, las particulas, son particulas de latex.

Las particulas de polimero pueden estar formadas por adicién de condensacion de polimeros. Las particulas seran
facilmente dispersables en un medio acuoso y pueden ser adsorbente o funcionalizables de forma que permita la
conjugaciéon con un miembro sbp o un compuesto quimioluminiscente o un compuesto sensibilizador ya sea directa o
indirectamente a través de un grupo enlazante. Las particulas pueden también ser derivadas de materiales de origen
natural, materiales de origen natural que son modificados sintéticamente, y materiales sintéticos. Entre los polimeros
organicos de particulas de interés estan polisacéridos, particularmente polisacaridos entrecruzados tales como
agarosas, la cual es disponibles como sefarosa, dextrano, disponible como Sefadex y Sefacril, celulosa, almidén y
similares; adicién de polimeros tales como poliestireno, polivinil alcohol homopolimeros y copolimeros de derivados de
acrilato y metacrilato, particularmente ésteres y aminas que tienen funcionalidades hidroxilo libres y similares.

Un compuesto quimioluminiscente y/o un compuesto sensibilizador pueden estar asociados con un soporte sélido de
cualquier manera conocida en la técnica. En algunas realizaciones, los compuestos estan disueltos en el soporte sélido
0 en una capa en el soporte sdélido. En algunas realizaciones, el compuesto puede estar recubierto por un enlace
covalente directamente a la fase solida o puede tener capas de uno o mas moléculas trasportadoras tales como poli
"aminoacidos" que incluyen proteinas tales como seroalbuminas o inmunoglobulinas, o polisacaridos (carbohidratos)
tales como, por ejemplo, dextrano o derivados de dextrano o aldehidos o dialdehidos, y asi sucesivamente. Grupos
enlazantes pueden también ser usados para enlazar covalentemente el soporte sdlido y el compuesto. Otros métodos
de enlazamiento de los compuestos son también posibles. Por ejemplo, un soporte sélido puede tener un recubrimiento
de un enlazador para una molécula pequefia tal como, por ejemplo, (estrept)avidina, un anticuerpo, etc, y una molécula
pequena tal como, por ejemplo, biotina, hapteno, etc., puede estar enlazado al compuesto o viceversa. El enlazamiento
de los compuestos a la superficie de un soporte puede ser directo indirecto covalente o no covalente y puede lograrse
por técnicas bien conocidas, cominmente disponibles en la literatura. Véase, por ejemplo, Cuatrecasas, J. Biol. Chem.,
245: 3059 (1970).

Las concentraciones de varios reactivos del sistema de reactivos generalmente seran determinadas por el rango de
concentracion de interés de los componentes de la cascada de coagulacién sanguinea y similar. Sin embargo, la
concentracion final de cada uno de los reactivos normalmente se determina empiricamente para optimizar la
sensibilidad de los ensayos sobre el rango de interés. Esto es, una concentracién de variacion del analito que es de
significado debe proveer una diferencia de sefial medible exacta. Consideraciones tales como la naturaleza de los
agentes que se van a emplear y la naturaleza de los componentes de la cascada de coagulacién sanguinea
normalmente determina la concentracion de varios reactivos.

La funcion de los agentes que se van a emplear es ayudar en el analisis para la actividad del factor de coagulacion
proteolitica, el cual puede estar relacionado con la determinaciéon de la presencia y/o cantidad y/o actividad de uno o
mas componentes de la cascada de coagulacion sanguinea. Como se mencion6 anteriormente, el efecto de la
activacion directa o indirecta del factor de coagulacién proteolitico sobre los agentes se evalia para determinar la
actividad del factor de coagulacion proteolitico, el cual puede estar relacionado con la presencia y/o cantidad y/o
actividad de otro factor de coagulacion proteolitico o un cofactor. Si uno o mas de los componentes de la cascada de
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coagulaciéon sanguinea que influencia la actividad del factor de coagulacion proteolitico no esta presente o0 no es
activado, la escision de la estructura escindible es ya sea inhibida o activada dependiendo de la naturaleza del cofactor
de influencia en la actividad del factor de coagulacién proteolitico. La mezcla de reaccion que contiene la combinacion
comprende el agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador enlazados en diferentes lados del sitio escindido de
la estructura escindible. La sefal obtenida con la muestra desconocida se compara con la obtenida con la muestra
conocida que va a carecer del componente de la cascada de coagulacion sanguinea (control) y la diferencia en la
cantidad de sefal se relaciona con la presencia y/o cantidad y/o actividad del componente en la muestra desconocida.
Para la mayoria la cantidad de sefial del compuesto quimioluminiscente es inversamente proporcional a la actividad de
escision del factor de coagulacioén proteolitico activado.

Después de la adicién de los reactivos de sistema de reactivos a la mezcla de reaccion y después del apropiado periodo
de incubacién segun sea necesario para el escindido del sitio escindido y otros procesos, la mezcla de reaccion es
tratada para energizar el agente sensibilizador. La energizacion del agente sensibilizador depende de la naturaleza del
sensibilizador. La energizacion del agente sensibilizador puede ser por aplicacién de luz, calor, agentes quimicos y asi
sucesivamente. Para un agente sensibilizador que es activado por luz, la mezcla de reaccion se irradiada con luz.

Determinacion de los factores de coagulacién proteolitica o componentes de la cascada de coagulacion sanguinea se
refieren a la deteccién cuantitativa, semicuantitativa y cualitativa de los componentes de la actividad de los
componentes. Los métodos de determinacion de los componentes pueden ser cuantitativos, semicuantitativos y
cualitativos, los términos "deteccion" y “medicion”, asi como otros sindbnimos comunes para medicion son contemplados
dentro del alcance de la presente invencion.

