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DESCRIPCION
Ensayo de coagulacién heterogéneo.

La presente invencion se encuentra en el campo de la diagnosis de coagulacién y hace rerencia a métodos para
determinar la actividad de factores proteoliticos de coagulacion de sangre.

En la diagnosis de la coagulacion se diferencian los llamados ensayos globales para investigar la funcionalidad de la
cascada de coagulaciéon de sangre y los llamados ensayos individuales para determinar la actividad de factores
individuales de coagulacién de sangre. Tanto para los ensayos globales como también para los ensayos individuales
se conocen diferentes formatos de ensayo. Con respecto al formato de ensayo se diferencian esencialmente
ensayos de coagulacion y ensayos cromogeénicos.

En el ensayo de coagulacion, la muestra del paciente a investigarse que usualmente se componen de plasma se
mezcla con un activador de coagulacién el cual da inicio al proceso de coagulacion. El proceso de la coagulacién
conduce a la formaciéon de un coagulo de fibrina que puede medirse con ayuda de métodos fotométricos. La
velocidad de formacién de fibrina es una medida de la funcionalidad de la cascada de coagulacion de sangre. Para
determinar la actividad de un factor de coagulacién individual en un ensayo de coagulacion, la muestra de paciente a
investigarse se mezcla con un plasma deficiente que proporciona todos los componentes de la cascada de
coagulacién de sangre, excepto el factor de coagulacion de sangre a ensayarse.

En un ensayo cromogénico, la muestra de paciente a investigarse que se compone usualmente de plasma, se
mezcla con un activador de coagulacion y con un sustrato para un factor de coagulacion. Puesto que la mayoria de
factores de coagulacion son serin-endopeptidasas, es decir hidrolasas que pueden disociar enlaces peptidicos,
predominantemente se usan sustratos de péptido que se disocian de modo tan especifico como sea posible por el
factor de coagulacién de sangre a determinarse y que tienen un grupo de sefial detectable. De manera més
preferida se usan grupos de sefial cromogénicos o fluorogénicos disociables que se determinan fotométricamente.
En los documentos de las patentes EP 34122 Al y US 4,508,644 se describe un gran nimero de sustratos de
péptido cromogénicos y su uso en ensayos diagnosticos de coagulacion, por ejemplo para determinar los factores de
coagulacion factor lla (trombina) y Xa. En el documento EP 78764 Al se describe un proceso cromogénico para
determinar el factor de coagulacion Xlla.

En muestras de pacientes también pueden determinarse anticoagulantes que inhiben la actividad de factores de
coagulacién de sangre, principalmente con ayuda de los ensayos cromogénicos. Para este propésito, la muestra de
paciente a examinarse se mezcla con un factor de coagulacién activado y con un sustrato para este factor de
coagulaciéon. Cuanto mas anticoagulante esté contenido en la muestra, mas fuerte se inhibe el factor de coagulacion
activado y menos sustrato se disocia.

Estos métodos conocidos son métodos homogéneos. Los métodos de ensayo homogéneos tienen la ventaja de que
la muestra se mezcla con los reactivos de deteccion para formar una mezcla de ensayo y la reaccion de deteccion
se mide en esta mezcla de ensayo sin necesidad de pasos de separacion adicionales, por ejemplo, para separar el
analito del resto de componentes de muestras. Los métodos de ensayo homogéneos también tienen, sin embargo,
la desventaja que se encuentran presentes sustancias intrinsecas a la muestra durante todo el método de ensayo vy,
como resultado, puede afectar la reaccion de detecciébn o puede interferir con la medicion de la reaccion de
deteccién. Las muestras de paciente pueden contener, por ejemplo en casos individuales, concentraciones
anormalmente altas de una o de varias sustancias intrinsecas, es decir enddgenas, las cuales demuestran ser
interferentes al exceder una concentracion tolerable en métodos de deteccion fotométrica y pueden producir un error
sistematico. Se sabe que los problemas son causados por muestras de suero o plasma hemoliticas, ictéricas y/o
lipémicas, las llamadas muestras HIL que tienen concentraciones altas anémalas de hemoglobina, bilirrubina y/o
triglicéridos. Concentraciones altas andmalas de estas sustancias que interfieren pueden ser causadas por un
estado patoldgico del paciente o sino por obtencién o almacenamiento inapropiados de la muestra.

