ES 2399 607 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 399 607

@Int. Cl.:

C12Q 1/37 (2006.01)
GO1N 33/573 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  08.11.2005 E 11151385 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 16.01.2013  EP 2322646

T3

Tl'tulo: Procedimiento para detectar trombosis plaquetaria o fallo organico

Prioridad:

08.11.2004 JP 2004323770

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
02.04.2013

@ Titular/es:

MITSUBISHI CHEMICAL MEDIENCE
CORPORATION (100.0%)

2-8 Shibaura 4-chome Minato-ku
Tokyo 108-8559, JP

@ Inventor/es:
ONO, TOMOKO

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2399 607 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para detectar trombosis plaquetaria o fallo organico

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar trombosis plaquetaria o fallo organico,
particularmente en un paciente que padece coagulacion intravascular diseminada (CID) o sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS). De acuerdo con la presente invencion puede analizarse una proteasa de escision del
factor de von Willebrand (FVW) y/o un factor de escision de la misma contenidos en una muestra bioldgica tal como
sangre recogida de un sujeto, particularmente un paciente que padece CID o SRIS, para detectar trombosis
plaquetaria o fallo organico. La deteccion de trombosis plaquetaria o fallo organico incluye, por ejemplo, la deteccion
o prediccion de la formacion de un trombo plaquetario, la prediccion del desarrollo de trombosis o fallo organico (es
decir, una evaluacion del riesgo de desarrollarse), el dictamen de la presencia o ausencia de trombosis o fallo
organico, el pronodstico de la trombosis o fallo organico, el seguimiento, y la decision acerca de un tratamiento.

Antecedentes de la técnica

En la CID, se forman microtrombos en el sistema microvascular, en presencia de una enfermedad grave subyacente.
Los microtrombos dafian la microcirculacion y causan una disfuncioén organica o una tendencia a hemorragias. Los
sintomas de CID se asocian con SRIS. Se observan los siguientes tres fallos o reacciones en CID:

(1) La formacion de microtrombos causa un fallo microcirculatorio y una diversidad de 6rganos se vuelven
disfuncionales debido a isquemia.

(2) La formacién de microtrombos favorece una coagulopatia de consumo, es decir, el incremento de la
producciéon del factor tisular en la superficie de las células endoteliales conduce a la activacion de la ruta
extrinseca de la coagulacion. Ademas, se consumen los factores de coagulacion y las plaquetas, y se produce
una tendencia a hemorragias.

(3) Hiperfibrinolisis, es decir, el sistema fibrinolitico activado de acuerdo con la activacion de la coagulacion,
genera plasmina, que degrada la fibrina. Cuando el inhibidor de plasmina o2 (IPa2), que inhibe la plasmina, se
consume y desciende a menos del 60% del nivel normal, la plasmina degrada la fibrina y se produce una
tendencia a hemorragias.

En la CID inducida por sepsis, los monocitos (macrofagos) generan citocinas, tales como factores de necrosis
tumoral (TNF-a) o interleucinas (IL-1B), que activan los neutrdfilos. El oxigeno activo y la elastasa producidos por los
neutrdéfilos daian las células endoteliales vasculares, lo que conduce a la hiperpermeabilidad del endotelio vascular
y al espasmo vascular. Como resultado, se dafia la microcirculacion. Ademas, se considera que los monocitos per
se y las células endoteliales vasculares se activan, y producen factores tisulares en la superficie de las células
endoteliales para formar microtrombos. Esta formacion de microtrombos agrava el fallo microcirculatorio y causa fallo
multiorganico (FMO). Segun un concepto popular reciente de SRIS, se considera que este FMO se produce por una
reaccion inflamatoria sistémica. En el sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA), las plaquetas se
concentran en la circulaciéon pulmonar, y se produce una oclusion de la arteria pulmonar. En el SRIS la reaccion
inflamatoria no la causan ni una reacciéon a un antigeno especifico ni un aumento de las citocinas. El SRIS es un
sindrome en el que la reaccién inflamatoria se activa, sin una diana especifica, por una reaccién no especifica con
invasion del cuerpo vivo y una produccion incontrolada de citocinas que produce FMO grave (referencias no de
patente 1y 2).