La determinacién de un factor de coagulacion proteolitico de la cascada de coagulacién de sangre involucra la deteccion
de una senal desde la mezcla de reaccién que comprende la combinacién de los reactivos y la muestra antes
mencionada. La presencia y/o cantidad de la sefial estan relacionadas con la presencia y/o cantidad y/o actividad de los
componentes en la muestra. El modo particular de deteccion depende de la naturaleza del sensibilizador y de los
agentes quimioluminiscentes. Como se menciond anteriormente, en muchas realizaciones la cantidad de la sefial del
compuesto quimioluminiscente es inversamente proporcional a la actividad de escision de un factor de coagulacion
proteolitico activado.

El examen para la presencia y/o cantidad de las sefiales incluye la deteccidén de la sefal, la cual es generalmente un
paso en el cual la sefial es leida. La sefial es normalmente leida usando un instrumento, cuya naturaleza depende de la
naturaleza de la sefal. El instrumento puede ser un espectrofotémetro, fluorémetro, espectrometrias de absorcién,
luminédmetro, quimioluminémetro, actindmetro, instrumento fotografico y similar. La presencia y sefial detectada esta
relacionada con la presencia cantidad y actividad de los componentes presentes en la muestra. La temperatura durante
la medicion generalmente estd en el rango desde aproximadamente 10°C a aproximadamente 70°C, o desde
aproximadamente 20°C a aproximadamente 45°C, o aproximadamente 20° C a aproximadamente 25°C. En una
metodologia las curvas estandar se forman usando concentraciones conocidas de los componentes que van a ser
analizados. Como se discutié anteriormente, pueden usarse también calibradores y otros controles.

Cuando se usa un agente fotosensibilizador, el fotosensibilizador sirve para activar el agente quimioluminiscente cuando
se irradiada la mezcla de reaccion contiene los reactivos arriba mencionados. La mezcla de reaccién se irradia con luz
que tiene una longitud de onda de suficiente energia para convertir el fotosensibilizador en un estado excitado y hacer
posible que se active el oxigeno molecular a oxigeno singlete. La concentracion del agente fotosensibilizador puede ser
bajo, aproximadamente 10° a aproximadamente 10" M o menor. Generalmente, para las realizaciones arriba
mencionadas que involucran un agente fotosensibilizador, la mezcla de reaccién se irradia con luz que tiene una
longitud de onda de aproximadamente 300 a 1200 nm, o aproximadamente 450 a aproximadamente 950, o
aproximadamente 550 a aproximadamente 800 nm. La sefial resultante es medida a una longitud de onda de
aproximadamente 550 a aproximadamente 800 nm, aproximadamente 600 a aproximadamente 700 nm, o en algunas
realizaciones a aproximadamente 612 nm. La cantidad de esta sefial se relaciona a la presencia y/o cantidad y/o
actividad de los componentes de la cascada de coagulacién sanguinea en la muestra.

El periodo de irradiacién dependera del tiempo de vida del agente quimioluminiscente activado, de la intensidad de luz y
de la intensidad de emision deseada. Para agentes quimioluminiscentes activados de corta vida, el periodo puede ser
menor de un segundo, usualmente aproximadamente un milisegundo pero podria ser tan corto como un microsegundo
en donde se usa una lampara de destello intenso o laser. Para agentes quimioluminiscentes activados de larga vida, el
periodo de irradiacion puede ser mas largo y menos intenso puede usarse una fuente de luz estable. En general, la
intensidad de la luz integrada sobre el periodo de irradiacién debe ser suficiente para excitar al menos 0,1% de las
moléculas fotosensibilizadoras, preferiblemente al menos 30%, y mas preferiblemente, cada molécula
fotosensibilizadora sera excitada al menos una vez.

La luminiscencia o luz producida en cualquiera de los métodos anteriores puede ser medida visualmente,
fotograficamente, actinométricamente, espectrofotométricamente o por cualquier otro medio conveniente para
determinar la cantidad del mismo, la cual esta relacionada a la cantidad de analito en el medio.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2378599 T3

Una laser helio-nedn es una fuente de luz de bajo coste para excitacion a 632.6 nm. Los fotosensibilizadores que
absorben luz en esta longitud de onda son compatibles con la linea de emisién del laser helio-nedn y son, por lo tanto,
particularmente utiles en los métodos presentes en la cual se emplea el fotosensibilizador. Otras fuentes de luz incluyen,
por ejemplo, otros laser tales como Argdén, YAG, He/Cd, y rubi; fotodiodos, mercurio, sodio y lamparas de vapor de
xenon; lamparas incandescentes tales como tungsteno/halégeno; y lamparas de destello.

Realizaciones especificas para pruebas

Las siguientes realizaciones especificas de los métodos para analizar uno o mas componentes de la cascada de
coagulacién sanguinea son provistas para propdsitos de ilustracion y no limitacion.