El objeto fundamental de la presente invencién era proporcionar un método para determinar la actividad de factores
de coagulacion proteoliticos en una muestra el cual fuera menos susceptible de interferencia por parte de una
sustancia perjudicial intrinseca a la muestra.

Este objeto se logra, segun la invencion, por el hecho que el método comprende los siguientes pasos:
a. proporcionar e incubar una mezcla de reaccién que contiene

i. la muestra

ii. un agente para la activacion directa o indirecta del factor de coagulacion proteolitico en la muestra,

iii. un sustrato disociable que presenta al menos un sitio de corte para el factor de coagulacion activado,

iv. una fase sélida a la cual esta enlazada o se enlaza el sustrato disociable durante la incubacién;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2392498 T3

b. Separar la fase solida; y

c. Determinar la cantidad de sustrato enlazado a la fase sélida, no disociado por la incubacién, con un reactivo que
contiene sustancias que interactian de modo especifico con el sustrato no disociado y generan una sefial medible.

La cantidad de sustrato enlazado a la fase sélida, no disociado, tiene una proporcién inversamente proporcional a la
actividad del factor de coagulacién proteolitico a determinarse.

Proporcionar la mezcla de reaccién siempre comprende poner en contacto la muestra, preferentemente una muestra
de sangre o de plasma, con un agente para la activacién directa o indirecta del factor de coagulacion proteolitico a
determinar en la muestra y con una fase sélida. El sustrato disociable que tiene al menos un sitio de corte para el
factor de coagulacién activado puede introducirse a la mezcla de reaccion de modos diferentes:

- El sustrato disociable, por ejemplo un péptido sintético o una proteina purificada, que no esta enlazado a una fase
sélida, puede estar contenido en un reactivo separado que se adiciona a la mezcla de reaccion. La mezcla de
reaccion contiene entonces una fase sélida a la cual se enlaza el sustrato disociable durante la incubacion.

- El sustrato disociable, por ejemplo un péptido sintético o una proteina purificada, ya esta enlazado a la fase sélida y
se pone en contacto, junto con la fase sélida como componentes de la misma, con la muestra y el agente para la
activacion del factor de coagulacion proteolitico.

- El sustrato disociable es un sustrato natural, contenido de manera natural en la muestra, para el factor de
coagulacién activado y de esta manera se introduce a la mezcla de reaccion como componente del material de
muestra con la muestra. La mezcla de reaccién contiene entonces una fase sélida a la cual se enlaza el sustrato
disociable natural durante la incubacion.

Los sustratos disociables que tienen al menos un sitio de corte para un factor de coagulacién activado son bastante
conocidos para el experto en la materia. Un sustrato disociable puede ser una molécula sintética, producida de modo
recombinante o por biotecnologia o puede ser una molécula natural que se descompone en dos productos de
disociacién por accion del factor de coagulacion activado. Un sustrato disociable puede componerse total o
parcialmente de un péptido. Este comprende preferiblemente una fraccion de péptido al menos en la region del sitio
de corte. La fraccion de péptido de un sustrato disociable se compone preferiblemente de 3 hasta cerca de 150
residuos de aminoécidos.

En otra forma de realizacion, el sustrato disociable puede componerse de una proteina completa o de un fragmento
de proteina. Un sustrato disociable también puede ser un sustrato natural de un factor de coagulacion activado. Un
ejemplo de un sustrato disociable natural es factor V, el cual tiene sitios de corte para proteina activada C, factor Xa,
factor lla (trombina) y plasmina. Otro ejemplo es fibrinbgeno que tiene sitios de corte para factor Ila (trombina). Un
ejemplo méas es factor Il (protrombina), que tiene sitios de corte para factor lla (trombina), factor Xa y diversos
venenos de serpientes como, por ejemplo, ecarina o textarina.

En una forma de realizacion del método de la invencion, el sustrato disociable, que tiene al menos un sitio de corte
para el factor de coagulacion, esta enlazado a una fase soélida.