El SRIS se clasifica en SRIS no infeccioso y sepsis. El SRIS no infeccioso se produce por choque, lesiones,
quemaduras, o pancreatitis aguda, y la sepsis se produce por bacteriemia de varias bacterias patégenas, u otras
enfermedades infecciosas graves. La sepsis es una respuesta biolégica inmune per se contra la invasion de un
agente patégeno, una lesion de un tejido, o anoxia, y una reaccion inflamatoria aguda sistémica y no especifica
producida por varios mediadores enddgenos, independientemente del tipo de invasion. El fallo organico que se
acompanfa por SRIS a veces se produce por una inflamacion o isquemia de un tejido, en el estadio temprano. Sin
embargo, en el sindrome de disfuncion organica multiple (SDOM) que se produce por un SRIS prolongado, la
sobrerreaccion producida por accion de varios mediadores esta involucrada en la agravacion de las afecciones, y
por tanto es dificil predecir el prondstico del SRIS.

En el SRIS, estan aumentadas en la sangre ciertas citocinas inflamatorias como el TNF-a, IL-1 (interleucina-1), o IL-
6 (interleucina-6). En particular el TNF-a se considera una citocina que activa los neutrofilos y promueve la reaccion
de coagulacion en el SRIS. Cuando la activacion de los neutréfilos excede las funciones citoprotectoras de las
células endoteliales vasculares, proteasas tales como la elastasa de los neutréfilos o la catepsina G danan las
células endoteliales vasculares, y por tanto, se dafa la microcirculacion y se forman microtrombos. Los neutrdfilos
activados se acumulan no solo en el area irritada, sino también en érganos distantes tales como los pulmones o el
higado (los leucocitos se adhieren faciimente debido a la baja presion de perfusion). Se considera que la formacion
de microtrombos produce estasis e isquemia de los tejidos, y, como resultado, se produce FMO. Ademas los
neutréfilos se infiltran en el sistema extravascular para dafar los 6rganos. Cuando contintia la formacion de
microtrombos, se consumen los factores de coagulacion y las plaquetas. Cuando el estado de SRIS continta
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durante 3 dias o mas, el paciente se asocia fuertemente a CID. Como se describié anteriormente, la CID esta
estrechamente relacionada con SRIS.

La elastasa de los neutréfilos es una proteasa neutra que tiene un peso molecular de aproximadamente 30.000 y se
localiza en los granulos azurdfilos. En condiciones fisioldgicas, la elastasa de los neutréfilos digiere y degrada las
bacterias fagocitadas o los cuerpos extrafios dentro de los neutréfilos y digiere la elastina, colageno (tipo lll, tipo V),
fibronectina, inmunoglobulinas, o factor Xl de coagulacion en el exterior de los neutrofilos, para regular la
biosintesis en los tejidos. En condiciones patoldgicas, la elastasa de los neutréfilos inactiva componentes bioldgicos,
tales como las fibras elasticas, los proteoglicanos, las fibras de colageno, la antitrombina 1ll, o el inhibidor de
plasmina a. Cuando la elastasa de los neutréfilos actia en el sitio de unién a la heparina de la antitrombina Il para
inactivar la antitrombina Ill, se produce CID. La a1-antitripsina (a.1-AT) es un inhibidor de la elastasa en sangre que
durante 3 mseg inactiva la elastasa de los neutrdfilos. Sin embargo, en un tejido inflamado, se considera que el
oxigeno activo, mieloperoxidasa, y/o lactoferrina liberados por los neutrofilos oxidan la a1-AT, y por tanto, la elastasa
de los neutrdfilos no se inactiva y se produce el dafio del tejido. Como la elastasa de los neutréfilos muestra una
especificidad de sustrato baja, cuando la elastasa de los neutréfilos se libera en exceso o un inhibidor como la a1-AT
esta disminuido, hay una posibilidad de que la elastasa de los neutréfilos degrade los componentes bioldgicos y
dafie sus propios tejidos. Se lesionan las células endoteliales vasculares gravemente dafiadas, y las plaquetas se
adhieren y se agregan al area lesionada para formar trombos.

Esta adhesion de las plaquetas necesita el FVW humano en el plasma, y desencadena una serie de activaciones
plaquetarias incluyendo la agregacion de las plaquetas y la liberaciéon de los granulos intracelulares, y los trombos
formados conducen a la hemostasia. En general, el FVW se segrega del endotelio vascular a la sangre como una
macromolécula que tiene un peso molecular de mas de 20.000 kDa, y es escindido por una metaloproteasa, la
proteasa de escision del FVW, en multimeros de 500 a 20.000 kDa, que circulan por la sangre. En algunos estados
de enfermedad (es decir, cuando se produce una alta tensidon de corte por oclusiéon o similar), las estructuras
proteinicas del FVW cambian a una estructura extendida. EI FVW extendido es resistente a la proteasa de escision
del FVW. Se considera que cuando se producen en exceso las moléculas de FVW “excesivamente largas” en la
sangre y se unen a las plaquetas entonces, como resultado, se promueve la agregacion plaquetaria en los vasos
sanguineos y se forman trombos en la microcirculacion. Esta formacién de trombos que involucra las plaquetas es
esencial para los mecanismos hemostaticos fisiolégicos. Sin embargo, la activacion de los factores de coagulacion
(tales como el factor VIl o el factor Il) conduce a la formacién de trombos por la formacién de fibrina y la fusion
plaquetaria.