En una realizacion del presente método (refiriéndose a la Figura 1), la estructura escindible es un péptido que contienen
un epitopo en un extremo y una molécula de biotina (B) en el otro extremo. El péptido contiene un sitio escindido para
una de las serina proteasas entre los factores de coagulacién. El péptido se incuba con una muestra de un paciente, la
cual es una muestra de sangre o muestra de plasma. (El péptido puede también estar directamente conjugado al agente
quimioluminiscente, en cuyo caso no se requiere el par no epitdpico enlazante). La coagulacion es entonces disparada
por activadores de las rutas extrinseca o intrinseca o factores individuales (por ejemplo, Batroxobin). Un factor de
coagulacién que es ya sea directa o indirectamente activado puede entonces escindir el péptido. Después de la
escision, se adiciona un agente quimioluminiscente si el péptido no estd directamente conjugado al algente
quimioluminiscente. El agente quimioluminiscente es una particula en la cual se disuelve un compuesto
quimioluminiscente (Chemibead); la superficie que esta recubierta con un anticuerpo con un epitopo del péptido el cual
esta localizado en un lado del sitio escindido. El agente sensibilizador se adiciona al medio. El agente sensibilizador es
una particula en la cual se disuelve un foto-
sensibilizador y la superficie a la cual esta unido un asociado enlazante, tal como estreptavidina, para la marca de
biotina ( B) del péptido el cual esta localizado al lado opuesto del sitio escindido. EI medio se irradia a 680 nm para
energizar el fotosensibilizador. La sefial resultante es inversamente proporcional a la actividad del factor de coagulacion
respectivo porque una sefal fuerte (agente quimioluminiscente y agente fotosensibilizador estan en una proximidad
cercana) indica que el péptido no esta escindido, indicando aqui la ausencia de un factor activado, en donde una sefal
débil (agente quimioluminiscente y agente fotosensibilizador no estan en proximidad cercana) indica que el péptido esta
escindido indicando aqui la presencia o actividad de un factor de coagulacion proteolitico activado. La sefal se
determina ya sea por concentracién o actividad bioquimica del factor mismo (si el factor es activado directamente) o si
las concentraciones de las actividades bioquimicas de uno o mas componentes que influencian la actividad del factor de
coagulacion proteolitico especifico, esto es factor de coagulacion corriente arriba de la cascada de coagulacion
sanguinea (si la ruta o factor de coagulacion que actua corriente arriba del factor de coagulacion proteolitico especifico
es activado. Las actividades bioquimicas de los factores de coagulacién de la cascada de coagulacién sanguinea
pueden ser influenciadas por alteraciones genéticas, inhibiciones de sintesis adquiridas, agentes terapéuticos,
anticuerpos inhibitorios, defectos en cofactores requeridos y asi sucesivamente, lo cual lleva al método descrito a ser
usado tanto para diagnosis como para monitorizacion de terapia. En una realizacion preferida del presente método, la
actividad del factor de coagulaciéon proteolitico activado es indicativa de la presencia y/o cantidad de uno o mas
anticoagulantes terapéuticos en una muestra de un paciente. EI método presente lleva por ejemplo a la determinacion
de los inhibidores de trombina directa, tales como, por ejemplo, hirudina, argatroban o melagatran por combinacién de
una muestra de un paciente con un agente de activacion el cual activa la protrombina, como por ejemplo Ecarina y con
una estructura escindida. Cuya escision puede estar relacionada con la actividad de un producto proteoliticamente
activo o protrombina activada, tal como meizotrombina o trombina. Si un inhibidor directo de trombina esta presente en
la muestra, se inhibe la actividad de un producto activado proteoliticamente de protrombina activada y se reduce la
escision de la estructura escindida.

En otra realizacion del presente método, pueden determinarse la actividad tanto de la serina proteasa y no serina
proteasa como los factores de coagulacion. El péptido (por ejemplo, con un Factor Xa o sitio ascendido especifico
trombina) es correspondiente a una serina proteasa que esta corriente abajo (en la cascada de coagulacién sanguinea)
si el factor de coagulacion que es cuantificado en la ruta respectiva. El péptido es primero incubado con un plasma o
una muestra de sangre completa que es deficiente en el factor de coagulacién el cual va a ser cuantificado, mas la
muestra del paciente que contiene una cantidad desconocida de un factor de coagulacion que va a ser cuantificado. La
coagulaciéon es entonces disparada por activadores de las rutas extrinseca o intrinseca, o un factor individual (por
ejemplo Veneno de Vibora Russel, RVV). La ruta de coagulacion respectiva puede ser solamente activada si el factor de
coagulaciéon que va a ser cuantificado esta presente en la muestra del paciente, y la cantidad de activacion es
directamente proporcional a la actividad bioquimica del factor de coagulacién respectivo de la muestra del paciente.
Después de la escision del péptido, se adiciona Chemibeads (como se describié anteriormente) recubierto con un
anticuerpo contra el epitopo del péptido, si los péptidos reportados no son directamente conjugados al Chemibeads. Se
adicionan subsecuentemente Sensibeads (como se describié anteriormente) si no se adiciona directamente al
Chemibeads y el medio se irradia con luz a una longitud de onda de 680 nm. La sefial resultante es medida y

relacionada con el factor de coagulacién que va a ser cuantificado.

Pruebas de diagnéstico iniciales de pacientes de los cuales se sospechan desoérdenes de sangrado es usualmente
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llevado a cabo con la llamada prueba de coagulacién global, de aPTT Y de PT. Ademas, estas pruebas son también
usadas para monitorizacién de terapias anticoagulantes. Mientas que el aPTT es principalmente usado para la deteccion
de deficiencias en factores de la ruta intrinseca y para terapia de monitorizacion de terapia de heparina, el PT es usado
para deteccion de deficiencias en factores de la ruta extrinseca y para monitorizacién de terapia de antagonistas de
vitamina K. Tanto el aPTT Y el PT pueden también ser usados para la deteccion de deficiencias en factores individuales
mezclando un plasma que es deficiente en el factor de coagulacion que va a ser cuantificado, mas una muestra de un
paciente que contenga una cantidad desconocida de un factor de coagulacién que va a ser cuantificado. En
concordancia, la realizaciones de los presentes métodos pueden ser empleadas para determinar la disminucién de las
sefiales como una consecuencia de la cascada de coagulacion respectiva, la cual puede estar relacionada al tiempo de
formacién de coagulo que es usado por los métodos clasicos de a PTT Y PT.