El término "enlazado" puede entenderse de manera amplia y comprende, por ejemplo, un enlace covalente y uno no
covalente, un enlace directo y uno indirecto, la adsorcién a una superficie y la inclusién en una cavidad o un espacio
hueco, etc. en el caso de un enlace covalente, el sustrato disociable esta enlazado mediante un enlace quimico a la
fase sdlida. Ejemplos de un enlace no covalente son la adsorcidn a una superficie, la inclusion a espacios huecos o
el enlace de dos participantes de enlace especificos. Ademéas de un enlace directo a la fase sodlida, el sustrato
disociable también puede estar enlazado indirectamente a la fase s6lida mediante interaccion especifica con otros
participantes de enlace.

En una forma de realizacion preferida, el sustrato disociable tiene un primer participante de enlace A de un primer
par de enlace A/B, y la fase sélida tiene el participante de enlace B, y el sustrato estd enlazado mediante enlace del
participante de enlace Ay B a la fase solida.

En otra forma de realizacion del método de la invencién el sustrato disociable, que tiene al menos un sitio de corte
para el factor de coagulacion activado, se enlaza a la fase soélida durante la incubacion de la mezcla de reaccion.
Para esto, el sustrato disociable tiene un primer participante de enlace A de un primer par de enlace A/B, y la fase
sélida tiene el participante de enlace B, y el sustrato se enlaza durante la incubacion de la mezcla de reaccién
mediante el enlace de los participantes de enlace Ay B a la fase solida.

Los pares de enlace A/B adecuados son, ante todo, combinaciones de antigeno/anticuerpo, en cuyo caso el
participante de enlace A es un epitope antigénico del sustrato disociable. El epitope antigénico puede ser un epitope
de secuencia o de estructura natural de una proteina natural o de un fragmento de proteina, principalmente cuando
en calidad de sustrato disociable se usa un sustrato natural contenido en la muestra. El epitope antigénico también
puede ser un epitope de secuencia o de estructura heterélogo de un sustrato disociable modificado. Ejemplos de
epitopes de secuencia o de estructura heterdlogos son FLAG-, o HIS- o fluoresceina-Tags, que se usan
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principalmente para marcar péptidos o proteinas. El participante de enlace B enlazado a la fase sélida puede
seleccionarse de tal modo que el sustrato disociable puede enlazarse de modo especifico. El participante de enlace
B se compone preferentemente de un anticuerpo o de un fragmento del mismo que forma un antigeno. Pares de
enlace A/B particularmente preferidos son FLAG-Tag/anti-FLAG-Tag-anticuerpo, HIS-Tag/anti-HIS-Tag-anticuerpo y
fluoresceina/anti-fluoresceina-anticuerpo.

En otra forma de realizacion del método de la invencion, el sustrato disociable tiene un primer participante de enlace
X de un segundo par de enlace X/Y, el cual interactia con el segundo participante de enlace Y del segundo par de
enlace X/Y y en tal caso el segundo participante de enlace Y se asocia con un componente de un sistema formador
de sefial. De esta manera el sustrato no disociado puede detectarse. El participante de enlace X esta dispuesto en
una region del sustrato que esta separada de la region del sustrato que esta enlazada a la fase sélida, siempre que
el sustrato esta disociado por el factor de coagulacién proteolitico activado.

Pares de enlace adecuados X/Y son, por ejemplo, combinaciones antigeno/anticuerpo, en cuyo caso el participante
de enlace X es un epitope antigénico del sustrato disociable. El epitope antigénico puede ser un epitope de
secuencia o de estructura natural de una proteina natural o de fragmento de proteina, principalmente cuando como
sustrato disociable se usa un sustrato natural contenido en la muestra. El epitope antigénico también puede ser un
epitope de secuencia o de estructura heterdlogo de un sustrato disociable modificado. Ejemplos de epitopes de
secuencia o de estructura heterélogos son FLAG o HIS o fluoresceina-tags (etiquetas), que se usan principalmente
para la marcacion de péptidos o de proteinas. Otros pares de enlace adecuados X/Y son por ejemplo biotina/avidina
y biotina/estreptavidina.

El segundo participante de enlace Y esta asociado con un componente de un sistema formador de sefial.