[Referencia 1 no de patente] Bone RC, Critical Care Medicine, U.S.A., 1996, vol. 24, p.1125-1128
[Referencia 2 no de patente] Davies MG y col., British Journal of Surgery, United Kingdom, 1997, vol. 84, p.920-
935

Divulgacion de la invencién

Problemas a resolver por la invencién

Como se describe anteriormente, no se ha informado, con respecto a la formacién de trombos que involucra a las
plaquetas y la formacion de trombos que involucra a la fibrina, de ningun factor que pueda explicar estos
mecanismos de formacién. Sin embargo, se considera que el mal pronéstico observado en los pacientes con CID o
SRIS se puede aliviar clarificando los mecanismos de formacién de microtrombos formados por fibrina y plaquetas
en el sistema microvascular. Ademas hay una posibilidad de que el desarrollo del fallo organico se pueda prevenir
con un tratamiento apropiado en un estadio temprano. El presente inventor ha llevado a cabo estudios intensos, y ha
descubierto que la elastasa, plasmina, o trombina degradan la proteasa de escisién del FVW, que los tipos de
degradacién que se producen por estas proteasas son diferentes, y para completar la presente invencion, que la
concentracion de proteasa de escision del FVW en el plasma obtenido de pacientes con CID o SRIS en los que un
nivel de elastasa es alto, esta significativamente disminuida, en comparacion con las personas sanas.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento de deteccion de trombosis plaquetaria o fallo
organico en un sujeto, particularmente en un paciente con CID y SRIS, y un kit para detectar los mismos.

Medios para resolver los problemas

El objetivo puede resolverse por la presente invencion, es decir, un procedimiento de deteccién de trombosis
plaquetaria o fallo organico en un paciente que padece coagulacion intravascular diseminada o sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, que comprende el anadlisis de la proteasa de escision del factor de von Willebrand
y/o un factor de escision de la misma.

De acuerdo con una realizacion preferida, el factor de escision es una proteasa seleccionada del grupo que consiste
en elastasa, plasmina, y trombina, mas preferentemente la elastasa.

De acuerdo con otra realizacion preferida, la proteasa de escision del factor de von Willebrand se analiza
inmunologicamente.
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De acuerdo con otra realizacion preferida, el analisis se lleva a cabo después de la administracion de una
composicion farmacéutica al paciente, conteniendo la composicién farmacéutica como un principio activo un
antagonista, un inhibidor, un agonista, o un modulador de la actividad de la proteasa de escision del factor de von
Willebrand.

De acuerdo con otra realizacion preferida, el analisis se lleva a cabo después de la administracién de una
composicion farmacéutica al paciente, conteniendo la composicién farmacéutica como un principio activo un
antagonista, un inhibidor, un agonista, o un modulador de la actividad de una proteasa seleccionada del grupo que
consiste en elastasa, plasmina, y trombina.

La presente invencion se refiere a un kit para detectar la trombosis plaquetaria o el fallo organico en un paciente que
padece coagulacion intravascular diseminada o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, que comprende un
anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a la proteasa de escision del factor de von
Willebrand y/o un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a un factor de escision de la
proteasa de escision del factor de von Willebrand.

Una realizacion preferida del kit de la presente invencion ademas comprende un anticuerpo o un fragmento del
mismo que se une especificamente a una proteasa de escisién del factor de von Willebrand escindida por una
proteasa seleccionada del grupo que consiste en elastasa, plasmina, y trombina.

El término “analisis” como se usa en el presente documento incluye una deteccién para determinar la presencia o
ausencia de la sustancia (por ejemplo, proteasa de escision del FVW) que se analiza, y una medicion para
determinar cuantitativa o semicuantitativamente una cantidad de la sustancia que se analiza.