En la reaccién de aPTT conocida, la coagulacion se inicia en un plasma de una muestra de paciente por activaciéon de
una ruta intrinseca, esto es, por adicion de una mezcla de un activador de contacto tal como acido elagico o caolin e
iones fosfolipidos y calcio. Subsecuentemente, se determina el tiempo hasta que la trombina que es generada ha
convertido suficiente fibrindgeno a un coagulo de fibrina visible. Este método conocido es un método de deteccion
insensible relativamente que también requiere altos volimenes de muestra. El presente método evita estas deficiencias
del método conocido. En algunas realizaciones de los presentes métodos, la molécula de fibrindgeno informadora del
método aPTT conocida se remplaza por fragmentos de péptido trombina-sensible derivada de un sustrato de trombina
natural tales como Factor lll, y se detecta un péptido escindido empleando un sistema de detecciéon que comprende un
agente quimioluminiscente y un agente sensibilizador. En otras realizaciones de los presentes métodos, un sustrato que
ocurre naturalmente de un factor de coagulaciéon proteolitico especifico, por ejemplo un sustrato de trombina tal como
Factor Il el cual estd contenido en la muestra del paciente, se usa como la estructura escindible y escindida del sustrato
de origen natural se detecta empleando un sistema de deteccién que comprende un agente quimioluminiscente y un
agente sensibilizador en donde el agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador son capaces de enlazarse en
diferentes lados del sitio escindido del sustrato de ocurrencia natural tal como un Factor XIII.

En algunas realizaciones el agente de activacion se usa para activar directamente un factor de coagulacion proteolitico
especifico, la estructura escindible tiene un sitio escindido que es escindible por el factor de coagulacion proteolitico
especifico y se determina la actividad del factor de coagulacidon proteolitico especifico. En algunas realizaciones el
agente de activacion se usa para activar la cascada de coagulacion sanguinea como una parte del mismo. La estructura
escindible tiene un sitio escindido que es escindible por un factor de coagulacién proteolitico corriente abajo de la
cascada de coagulacién sanguinea y se determina la actividad de uno o mas factores de coagulacién sanguinea que
estan corriente arriba del factor de coagulacion proteolitico corriente abajo. En algunas realizaciones la estructura
escindible tiene un sitio escindido que es escindible por el factor de coagulacion proteolitico corriente abajo de la
cascada de coagulacion sanguinea, la muestra se suspende si contiene un factor de coagulacion especifico que es
corriente arriba del factor de coagulacion proteolitico corriente abajo, la combinacion adicional comprende una muestra
conocida que es deficiente para el factor de coagulacién especifico, y la actividad del factor de coagulaciéon especifico
se determina por determinacién de la actividad del factor de coagulacién proteolitico corriente abajo.

Los reactivos para conducir un método particular en concordancia con las presentes realizaciones pueden estar
presentes en un kit Gtil para comportamiento conveniente en pruebas para analizar el factor de coagulacién proteolitico
de una cascada de coagulacion sanguinea. En una realizacion un kit comprende un paquete de combinacion (a) un
agente de activacion para activacion directa o indirectamente un factor de coagulacién proteolitico de la cascada de
coagulaciéon sanguinea, (b) un agente quimioluminiscente, (c) un agente sensibilizador (d) una estructura escindible la
cual tiene un sitio escindido que es escindible por un factor de coagulacién proteolitico activado y el cual tiene medios
para enlazar el agente quimioluminiscente y medios para enlazar el agente sensibilizador. El agente puede suministrar
una entidad separada o reactivos conjugados tales como, por ejemplo, un reactivo en donde el agente
quimioluminiscente esta unido a la estructura escindible. Los reactivos pueden cada uno estar separados en
contenedores, o diferentes reactivos pueden estar combinados en uno o mas contenedores dependiendo de la
reactividad cruzada y la estabilidad de los reactivos. Este kit puede adicionalmente incluir otros reactivos empacados
separadamente para ejecutar un método particular.

Las cantidades relativas de diversos reactivos en los kits pueden ser variadas ampliamente para suministrar
concentraciones de reactivos que sustancialmente optimizan las reacciones que se necesita que ocurran durante el
presente método y adicionalmente optimizar sustancialmente la sensibilidad del ensayo. Bajo circunstancias apropiadas
uno o mas de los reactivos en el kit pueden ser suministrados como un polvo seco, usualmente liofilizado, incluyendo
excipientes, los cuales en disolucién suministraran un reactivo en solucién que tiene concentraciones apropiadas para
llevar a cabo métodos o pruebas en concordancia con la presente invencion. El kit puede adicionalmente incluir una
descripcién escrita de un método en concordancia con la presente invenciéon como se describid anteriormente.

Como se menciond anteriormente, otra realizacion de la presente invencién es un método para definir una propiedad de
activacion inhibicion o propiedad inhibitoria de una sustancia en uno o mas factores de coagulacion proteoliticos de una
cascada de coagulaciéon sanguinea. Una combinacién es suministrada en una mezcla de reaccion. La combinacion
comprende una muestra que contiene uno o mas factores de coagulacion proteolitica de la cascada de coagulacion
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sanguinea, y la sustancia que va a ser probada. El efecto de la combinacién en un sistema de reactivos comprende una
estructura escindible que es evaluada. La estructura escindible tiene un sitio escindido que es escindible por un factor
de coagulacion proteolitico de la cascada de coagulacion sanguinea y la estructura escindibles esta o llega a estar
enlazada al agente quimioluminiscente y agente sensibilizador. El agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador
estan relacionados en que, cuando en proximidad cercana, la energizacion del agente sensibilizador resulta en la
energizacion del agente quimioluminiscente. El efecto se relaciona en la activacién o propiedad inhibitoria de la
sustancia en uno o mas factores de coagulacion proteolitica de la cascada de coagulacion sanguinea en donde el
efecto esta exento de la escision de la estructura escindible. El método anterior puede ser llevado a cabo de una
manera similar a la que se describe anteriormente para el analisis de la actividad de un factor de coagulacion
proteolitico que incluye todas las variaciones discutidas anteriormente.