Un "sistema formador de sefial" puede ser uno o varios componentes, en cuyo caso el componente es una etiqueta
detectable. Una etiqueta puede entenderse como cualquier molécula que produce por si misma una sefial o que
puede inducir la produccion de una sefal tal como, por ejemplo, una sustancia fluorescente. Una sustancia
radioactiva, una enzima o una sustancia quimioluminiscente. La sefial puede detectarse o medirse, por ejemplo,
mediante la actividad enzimatica, de la luminiscencia, de la absorcién de luz, de la dispersion de luz, de la radiacion
electromagnética emitida o radioactiva o de una reaccién quimica

Una etiqueta es capaz por si misma de generar una sefial detectable de modo que se necesitan otros componentes.
Muchas moléculas organicas absorben luz ultravioleta y visible, por lo cual estas moléculas pueden llegar a un
estado de energia excitado y la energia absorbida es emitida en forma de luz de otra longitud de onda que la luz de
excitacion. Otras etiquetas como, por ejemplo, isétopos radioactivos o colorantes pueden generar directamente una
sefial detectable.

Para la generacion de sefial, otras etiquetas necesitan otros componentes, es decir el sistema productor de sefial
incluye en un caso tal todos los componentes necesarios para la formacion de sefial como, por ejemplo, sustratos,
coenzimas, quencher (sofocadores), acelerantes, enzimas adicionales, sustancias que reaccionan con productos de
enzima, catalizadores, activadores, cofactores, inhibidores, iones, etc.

Etiquetas adecuadas son, por ejemplo, enzimas, incluidas peroxidasa de rabano picante, fosfatasas alcalinas,
glucosa-6-fosfatodehidrogenasa, alcoholdehidrogenasa, glucosaoxidasa, B-galactosidasa, luciferasa, ureasa y
acetilcolinesterasa; colorantes; sustancias fluorescentes, incluido fluoresceinaisotiocianato, rodamina, ficoeritrina,
ficocianina, etidiobromuro, 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilcloruro y quelatos fluorescentes de tierras raras;
sustancias quimioluminiscentes incluidos luminol, isoluminol, compuestos de acridinio, olefina, éteres endlicos,
enamina, éteres de arilvinilo, dioxeno, arilimidazol, lucigenina, luciferina y aequorina; sensitizer (sensibilizador)
incluyendo eosina, 9,10-dibromoantraceno, azul de metileno, porfirino, ftalocianina, clorofila, rose bengal; coenzimas;
sustratos de enzima; isétopos radioactivos que incluyen 21, ¥, c, *H, 32p, ¥p, s, Sicr, °Fe, 'Co 'y "*Se.

La fase sélida a la que esta enlazado el sustrato disociable o a la que se enlaza durante la incubacion, contiene un
objeto que se compone de material poroso y/o no poroso, por lo regular hidroinsoluble y puede tener las formas mas
diversas como, por ejemplo, formas de recipientes, tubos, placas de microtitulacion, esferas, microparticulas,
barritas, tiras, papel filtro o de cromatografia. Por lo regular la superficie de la fase sélida es hidrofila o puede
hacerse hidréfila. La fase soélida puede componerse de los materiales mas diversos como, por ejemplo, de
materiales inorganicos y/u organicos, hechos de materiales sintéticos, de procedencia natural y/o de procedencia
natural modificada. Ejemplos de materiales de fase sdlida son polimeros como, por ejemplo, celulosa, nitrocelulosa,
acetato de celulosa, polivinilcloruro, poliacrilamida, moléculas de dextrano reticulado, agarosa, poliestireno,
polietileno, polipropileno, polimetacrilato o nailon; ceramica, vidrio, metales, principalmente metales nobles como oro
y plata; magnetita; mezclas o combinaciones de los mismos; etc.

La fase sdlida puede tener un recubrimiento de una o varias capas, por ejemplo de proteinas, carbohidratos,
sustancias lipofilicas, biopolimeros, polimeros organicos o mezclas de los mismos, con el fin de suprimir o de
impedir, por ejemplo, el enlace no especifico de componentes de la muestra a la fase sélida o con el fin de lograr
mejoramientos, por ejemplo, respecto de la estabilidad en suspension de fases sdlidas en forma de particulas, de la
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estabilidad en el almacenamiento, de la estabilidad dimensional o de la resistencia frente a la luz-UV, microbios u
otros agentes con efecto destructor.