Efectos de la invencién

La presente invencion hace posible una deteccion de trombosis plaquetaria o fallo organico en un sujeto, tal como un
paciente que padece CID o SRIS, particularmente CID o SRIS asociados a una enfermedad subyacente tal como
leucemia mieloide aguda, cancer metastasico de pulmoén, y/o infeccién del tracto urinario en la que una
concentracion de elastasa es alta, y es clinicamente detectable. De acuerdo con la presente invencion, la trombosis
o el grado de fallo organico puede detectarse conveniente, rapida, y especificamente.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una fotografia que muestra el resultado de la electroforesis de un antigeno proteasa recombinante
de escision del FVW tratado con elastasa.

La figura 2 es una fotografia que muestra el resultado de la electroforesis de un antigeno proteasa recombinante
de escision del FVW tratado con plasmina o trombina.

La figura 3 es un grafico que muestra la correlacion entre la proteasa de escision del FVW vy la elastasa.

La figura 4 es un grafico que muestra la distribucion de los niveles de antigeno proteasa de escision del FVW en
grupos de pacientes segun sus niveles de elastasa.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

[1] Procedimiento de deteccion de la presente invenciéon

En el procedimiento de la presente invencion, la trombosis o el fallo organico se pueden detectar o diagnosticar por
medicion de una cantidad (o concentracion) de proteasa de escision del FVW y/o un factor de escision de la misma,
0 una actividad enzimatica de los mismos, y comparacion del valor obtenido con el de una persona sana. La
deteccion de la trombosis o el fallo organico, como se usa en el presente documento, incluye, por ejemplo, la
deteccion o prediccion del grado de formacion de trombos plaquetarios, la prediccion del desarrollo de trombosis o
fallo organico (es decir, una evaluacion del riesgo de desarrollo), el dictamen de la presencia o ausencia de
trombosis o fallo organico, el prondstico de trombosis o fallo organico, el seguimiento, y la decisiéon sobre un
tratamiento.

En el procedimiento de la presente invencion, se puede analizar una cantidad (o concentracion) de proteasa de
escision del FVW o un factor de escision de la misma, o una actividad enzimatica de lo mismos, y es preferible
analizar la cantidad (o concentracion). En lo sucesivo, la presente invencion se explicara principalmente basandose
en la realizacién preferida en la que se analiza la cantidad (o concentracion) de la proteasa de escision del FVW o
un factor de escision de la misma. La siguiente descripcion se puede aplicar a una realizacién en la que se analiza la
actividad enzimatica.

La expresion “proteasa de escision del factor de von Willebrand (proteasa de escision del FVW)” como se usa en el
presente documento, significa una metaloproteasa, a veces denominada ADAMTS13, que escinde especificamente
el factor de von Willebrand (FVW) en el enlace entre la tirosina (842) y la metionina (843) contenido en un dominio
A2 del mismo.
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En el procedimiento de la presente invencién, una concentracion reducida de la proteasa de escision del FVW puede
usarse como indice, en comparacion con el de personas sanas. Como se muestra en el Ejemplo 3 que se describe
posteriormente, la concentracion de la proteasa de escision del FVW contenida en cada muestra de fluido corporal
recogida de pacientes que padecen CID o SRIS, en los que la concentracion de elastasa es alta (por ejemplo, 100
ng/ml, o mas) esta significativamente disminuida (un 50% o mas), en comparacién con personas sanas. Por tanto,
en el procedimiento de la presente invencion, cuando la medida de la concentracion de proteasa de escision del
FVW en un sujeto a dictaminar es menor que un intervalo normal de personas sanas (por ejemplo, menor que un
umbral), se puede dictaminar que el grado de formacion de trombos plaquetarios es alto, el riesgo de desarrollo de
trombosis o fallo organico es alto, y el prondstico de trombosis o fallo organico es malo. Por el contrario, cuando la
medida de la concentracion de proteasa de escision del FVW en un sujeto a dictaminar esta dentro de un intervalo
normal de personas sanas, se puede dictaminar que el grado de formacidon de trombos es bajo, el riesgo de
desarrollo de trombosis o fallo organico es bajo, y el prondstico de trombosis o fallo organico es bueno.

No se limita el sujeto al que se pueda aplicar el procedimiento de la presente invencion, en tanto en cuanto el sujeto
necesite la deteccion de un grado de formacion de trombos plaquetarios, o una prediccion del desarrollo o prondstico
de trombosis o fallo organico (por ejemplo, dafio renal o dafio hepatico, preferentemente dafio renal). Como sujeto,
se puede mencionar, por ejemplo, un paciente que padece CID o SRIS, preferentemente un paciente que padece
CID o SRIS en el que la concentracion de elastasa es alta, tal como un paciente que padece CID o SRIS asociado
con una enfermedad subyacente tal como leucemia (tal como leucemia mieloide aguda), una infeccién (tal como una
infeccion del tracto urinario), o un cancer (tal como el cancer metastasico de pulmon).