La sustancia que va a ser probada en cuanto a activacién o inhibicidon del factor de coagulacién proteolitico puede ser
una sustancia sintética o una sustancia de ocurrencia natural o una sustancia de ocurrencia natural modificada
sintéticamente. La sustancia puede ser una trombina molecular pequefa tal como, por ejemplo, Dabigatran o
Argotraban, una heparina o derivados de heparina tales como fondaparinux, un Factor Xa inhibidor tales como por
ejemplo, Danaparoid, una hirudina o derivados de la misma, un veneno de serpiente, un inhibidor fisiolégico tal como
por ejemplo, antitrombina Ill, o un inhibidor de estearasa C1, un compuesto activo farmacéuticamente y derivados del
mismos, tPA o estreptasa, un factor de plasma concentrado tales como por ejemplo complejos de protrombina o
concentrado de Factor VII, una enzima, una proteina, un anticuerpo inhibidor, un ién y asi sucesivamente.

Los siguientes ejemplos describen adicionalmente las realizaciones especificas de los presentes métodos por medio de
la ilustracién y no limitacién y su intencién es describir y no limitar el alcance de los presentes métodos. Las partes y
porcentajes descritos aqui son por volumen al menos que se indique otra cosa.

Ejemplos

Todos los productos quimicos fueron adquiridos en la compafiia Sigma-Aldrich (St. Louis MO) al menos que se anote
otra cosa.

Los siguientes péptidos fueron sintetizados por medio de quimica estandar Fmoc. La estructura escindible comprende
un péptido, el cual consistia de una secuencia BANDERA DYKDDDDK vy los terminales N- y las secuencia sensible a la
trombina derivadas del factor humano Factor Xlll, KLVPRGF, y residuos del terminal C de Glicina unidos a la biotina por
medio de un grupo espaciador como se indica mas abajo. La secuencia entera fue DYKDDDDKLVPRGFG-NHCH2 -
CH2 -NH-Biotina.

El agente quimioluminiscente fue un reactivo particula referido aqui como Chemibead el cual se preparé de una manera
similar al método descrito en la patente de los Estados Unidos No 6, 153,442 y Publicacion de la Solicitud de Patente de
los Estados Unidos No 20050118727A. EI Chemibead comprende una lamina inerte de aminodextrano y una lamina
externa dexsal que tienen funcionalidades de aldehido libre. El dexal es un aldehido dextrano; véase por ejemplo la
patente de los Estados Unidos Nos. 5, 929, 049 y 7, 172, 906. La reaccién se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 0 a 40°C, por un periodo de aproximadamente 16 a aproximadamente 64 horas con un pH de
aproximadamente 5.5 a aproximadamente 7.0, o aproximadamente 6, en un regulador de medio acuoso que emplea un
regulador apropiado tal como, por ejemplo MES o similares. La reaccion se detuvo por adicion de una agente de
deteccién apropiado tal como, por ejemplo carboximetoxioxima (CMO), o similares y subsecuentes en lavados de las
particulas. El compuesto quimioluminiscente fue 2-(4-(N,N, di-tetradecilo)-anilino-3-fenil tioxeno.

EL reactivo Chemibeads conjugado al anticuerpo monoclonal antibandera M2 (Sigma, St. Louis) (referido aqui como
reactivo Chemibead) fue manufacturado de acuerdo al siguiente procedimiento. El anticuerpo se dializé en un regulador
(300 mM NacCl, 10 mM fosfato, pH 7.0) usando una columna G25. Subsecuentemente se adiciond el surfactante
TWEEN 20® en una concentracion de 0.05%, y se concentrd el anticuerpo en un concentrador de celda de agitacion a
20 mg/mL. Se adicionaron entonces 2 mg de anticuerpo a 20mg del reactivo Chemibeads y se establecié un enlace
covalente por adicion de 25 mg/mL NaCNBH3.

Después de un paso de incubacién y de intercambio de la reaccion, el Chemibeads conjugado se purificd utilizando
diafiltracién y se almacen6 en 50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% TRITON® X405 al 0.1%, 1 mg/mL
BSA, 0.15% PROCLIN® 300, 0.1 mg/mL de sulfato de neomicina, pH 8.0.

El agente sensibilizador fue un reactivo en particula referido aqui como un agente Sensibead el cual se prepar6 usando
un método analogo al descrito en la patente de los Estados Unidos No. 6, 153, 442 y en la Publicacién de la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos No 20050118727A. El fotosensibilizador fue bis-(trihexilo)-silicio-t-butil-ftalocianina.

Ejemplo 1
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El péptido sensible a la trombina como se describidé anteriormente se disolvié en agua a 0-1000 ng/mL. El reactivo
Chemibead se diluyé en 100 ug/mL, el reactivo Sensibeat en 500 ug/mL en un regulador que contenia 50 mM HEPES,
300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 % TRITON® X405, 1 mg/mL BSA, 0.15% PROCLIN®300, 0.1 mg/mL sulfato de
neomicina, pH 8.0. Se usaron y prepararon dr acuerdo a las instrucciones del fabricante Plasma humano estandar
(SHP) y un factor deficiente en plasmas de Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH (Marburg, Alemania). Las
muestras de plasma se diluyeron principalmente en NaCl al 0.9 % inmediatamente antes del experimento. El factor de
tejido recombinante con base en agua de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En algunos experimentos, se
adicionaron 3 mg/mL del péptido inhibidor del coagulo (Bachem, Bubendorf, Suiza) al reactivo INNOVIN®.