Para la activacion directa o indirecta del factor de coagulacion proteolitico en la muestra, usualmente se mezcla la
muestra con un agente que produce una activacion directa o indirecta del factor de coagulacion proteolitico. Por
activacion directa se entiende que se usa un agente que activa directamente el factor de coagulacién proteolitico a
determinarse, independientemente de la presencia de otros factores de coagulacién. Por activacion indirecta se
entiende que se usa un agente que activa uno o mas factores de coagulacion de sangre de la cascada de
coagulacién de sangre, los cuales activan a su vez el factor de coagulacion proteolitico a investigarse. El tipo del
agente depende de cual factor de coagulacién debe determinarse, si la actividad del factor de coagulacion debe
determinarse solo o si debe determinarse la funcionalidad de la cascada de coagulacién de sangre o de una regién
parcial de la cascada de coagulacién de sangre (via extrinseca o intrinseca) mediante un factor de coagulacion. Las
sustancias y las mezclas especificas de diferentes sustancias que posibilitan una activacién directa o indirecta de
factores de coagulacion proteoliticos son bastante conocidos para el experto en la materia y comprenden, por
ejemplo, fosfolipidos tales como, por ejemplo, fosfolipidos cargados negativamente; lipoproteinas como, por ejemplo,
tromboplastina; proteinas como, por ejemplo, factor de tejido, serinproteasas activadas como, por ejemplo, factor lla
(trombina), factor Vlla, factor 1Xa, factor Xa, factor Xla, factor Xlla o proteina activada C; venenos de serpientes
como, por ejemplo enzima PROTAC®, ecarina, textarina, noscarina, batroxobina, trombocitina o Russell’s Viper
Venom (RVV); activadores de contacto como, por ejemplo, silice, caolin, acido elagico o celita. Otras sustancias que
un agente puede contener son, por ejemplo, sustancias amortiguadoras de pH, sales, detergentes, iones,
principalmente iones de calcio y formadores de quelato.

Por una "muestra" en el sentido de la invencidn se entiende el material que supuestamente contiene el factor de
coagulacién proteolitico a detectar. El término muestra comprende principalmente fluidos corporales de humanos o
animales, particularmente sangre y plasma.

Después de que se ha preparado la mezcla de reaccién que contiene la muestra, un agente para la activacion del
factor de coagulacion proteolitico, un sustrato disociable y una fase soélida a la que estd enlazado o se enlaza el
sustrato disociable, la mezcla de reaccion se incuba por un tiempo limitado con el fin de garantizar una activacion
suficiente del factor de coagulacion, una disociacion suficiente de sustrato por parte del factor de coagulacion
activado y opcionalmente un enlace suficiente del sustrato disociable y del producto de disociacion del sustrato a la
fase solida. Por el término "suficiente" se entiende que el método hace posible en conjunto una determinacion
cuantitativa de la actividad del factor de coagulacién. La duracién éptima de incubacion de un determinado montaje
de ensayo puede averiguarse experimentalmente.

En una forma de realizacién preferida, a la mezcla de reaccion puede adicionarse un inhibidor de la agregacion de
fibrina. Por un inhibidor de agregacion de fibrina se entiende una sustancia, principalmente un oligopéptido sintético
gue inhibe la adicion entre si (polimerizacion) de los mondmeros de fibrina, los cuales surgen por la accion de
trombina y con esto se impide una formacion de coagulo en la mezcla de reaccion (véase, por ejemplo EP 0 456 152
B1).

Después de que se incubd la mezcla de reaccidn se separa la fase solida, y con esta los componentes enlazadas a
la misma, de los demas componentes de la mezcla de reaccidn. La separacion puede efectuarse de diferente
manera segun el tipo de la fase sélida, por ejemplo mediante centrifugacion, filtracion, separacion magnética o
mediante succién de la fase liquida de la mezcla de reaccion. Después de la separacion de la fase sélida puede
realizarse al menos un paso de lavado con el fin de retirar los residuos de la mezcla de reaccion de la manera mas
completa posible de la fase sélida y/o para preparar la reaccion de deteccion subsiguiente. Para esto se incuba la
fase sdlida con una solucién de lavado, preferentemente con una solucién de amortiguador de pH, y a continuacion
se separa de nuevo con la solucién de lavado.