En la trombosis, la sangre se coagula en un vaso sanguineo, que se estrecha o se bloquea completamente por los
trombos que se adhieren a la pared del vaso, y entonces el enlentecimiento del flujo sanguineo dafa un tejido o un
o6rgano. Cuando un vaso se lesiona, las plaquetas de la sangre se acumulan en la herida y conducen a la
hemostasia. Después, la fibrina de la sangre se agrega encima para formar trombos, que completan la hemostasia, y
el vaso se repara por proliferacion de las células de la pared vascular. En condiciones normales, estos trombos se
lisan por los componentes que pueden actuar sobre los trombos, y el flujo sanguineo se restablece. La trombosis es
una enfermedad en la que dicho sistema fibrinolitico no funciona adecuadamente, y los trombos inhiben o bloquean
completamente el flujo sanguineo. Se considera que un quinto de las personas a los cuarenta, un tercio de las
personas a los cincuenta, la mitad de las personas a los sesenta y todas las personas a los setenta, padecen
trombosis. Se pueden mencionar como sintomas principales de trombosis, por ejemplo, trombosis cerebral, embolia
cerebral, o ataque isquémico transitorio en el cerebro; tromboembolia pulmonar en los pulmones; angina de pecho,
infarto de miocardio, o trombosis intra-auricular en el corazén; o trombosis mesentérica o trombosis profunda venosa
(sindrome de la clase turista).

En el procedimiento de la presente invencion, la deteccion y/o prediccion se puede llevar a cabo recogiendo
muestras de un sujeto, tal como un paciente que padezca CID o SRIS, y de una persona sana, midiendo las
concentraciones de proteasa de escision del FVW que contienen las muestras, y comparando los valores medidos.
En general, es preferible que las muestras recogidas de personas sanas se usen para determinar un intervalo
normal de concentracién de proteasa de escisiéon del FVW, o un umbral de la misma para el dictamen previo.
Cuando se establece de antemano el intervalo normal o el umbral para el dictamen previo, la deteccion y/o la
prediccion en un sujeto se puede llevar a cabo analizando solamente la proteasa de escision del FVW de la muestra
recogida del sujeto. El intervalo normal o el umbral para el dictamen se considera que depende de varias
condiciones, tales como una enfermedad subyacente, el sexo o la edad. Sin embargo, los expertos en la materia,
pueden determinar faciimente el intervalo normal o el umbral para el dictamen, seleccionando una poblacién
apropiada estadisticamente correspondiente al sujeto y procesando estadisticamente los datos obtenidos de esa
poblacién.

En el procedimiento de la presente invencién no se limita el procedimiento del analisis de la proteasa de escision del
FVW, en tanto en cuanto se pueda determinar cuantitativa o semicuantitativamente una cantidad de proteasa de
escision del FVW, o se pueda dictaminar la presencia o la ausencia de una proteasa de escisiéon del FVW por el
procedimiento de analisis. Se puede mencionar como procedimiento de analisis, por ejemplo, un procedimiento
inmunolégico utilizando un anticuerpo anti-proteasa de escision del FVW o un fragmento del mismo (tal como
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, un inmunoensayo de aglutinacion en latex, un inmunoensayo de
quimioluminiscencia, un procedimiento de anticuerpo fluorescente, un radioinmunoensayo, inmunoprecipitacion,
tincion inmunohistoquimica, o transferencia de Western), un procedimiento bioquimico (tal como un procedimiento
enzimoldgico), o un procedimiento bioldgico molecular para la medicion de un ARNm.

Cuando se utiliza un procedimiento inmunoldgico para analizar la proteasa de escision del FVW, se puede preparar
un anticuerpo anti-proteasa de escision del FVW o un fragmento del mismo de acuerdo con un procedimiento
conocido, tal como un procedimiento descrito en el documento WO 2004/029242. Cada inmunoensayo puede
llevarse a cabo de acuerdo con, por ejemplo, el documento WO 2004/029242.