Para la prueba, se combinaron e incubaron 10 ul de muestra de plasma 10 ul de péptido y 10 ul de INNOVIN®a durante
7 minutos a 37°C. Se adicionaron 10ul del reactivo Chemibead seguido por un periodo de incubaciéon de 3 minutos a
37°C. Subsecuentemente se adicionaron 10ml del reactivo Sensibead y la reaccidén se incubd por otros 6 minutos a
37°C. El contenedor de la reaccién se llend con agua destilada a 250 ml y se iluminé a 680 nm. La sefal
quimioluminiscente se midié por 100 ms a 612 nm usando un fotodetector de una plataforma comercial (DIMENSION
VISTA®, adquirido a Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Deerfield, lllinois).

En un primer paso de los experimentos, se determind la concentracion éptima del péptido. Se probaron varias
concentraciones (véase Tabla donde las sefiales estan en conteo k.) En linea con el concepto del presente método, se
observo ya un fuerte descenso en la sefial (= actividad de la ruta extrinseca) con respecto al control llevado a cabo con
NaCl al 0.9 % al probar tan poco como 1 % SHP (= 0.1 ul plasma). Aunque la sensibilidad de la prueba fue la mas alta
cuando se usaron 125 ng/mL de péptido, 1000 ng/mL de péptido dieron la sefal global mas fuerte y fue usado para
pruebas subsiguientes. Una representacion grafica de los datos se muestra en la figura 2.

SHP % 1000 ng/ml 500 ng/ml 250 ng/mi 125 ng/ml
0 2981 1311 475 78
0.01 3053 1387 476 85
0.05 3026 1401 447 82
0.1 3025 1399 475 88
0.5 3063 1357 460 85
1 2939 1348 429 74
5 2199 841 197 31
10 1372 372 61 11
50 9 4 2 2
100 3 4 2 2

Para probar si el descenso dependiente de SHP en sefial se caus6 por la activacion de una ruta extrinseca, un
experimento de control se llevd a cabo en el cual un componente individual fue dejado fuera. Estas pruebas
demostraron que la disminucién en la sefal fue dependiente tanto en el SHP (que contiene componentes de la ruta
extrinseca y del INOBINR (es un activador de la ruta intrinseca), y la sefal fue dependiente del péptido (véase tabla 2),
las sefales estan en conteos k. El coagulo inhibidor del péptido no se requirié necesariamente, indicando que la
coagulacion de la muestra de plasma diluido no ocurrié o no influencié la sefial de reaccion.
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Controles SHP % 1000 ng/ml 500 ng/ml
NaCl 3007 1346
+Innovin+Coagulo inhibidor 1 3015- 1319
10 1532 361
100 4 3
NaCl 3996 2323
-Innovin+Coagulo inhibidor 1 4006 2338
10 3921 2238
100 3432 1910
NaCl 3374 1656
+Innovin-Coagulo inhibidor 1 3337 1574
10 416 50
100 8 5
NaCl 4
No péptido 1 3 —
10 2
100 2

La siguiente prueba determina que la disminucion en sefial del sistema de prueba puede ser usada para detectar
deficiencias de coagulacion en la ruta extrinseca. Deficiencias en factores VII, X o protrombina respectivamente en
muestras de plasma llevan a reducir el escindido del péptido sensible a la trombina cuando se compara al SHP. El cual
contiene todos los factores de la ruta extrinseca. En contraste, la deficiencia en Factor VIII o IX, ambos constituyentes
de la ruta intrinseca, tiene poco o ningun impacto en el péptido escindido.

Como se muestra en la figura 3, el dato experimental obtenido con 1:5 diluciones de plasma confirmado anteriormente.
En comparacion el control de reaccién con SHP, la sefial fue mayor cuando se probé la muestra de plasma deficiente en
Factores VII, X o protrombina, respectivamente. En contraste, las muestras de plasma deficientes en factores VIl o IX,
los cuales no son componentes de la ruta extrinseca, mostraron un nivel de sefial comparable al SHP. Este dato
muestra que el sistema de prueba puede ser usado como una prueba de coagulacion global (barrido) para detectar una
deficiencia en los factores de la ruta extrinseca. En contraste una reaccién PT clasica, se requiri6 menos que 1/10 del
volumen de la muestra, lo cual reduce los problemas asociados con volimenes altos de muestra (muestras HIL,
consumo de muestras altas, las cuales no permiten pruebas de sangre entera)

Ejemplo 2

El Péptido sensible a la trombina, se preparé tal como se describié anteriormente se disolvié en agua a 0-1000 ng/mL.
El reactivo Chemibead se diluyé en 100 pg. El reactivo Sensibeat se disolvio en 500 mg/mL en un regulador que
contiene 50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 % Triton X® 405, 1 mg/mL BSA, 0.15 % Proclin® 300, 0.1
mg/mL  sulfato de neomicina, pH 8.0. Estandar de PlasmaH (SHP) y factor deficiente en plasma de Siemens
Healthcare-Diagnostics Products GmbH se usé y prepard de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras de
plasma se diluyeron manualmente en NaCl al 0.9 % inmediatamente antes del experimento. El reactivo de aPTT
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Pathromtin SL® (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH) que contiene fosfolipidos y activadores de didxido
de silicio se prepararon de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se complementé con 3 mg/mL péptido inhibidor
del Coagulo (Bachem).

Para la prueba, se combinaron 10 pl de muestra de plasma y 10 yl de Pathromtin SL ® e incubaron por 7 minutos a
37°C. Se adicionaron 10 pyl 50 mM de CaCl2 y 20 pl de anti-bandera-conjugada al reactivo Chemibead, seguido por 3
minutos de incubacion a 37°C. Subsecuentemente se adicionaron 20 ul del reactivo Sensibeat y la reaccion se llevo a
incubacion por otros 6 minutos a 37°C. El recipiente de reaccion fue entonces llenado con agua destilada e iluminado a
680 nm. Se midieron sefiales quimioluminiscente para 100 ms.