La determinacion de la cantidad de sustrato no disociado, enlazado con la fase sélida puede efectuarse de diferente
manera segun el tipo del sistema de deteccién usado, por ejemplo mediante incubacion de la fase sélida con un
reactivo que contiene sustancias que interactian de modo especifico con el sustrato no disociado y generan una
sefial medible. La determinacion de la cantidad de sustrato no disociado, enlazado con la fase sdélida se efectia
preferentemente incubando la fase sdlida con un reactivo de deteccidon que contiene el participante de enlace Y del
segundo par de enlace X/Y, el cual se enlaza de modo especifico al participante de enlace X del sustrato no
disociado. El participante de enlace Y puede estar asociado directamente con un componente sefalizador o
asociarse con un componente sefalizador.

La cantidad o intensidad de la sefial tiene una relacién proporcional con la cantidad de sustrato no disociado,
enlazado con la fase sélida y con esto inversamente proporcional a la actividad del factor de coagulacion proteolitico.

El método de la invencion para determinar un factor de coagulacion proteolitico es adecuado principalmente para
determinar los factores de coagulacion proteoliticas factor II, factor VII, factor 1X, factor X, factor Xl, factor Xl o
proteina C.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencion y no deben entenderse como una restriccion.
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Descripcion de figuras
Figura 1

La figura 1 muestra los valores de extincién a 450 nm de muestras en las que la via extrinseca de la coagulacion fue
activada por Innovin® (un reactivo de tromboplastina) y en las que fue determinada la actividad de trombina (véase
ejemplo 1). Las muestras son un Standard Human Plasma (SHP), el cual contiene en todo su alcance todos los
factores de coagulacion, asi como plasmas con deficiencia de factores de la via extrinseca (F I, F V, F VII, F X) y de
la via intrinseca (F VIII, F IX, F XI). Dependiendo de la cantidad de trombina en la muestra activada que , a su vez,
depende de la presencia de los factores de la via de coagulacion extrinseca, se disocia el sustrato de péptido
sensible a trombina. Cuanta méas trombina esta contenida en la muestra tanto mas sustrato de trombina se disocia y
tanto menos sustrato de trombina no disociado puede detectarse. Los valores de extincion medidos son, de esta
manera, inversamente proporcional a la actividad de trombina en la muestra y a la actividad de la cascada de
coagulacién extrinseca. Por lo tanto, en el experimento mostrado todos los plasmas con deficiencia de factores de la
via extrinseca (principalmente el plasma de deficiencia Fll) valores de extincién superiores que el plasma normal
(SHP); por lo contrario, los plasmas con factores no involucrados en la via de coagulacion extrinseca (factor VI, 1X,
XI1) no tienen diferencias de sefial con SHP. Por lo tanto, con el ensayo mostrado pudo detectarse univocamente una
deficiencia de factores de la via de coagulacion extrinseca en plasmas.

Figura 2

La figura 2 muestra los valores de extincion a 450 nm de muestras con diferente concentracién de Refludan® a las
cuales se adicioné una cantidad definida de trombina (Thr. 1 1U/ml, Thr. 10 IU/ml) y en las cuales se determind la
actividad de trombina (véase el ejemplo 2). Cuanto més esté contenido el inhibidor directo de trombina Refludan® en
una muestra, tanto mas se inhibe la trombina adicionada, tanto menos se disocia el sustrato de trombina y tanto
mayor sustrato de trombina no disociado puede detectarse. Los valores de extincién medidos son de eta manera
proporcionales a la actividad inhibidora de trombina Refludan® en la muestra. En tal caso fue ostensible que la
sensibilidad del método para muestras con concentraciones terapéuticamente bajas de Refludan ® (hasta 1 pg/ml) al
adicionar una cantidad de trombina comparativamente baja (1 IU/ml) es particularmente buena, mientras que la
sensibilidad del método para las muestras con concentraciones terapéuticamente altas de Refludan® (1-5 ng/ml) al
adicionar una cantidad comparativamente alta de trombina (10 IU/ml) es particularmente buena.