Como procedimiento de medicion de la proteasa de escision del FVW, es preferible un procedimiento inmunolégico
desde el punto de vista de la sensibilidad y la conveniencia. Procedimiento inmunoldégico significa un procedimiento
de analisis de la proteasa de escisién del FVW por un procedimiento de ELISA, un procedimiento en latex,
inmunocromatografia, o similares, utilizando un anticuerpo contra la proteasa de escisién del FVW. Se pueden
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mencionar como procedimientos inmunolégicos, por ejemplo, un procedimiento de competicion que utiliza una
proteasa de escision del FVW marcada, un procedimiento sandwich que utiliza un anticuerpo marcado, un
procedimiento de perlas de latex en el que se observa la aglutinacion de perlas revestidas con un anticuerpo, y un
procedimiento que utiliza un anticuerpo conjugado con una particula con color tal como coloide de oro. Cualquier
procedimiento que utilice un anticuerpo contra la proteasa de escision del FVW se incluye en las realizaciones
preferidas de la presente invencion. El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal. Se puede utilizar un fragmento
de anticuerpo, tal como el Fab, Fab’, F(ab’),, o Fv.

Una muestra preferida para ensayarse por el procedimiento de la presente invencion es, por ejemplo, plasma
sanguineo. Como muestras distintas de plasma, se pueden mencionar, por ejemplo, varios fluidos corporales, tales
como fluidos de células o tejidos, linfa, fluido timico, liquido ascitico, liquido amniético, jugos gastricos, orina, jugos
pancreaticos, liquido raquideo, o saliva. El plasma preferentemente es plasma citrado o heparinizado.

En el procedimiento de la presente invencion, se puede analizar un factor de escision de la proteasa de escision del
FVW, junto con el andlisis de la proteasa de escision del FVW, o independientemente del analisis de la proteasa de
escision del FVW. Como factor de escision se puede analizar, por ejemplo, al menos una proteasa seleccionada del
grupo que consiste en elastasa, plasmina, y trombina. Como se muestra en los Ejemplos 1 y 2 descritos
posteriormente, el presente inventor descubrié que la proteasa de escision del FVW era escindida por la elastasa, la
plasmina, o la trombina, y que los tipos de escision eran diferentes. Por tanto, un descenso de la proteasa de
escision del FVW se produce por la escision de la proteasa de escisién del FVW por la elastasa, plasmina, o
trombina.

En el procedimiento de la presente invencién, se puede analizar una proteasa de escision del FVW o un factor de
escision de la misma para detectar trombosis plaquetaria o fallo organico. Se puede llevar a cabo una deteccion o
prediccion mas precisa analizando ambos, la proteasa de escision del FVW y el factor de escision (es decir, la
proteasa).

En el procedimiento de la presente invencion, un cambio en la concentracion de la proteasa (es decir, del factor de
escision) se puede utilizar como un indice, en comparacion con el de personas sanas.

La concentracion de proteasa se puede medir por varios procedimientos conocidos, descritos posteriormente. En la
sangre, mas del 90% de la elastasa se encuentra en forma de complejo con la a1-antitripsina. Este complejo se
puede medir por un procedimiento ELISA usando un anticuerpo monoclonal. La trombina generada en la sangre no
se puede medir directamente, debido a que varios factores la neutralizan rapidamente. Sin embargo, se puede
predecir aproximadamente una cantidad de trombina como complejo de trombina y antitrombina Ill (TAT). Como en
el caso de la trombina, la plasmina no puede medirse directamente, debido a que desaparece rapidamente de la
sangre. Sin embargo, se puede medir una cantidad de plasmina como complejo de plasmina y a2-antiplasmina
(PIC). Los complejos TAT o PIC se pueden medir, por ejemplo, por un procedimiento ELISA o un procedimiento de
aglutinacion en latex utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales.

El procedimiento de la presente invencion se puede utilizar para el seguimiento del estado del paciente (por ejemplo,
una evaluacion del grado de formacion de trombos plaquetarios, o una prediccién del desarrollo o prondstico de
trombosis o fallo organico) tras la administracion de una composiciéon farmacéutica al paciente. La composicion
farmacéutica que puede utilizarse en la presente invencion no esta limitada, y puede mencionarse, por ejemplo, una
composicion farmacéutica que contiene como principio activo un antagonista, un inhibidor, un agonista o un
modulador de la actividad de la proteasa de escision del FVW, o una composicién farmacéutica que contiene como
principio activo un antagonista, un inhibidor, un agonista o un modulador de la actividad de una proteasa
seleccionada del grupo que consiste en elastasa, plasmina, y trombina.