En un primer conjunto de experimentos, se determind la concentracion 6ptima del péptido. Se probaron dos
concentraciones (verse tabla 3, sefiales en conteos k). En linea con la presente realizacién, se observé un fuerte
decrecimiento en la sefal (actividad de la ruta extrinseca) relativa al control realizado con NaCl al 0.9 %. La sefial total
mas fuerte dio 1000 ng/mL de péptido y se tomé para pruebas subsecuentes.

SHP % | 1000 ng/mi 100 ng/ml
0 567 39
100 7 1

Los siguientes experimentos mostraron que la disminucion en sefial de esta realizacién en el presente sistema de
prueba puede ser usada para detectar deficiencias en factores de coagulacién en la ruta intrinseca. Factores de
eficiencia VIII, IX, X o Xl o trombina respectivamente en muestras de plasma resultd en un escision reducida del péptido
cuando se comparé al SHP, el cual tiene todos los factores de la ruta extrinseca. En contraste, la deficiencia en el factor
VII tendria poco o ningun impacto en el péptido escindido.

Como se muestra en la Figura 4, los datos experimentales obtenidos con las diluciones de plasma demostraron los
resultados anteriores. En comparacion al control de reacciéon con SHP o un factor VII deficiente en plasma, la sefial fue
mas alta cuando se probaron las muestras de plasma deficientes en factores VI, 1X, X, Xl o trombina, respectivamente,
significando que estos factores son requeridos para escindir el péptido. Esta prueba llevada a cabo detectando la
deficiencia de factores involucrados en la ruta intrinseca.

Para permitir una comparaciéon de los resultados obtenidos por ensayos convencionales de PT Y aPTT para los
resultados del péptido escindido antes mencionado la ratas obtenidas en los ensayos descritos anteriormente en
concordancia con los métodos presentes, el presente ensayo y el ensayo convencional que son llevados a cabo con los
mismos reactivos son calibrados con diluciones de una reserva de plasma normal tal como plasma humano estandar.
Para cada dilucidn, la sefial quimioluminiscente respectiva y el tiempo de coagulaciéon estan correlacionados. De esta
manera, una curva de calibraciéon se genera ya sea cuando los tiempos de coagulaciéon son correlacionados a las
sefales quimioluminiscente. Una muestra desconocida que es medida por uno de las realizaciones de los presentes
métodos, por lo tanto puede ser relacionada al respectivo método convencional.

Ejemplo 3

El péptido sensible a la trombina preparado como se describe anteriormente se disolvié en agua a 1 pg/mL. El reactivo
Chemibead como se describié anteriormente se diluyd a 100 pg/ml, el reactivo Sensibead como se describid
anteriormente se diluyé a 500 pg/ml en un regulador que contiene 50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 %
Triton X® 405, 1 mg/mL BSA, 0.15% de Proclin® 300, 0.1 mg/mL de sulfate de neomicina, pH 8.0 Se us6 y prepard
Plasma Humano Estandar (SHP) de Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. La muestra de plasma se diluyd manualmente en NaCl al 0.9% inmediatamente antes del experimento.
El veneno de serpiente Ecarina se adquirié en Pentapharm (Basilea, Suiza) y se prepard de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los inhibidores directos de trombina hirudina (aquirida en Pharmion como Refludan) y melagatran
(adquirido en Astra Zeneca) se prepararon de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para el método de prueba, se diluyeron 10 yl de muestra de plasmay 10 pl de Ecarina (0,6 - 2 U/mL) se combinaron e
incubaron por 7 minutos a 37°C. Se adicionaron 20ul de anti-bandera-conjugada se incubaron el reactivo Chemibead y
10ul del reactivo Sensibead, y la mezcla de reaccion por otros 6 minutos a 37°C. La mezcla de reaccion fue completada
con agua destilada e iluminada a 680 nm. La sefial quimioluminiscente se midié para 100 ms.
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En un primer paso del experimento, el efecto de adicion de los inhibidores directos de trombina para el Plasma Humano
Estandar sobre la sefial quimioluminiscente se terminé en la prueba definida descrita anteriormente. Las muestras SHP
se sembraron con diferentes cantidades de hirudina o melagatran, y probada como 1: 4 diluciones (diluida con NaCl al
0.9%) en la definicion de la prueba descrita anteriormente. Como se muestra en la Fig. 5, la presencia de
concentraciones terapéuticamente relevantes de melagatran o hirudina llevan a una concentracién dependiente
reducida escindida del péptido que producen sefiales quimioluminiscentes mas altas cuando se compara con una
muestra de SHP sin el inhibidor respectivo. Aqui, este ensayo puede detectar la presencia de inhibidores directos de
trombina.

Para permitir una determinacion cuantitativa de la concentracion de un inhibidor directo de trombina en una muestra de
plasma, el ensayo descrito anteriormente se calibré con diluciones de SHP. La activacion de trombina se llevé a cabo
con heparina diluida a 0,6 U/mL. Una curva de referencia tipica se muestra en la Fig. 6. La actividad de trombina del
SHP no diluido fue definida arbitrariamente como100 %. Las muestras de SHP sembradas con 0,1 pg/mL o 1 pg/mL
hirudina fueron probadas entonces en el mismo conjunto anterior. Las sefiales quimioluminiscentes de las muestras
sembradas fueron entonces comparadas con el valor respectivo de la curva de referencia, por lo cual los valores de
actividad de trombina se asignaron a las muestras sembradas. Las muestras sembradas con 0,1 mg/mL de hirudina, la
cual es una concentracion subterapéutica, se determind con 445 k de conteo los cuales corresponden a una actividad
de trombina residual de 79,5% comparada con 100% de una muestra no sembrada. La muestra sembradas con 0,1
pg/mL de hirudina, la cual es una concentracion terapéuticamente relevante se determiné con 914 k de conteo los
cuales corresponden a una actividad de trombina residual de 32,3% comparada con 100% de una muestra no
sembrada. Aqui, la concentracion del inhibidor de trombina directa, la hirudina pude ser cuantificada por el presente
método.