Ejemplos
Ejemplo 1: Método para determinar la actividad de trombina

Primero se recubrieron placas e microtitulacion (Nunc-Thermofisher, Roskilde, Dinamarca) con un anticuerpo
monoclonal FLAG-especifico de epitope (MAK M2, Sigma Aldrich, Mdnich, Alemania). A continuacion se incub6 un
sustrato de péptido especifico de trombina que comprende siete residuos de aminoacidos, con los residuos de
aminoacidos leucina, valina, prolina, arginina, glicina, fenilalanina, glicina en la secuencia mencionada, el cual tiene
en el extremo aminoterminal un epitope FLAG-Tag y se encuentra biotinilado en el extremo carboxiterminal, con el
anti-FLAG-anticuerpo enlazado a la fase sélida y de esta manera enlazado a la fase solida. Se adicionaron los
siguientes reactivos en la siguiente secuencia por cavidad:

25 ul de una solucién de inhibidor de agregacion de fibrina (6 mg/ml de un oligopéptido sintético con los restos de
aminoécidos glicina, prolina, arginina, prolina, alanina en la secuencia mencionada); 25 ul de muestra; y

25 ul de Innovin® (Tissue Factor recombinante humano con fosfolipidos sintéticos, Siemens Healthcare Diagnostics,
Marburg, Alemania) como activador de coagulacion.

Como muestras se emplearon Standard Human Plasma (SHP) y plasmas deficientes de factor de coagulacion
(factor Il, factor X, factor V, factor VI, factor VIII, factor IX, factor XI).

La mezcla de reaccion se entremezcld y se incub6 por 15 minutos a 37 °C. Luego se succiond la mezcla de reaccion
y cada cavidad se lavd tres veces respectivamente con 250 ul de bufer de lavado. Para detectar sustrato de
trombina no disociado, enlazado a la fase sélida en cada cavidad se adicionaron 100 pl de una solucién de
conjugado estreptavidina/peroxidasa (POD) (0,33 pg/ml, Sigma Aldrich) y a su vez se incubd por 30 minutos a 20-25
°C. Luego se succioné la solucién de conjugado y cada cavidad se lavé tres veces respectivamente con 250 ul de
bufer de lavado. A continuacién en cada cavidad se adicionaron 100 pl de una solucidn de bufer con 0,5 g/L de TMB
(3,3'5,5'-tetrametilbenzidina-dihidrocloruro) y 0,1g/L de peréxido de hidrégeno y se incub6 a su vez por 30 minutos a
20-25 °C. Para detener la reaccion de peroxidasa a cada cavidad 100 ul de acido sulfdrico de 0,5 N, y se determiné
la extincion a 450 nm respecto de la longitud de onda de referencia 650 nm por medio de un fotometro MTP
Sunrise® (Tecan Trading AG, Suiza).

Los resultados se representan en la figura 1.
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Ejemplo 2: Método para la determinacion cuantitativa del inhibidor de trombina directo Refludan®

Tal como se describe en el ejemplo 1, un sustrato de péptido especifico de trombina que comprende siete residuos
de aminoécidos, el cual tiene un epitope de FLAG-Tag y esta biotinilado en el extremo aminoterminal, esta enlazado
a la fase solida (placa de microtitulacion) a través de un anti-FLAG-anticuerpo.

Por cavidad se adicionaron los siguientes reactivos en la siguiente secuencia:

50 ul de una solucion de inhibidor de agregacion de fibrina (3 mg/ml de un oligopéptido sintético con los residuos de
aminoacidos glicina, prolina, arginina, prolina, alanina en la secuencia mencionada);

25 ul de muestra; y

25 ul de solucién de a-trombina bovina (4 o 40 IU de a-trombina bovina/ml, 10 KIE/ml de aprotinina, 150 mM/L de
NacCl, 5 mg/ml de albumina de suero bovino, 10 mg/ml de manitol, 5 ug/ml de hexadimetrinbromuro).

Mediante las diferentes concentraciones de trombina puede garantizarse la sensibilidad en los diferentes campos
terapéuticos.