Con respecto al control de la formacion de trombos plaquetarios o trombos de fibrina, el presente inventor considera
que la elastasa escinde la proteasa de escision del FVW para formar trombos plaquetarios y que después la fibrina
se adhiere para formar trombos de fibrina, y la plasmina y/o trombina segregadas entonces, escinden la proteasa de
escision del FVW, basandose en la diferencia mencionada anteriormente entre los tipos de escisiéon de la proteasa
de escision del FVW por cada proteasa. Por ejemplo, es posible dictaminar precisamente las afecciones sabiendo
cual proteasa afecta al cambio en la cantidad de proteasa de escision del FVW.

Por ejemplo, cuando se observa una cantidad aumentada de elastasa y una cantidad disminuida de proteasa de
escision del FVW, se puede dictaminar que se trata del estadio temprano en el que el trombo plaquetario se ha
formado. Cuando se observa una cantidad aumentada de plasmina o trombina y una cantidad disminuida de
proteasa de escision del FVW, se puede dictaminar que se trata del estadio tardio en el que el trombo de fibrina ya
se ha formado. Se puede seleccionar un tratamiento mas apropiado entendiendo con mayor precision las
condiciones de la enfermedad. El indice mas preferible es la elastasa, debido a que tiene la actividad mas alta en la
escision de la proteasa de escision del FVW y esta involucrada en el estadio temprano.

[2] Kit de deteccion de la presente invencion

El kit de la presente invencion comprende al menos un anticuerpo anti-proteasa de escision del FVW o un fragmento
del mismo, y/o un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a un factor de escision de la
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proteasa de escision del FVW. Es preferible que el kit de la presente invencién comprenda dos o mas tipos de
anticuerpos anti-proteasa de escision del FVW y/o dos o mas tipos de anticuerpos anti-factor de escision. El kit de la
presente invencion ademas comprende un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a la
proteasa de escisién del FVW escindida por una proteasa seleccionada del grupo que consiste en elastasa,
plasmina, y trombina. El kit de la presente invencion se puede usar para llevar a cabo el procedimiento de la
presente invencion.

El anticuerpo anti-proteasa de escisiéon del FVW o el anticuerpo anti-factor de escisiéon contenido en el kit de la
presente invencién puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal. Cuando el kit contiene dos o mas
tipos de anticuerpos anti-proteasa de escision del FVW o dos o mas tipos de anticuerpos anti-factor de escisién, uno
de los anticuerpos se puede marcar como un segundo anticuerpo, o se puede afiadir al kit ademas un anticuerpo
marcado anti-segundo anticuerpo.

Ejemplos
La presente invencion ahora se ilustrara ademas, sin limitarse a estos, por los siguientes Ejemplos.
Ejemplo 1: Degradacion del antigeno proteasa recombinante de escision del FVW por la elastasa

Después de disolverse 1,5 pug de una proteasa recombinante de escision del FVW en una solucion salina
fisioldgica/tampodn Tris, se afadio elastasa a la solucion para alcanzar una concentracion final de 20 nmol/l o 140
nmol/l. Cada mezcla se incubd a 37 °C, y se recogieron alicuotas correspondientes a 0,5 pg de proteasa de escision
del FVW después de 15 min y 1 hora desde el principio de la incubacién. Las muestras recogidas se sometieron a
una electroforesis SDS (al 5-20% de gel) bajo condiciones no reducidas, y se transfirieron a una membrana de
PVDF (difluoruro de polivinilideno) por trasferencia de Western. La membrana se bloqued con un agente bloqueante
comercial (Block Ace; Dainippon pharmaceutical) a temperatura ambiente durante 30 minutos, y se lavé con tampdn
Tris. La membrana se incub6 en una solucion de 1 pg/ml de anticuerpo monoclonal anti-proteasa de escision del
FVW (WH2-22-1A: epitopo = una region desintegrina de la proteasa de escision del FVW)/tampén Tris (pH
7,4)/Block Ace al 10%, a temperatura ambiente durante 1 hora, y se lavé tres veces con una soluciéon de tampén Tris
(pH 7,4)/NP-40 al 0,05%. La membrana se incubé ademas en una solucidon de un anticuerpo anti-lgG de ratén
marcado con HRP (peroxidasa de rabano rusticano) (BioRad) diluido 1/2000/Tampon Tris (pH 7,4)/Block Ace al 10%
a temperatura ambiente durante 1 hora, y se lavé tres veces con una solucidon de tampén Tris (pH 7,4)/NP-40 al
0,05%. Se llevé a cabo una reaccion colorante utilizando una solucién TMB (Pierce). Los resultados se muestran en
la Figura 1.