Aunque la invencion antecedente ha sido descrita en detalle por medio de ilustracion y ejemplos para propodsitos de
claridad y entendimiento, sera facilmente evidente para expertos usualmente en la técnica y a la luz de las técnicas de
esta invenciéon que pueden hacerse cambios y modificaciones en la misma. Adicionalmente, la descripciéon anterior, la
explicaciéon del propdsito, usa especificamente nomenclatura para proveer un entendimiento a través de la invencion.
Sin embargo, sera evidente para un experto en la técnica que no se requieren los detalles especificos para practicar la
invencion. Asi, la descripcidn anterior de las relaciones especificas de la presente invencidn se presenta para propoésitos
de ilustracion y descripcion; no se ha intentado ser exhaustivos o limitar la invencion a formas precisas divulgadas.
Muchas modificaciones y variaciones son posibles en vista de las técnicas anteriores. Las realizaciones fueron
escogidas y descritas para explicar los principios de la invenciéon y sus aplicaciones practicas y por lo tanto otros
expertos en la técnica pueden utilizar la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la actividad de factor de coagulacion proteolitico de la cascada de coagulacién en sangre
de una muestra, comprendiendo el método:

a) suministrar en combinacién en una mezcla de reaccion:
(i) la muestra,

(ii) un agente de activacion para activacion directa o indirecta del factor de coagulacion proteolitico de la cascada de
coagulacion sanguinea.

(iii) una estructura escindible la cual tiene un sitio de escisidon que es escindible por el factor de coagulacion proteolitico
activado y en donde la estructura escindible esta o llega a estar enlazada al agente quimioluminiscente y a un agente
sensibilizador

(iv) un agente quimioluminiscente, y
(v) un agente sensibilizador

en donde el agente quimioluminiscente y el agente sensibilizador estan relacionados en que, cuando estan en cercana
proximidad, la energizacién del agente sensibilizador da como resultado la energizacion del agente quimioluminiscente;

(b) mencion de la sefial quimioluminiscente y relacion de la sefial de la actividad del factor de coagulacion proteolitico de
la cascada de coagulacion sanguinea.

2. El método de la reivindicacion 1 en donde la estructura escindible esta contenida en un reactivo separado el cual es
adicionado a la mezcla de reaccién.

3. El método de la reivindicacion 2 en donde la estructura escindible esta enlazada al agente quimioluminiscente y/o al
agente sensibilizador en el reactivo separado.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 y 3 en donde la estructura escindible comprende un péptido de 3 a
150 unidades de mondmeros de longitud.

5. El método de la reivindicacion 1 en donde la estructura escindible es un sustrato natural del factor de coagulacion
proteolitico el cual esta contenido en la muestra y el cual llega a estar enlazado con el agente quimioluminiscente y con
el agente sensibilizador en la mezcla de reaccion.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde la muestra es sangre entera o plasma.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el agente sensibilizador es un
fotosensibilizador que genera oxigeno singlete sobre la radiacion y oxigeno singlete que energiza el agente
quimioluminiscente.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el agente quimioluminiscente comprende una
particula que tiene asociada con la misma un componente quimioluminiscente.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el agente sensibilizador comprende una
particula que tiene asociado con la mima un compuesto sensibilizador

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde la sefial quimioluminiscente es
universalmente proporcional a la actividad del factor de coagulacion proteolitico activado.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el factor de coagulacion proteolitico se
selecciona del grupo que consiste de Factor Il, Factor VII, Factor IX, Factor X, Factor Xl, Factor Xll y proteina C.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el agente de activacion para activaciéon
directa o indirecta del factor de coagulacién proteolitica se selecciona del grupo que consiste de tromboplastina, Factor
lla, Factor Vlla, Factor 1Xa, Factor Xa, Factor Xla, Factor Xlla, y proteina C activada, veneno de serpiente, fosfolipidos
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cargados negativamente, iones calcio, factores de tejido, silica, caolin, acido elagico y celita.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde la actividad del factor de coagulacién
proteolitico activado es indicativa de la presencia o actividad de uno o0 mas componentes de la muestra que va a ser
analizada que influencia la actividad del factor de coagulacion proteolitico.

14. El método de acuerdo a una de las reivindicaciones precedentes en donde adicionalmente se adiciona a la mezcla
de reaccién plasma o sangre entera la cual es deficiente en un componente individual el cual influencia la actividad del
factor de coagulacion proteolitico por ser determinado y en donde la actividad del factor de coagulacion proteolitico que
va a ser determinado es indicativa del dicho componente unitario en la muestra.

15. El método de acuerdo a la reivindicaciéon 1 en donde la actividad del factor de coagulacion proteolitico activado es
indicativa de la funcionalidad de la ruta intrinseca de la cascada de coagulacién sanguinea.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde la actividad del factor de coagulacion proteolitico activado es
indicativa de la funcionalidad de la ruta extrinseca de la cascada de coagulacién sanguinea.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde la actividad del factor de coagulacion
proteolitico activado es indicativa de la presencia de uno o méas anticoagulantes terapéuticos.

18. Un kit para uso en un método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo el
kit los siguientes componentes:

(a) un agente de activacion para la activacion directa o indirecta del factor de coagulacién proteolitico de la cascada de
coagulacion sanguinea

(b) un agente quimioluminiscente,
(c) un agente sensibilizador, y

(d) una estructura escindible la cual tiene un sitio de escisidon que es escindible por un factor de coagulacion proteolitico
activado y la cual tiene medios para enlazar el agente quimioluminiscente y un agente sensibilizador.

19. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 18 en donde la estructura escindible estd enlazada al agente
quimioluminiscente y/o al agente sensibilizador.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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