Como muestras se usan Standard Human Plasma (SHP) y muestras de plasma citrato normal humano. Estas se
hicieron alicuotas y se adicionaron a las alicuotas respectivamente 0,0 ug/ml, 0,2 ug/ml, 1,0 pg/ml y 5 ug/ml de
Refludan® (lepirudina, hirudina recombinante, CSL Behring GmbH, Marburg, Alemania).

La deteccion de sustrato de trombina no disociado, enlazado a la fase sélida, se realiz6é tal como se describe en el
ejemplo 1, y se determind la extincion a 450 nm respecto de la longitud de onda de referencia de 650 nm por medio
de un fotobmetro MTP Sunrise® (Tecan Trading AG, Suiza).

Los resultados se representan en la figura 2.
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REIVINDICACIONES

1. Método para determinar la actividad de un factor de coagulacion proteolitica en una muestra; el método
comprende los siguientes pasos:

a. proporcionar e incubar una mezcla de reaccién que contiene

i. la muestra,

ii. un agente para la activacion directa o indirecta del factor de coagulacion proteolitico en la muestra,
iii. un sustrato disociable que tiene al menos un sitio de corte para el factor de coagulacién activado,
iv. una fase sélida a la que el sustrato disociable esta enlazado o se enlaza durante la incubacién;

b. Separar la fase sélida; y

c. Determinar la cantidad de sustrato no disociado, enlazado a la fase sélida mediante incubacién de la fase sélida
con un reactivo que contiene sustancias que interactian de modo especifico con el sustrato no disociado y generan
una sefial medible.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el sustrato disociable esta contenido en un reactivo separado que se
adiciona a la mezcla de reaccién y en el que la mezcla de reaccién contiene una fase sélida a la que el sustrato
disociable se enlaza durante la incubacion.

3. Método segun la reivindicacion 2 en el que el sustrato disociable comprende un péptido que se compone de 3 a
150 residuos de aminoacidos.

4. Método segun la reivindicacién 1 en el que el sustrato disociable es un sustrato natural para el factor de
coagulacioén activado y un componente de la muestra y en el que la mezcla de reaccion contiene una fase solida a la
que el sustrato disociable se enlaza durante la incubacion.

5. Método segun la reivindicacion 1 en el que la mezcla de reaccién contiene una fase sdlida a la que el sustrato
disociable esta enlazado de modo covalente.

6. Método segun la reivindicacion 1 en el que el sustrato disociable tiene un primer participante de enlace A de un
primer par de enlace A/B y en el que la fase sdlida tiene el segundo participante de enlace B del primer par de
enlace A/By en el que el sustrato disociable esta enlazado mediante un enlace de los participantes del enlace Ay B
a la fase solida o se enlaza durante la incubacion.

7. Método segun la reivindicacion 6 en el que los participantes de enlace A y B se seleccionan de tal modo que
forman un par de enlace A/B del grupo FLAG-Tag/anti-FLAG-Tag-anticuerpo, HIS-Tag/anti-HIS-Tag-anticuerpo
fluoresceina/anti-fluoresceina-anticuerpo.

8. Método segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que el sustrato disociable tiene un primer
participante de enlace X de un segundo par de enlace X/Y y en el que el segundo participante de enlace Y del
segundo par de enlace X/Y esta asociado con un componente de un sistema generador de sefial.

9. Método segun la reivindicacion 8 en el que los participantes de enlace X e Y se seleccionan de tal modo que
forman un par de enlace X/Y del grupo de biotina/avidina, biotina/estreptavidina.

10. Método segun una de las reivindicaciones precedentes en el que se usa un agente del grupo de tromboplastina,
factor lla, factor Vlla, factor IXa, factor Xa, factor Xla, factor Xlla, proteina activada C, venenos de serpientes,
fosfolipidos cargados negativamente, iones de calcio, factor de tejido, silice, caolin, acido elagico y celita para la
activacion directa o indirecta del factor de coagulacion proteolitico.

11. Método segun una de las reivindicaciones precedentes en el cual se adiciona ademéas un inhibidor de la
agregacion de fibrina a la mezcla de reaccion.

12. Método segun una de las reivindicaciones precedentes para la determinacion de la actividad de un factor de
coagulacion proteolitico del grupo de factor I, factor VII, factor 1X, factor X, factor Xl, factor Xl y proteina C.
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