Las condiciones de reaccion en cada calle que se muestran en la Figura 1 son las siguientes:

Calle 1: Reaccion sin elastasa

Calle 2: Reaccion a 37 °C durante 15 minutos con elastasa 20 nmol/l
Calle 3: Reaccion a 37 °C durante 15 minutos con elastasa 140 nmol/l
Calle 4: Reaccion sin elastasa

Calle 5: Reaccion a 37 °C durante 1 hora con elastasa 20 nmol/l

Calle 6: Reaccion a 37 °C durante 1 hora con elastasa 140 nmol/l

En la reaccion a 37 °C con elastasa 20 nmol/l, la mayoria de la banda de los 160 kDa de la proteasa de escision del
FVW se escindi6 en la banda de 50 kDa tras 15 minutos, y la banda de 160 kDa y la mayoria de la banda de 50 kDa
desaparecieron tras 1 hora, desde el principio de la reaccién. En la reaccion con elastasa 140 nmol/l, toda la banda
de 160 kDa desaparecio por la incubacion de 15 minutos o mas. Este resultado sugiere que la proteasa de escision
del FVW se degrado6 dependiendo del tiempo y de la concentracion de elastasa.

Ejemplo 2: Degradacion del antigeno proteasa recombinante de escision del FVW por plasmina o trombina

Después de la disolucion de 1,5 ug de una proteasa recombinante de escision del FVW en una solucién salina
fisiolégica/tampoén Tris, se afiadio a la soluciéon una combinacion de plasminégeno (a una concentracion final = 1
pmol/l) y un activador del plasminégeno tisular (a una concentracion final = 0,2 nmol/l o 2 nmol/l), o trombina
(concentracion final = 20 mU o 200 mU). Cada mezcla se incubé a 37 °C, y se recogieron alicuotas correspondientes
a 0,5 nug de la proteasa de escision del FVW a los 15 minutos y 1 hora desde el principio de la incubacion. Las
muestras recogidas se sometieron a una electroforesis SDS, y se llevo a cabo la transferencia de Western, como se
describe en el Ejemplo 1, para detectar las bandas de la proteasa de escision del FVW. Los resultados se muestran
en la Figura 2.

Las condiciones de reaccion en cada calle mostradas en la Figura 2 son las siguientes:

Calle 1: Reaccion a 37 °C durante 15 minutos con activador del plasminégeno tisular (tPA) 0,2 nmol/l
Calle 2: Reaccion a 37 °C durante 15 minutos con tPA 2 nmol/l

Calle 3: Reaccion a 37 °C durante 15 minutos con trombina 2 nmol/l

Calle 4: Reaccion a 37 °C durante 15 minutos con trombina 200 nmol/I

Calle 5: Reaccién sin proteasas
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Calle 6: Reaccion a 37 °C durante 1 hora con activador del plasminégeno tisular (tPA) 0,2 nmol/l
Calle 7: Reaccion a 37 °C durante 1 hora con tPA 2 nmol/l

Calle 8: Reaccion a 37 °C durante 1 hora con trombina 20 nmol/I

Calle 9: Reaccion a 37 °C durante 1 hora con trombina 200 nmol/I

En cualquier caso de plasmina o trombina, se produjo muy poca escision de la banda de los 160 kDa en 15 minutos.
En la reaccion a 37 °C con plasmina durante una hora, las bandas de 130 kDa y 100 kDa, que se consideraron
productos de degradacion de la proteasa de escision del FVW, aparecieron ademas de la banda de los 160 kDa,
independientemente de las concentraciones de plasmina afadida. En la reaccién con trombina durante 1 hora,
aparecio la banda de 130 kDa cuando se afiadieron 200 mU de trombina. Este resultado indicaba que la plasmina y
trombina escindieron la proteasa de escision del FVW en el mismo sitio, pero en diferentes tiempos de escision.

Ejemplo 3: Correlacion de la proteasa del FVW con la elastasa

En este ejemplo, las muestras de plasma recogidas de personas sanas, pacientes con CID, y pacientes con SRIS se
usaron para medir las cantidades de antigeno proteasa de escision del FVW y elastasa que contenian las mismas.
Se midié la cantidad de antigeno proteasa de escision del FVW utilizando un kit disponible comercialmente
(VWFcleaving protease ELISA kit; Mitsubishi Kagaku Matron). Se determiné la cantidad de elastasa midiendo una
cantidad de elastasa/a.1-antitripsina utilizando un kit disponible comercialmente (PMN Elastase/(1-Pl Complex ELISA
Kit; CALBIOCHEM).

Los resultados se muestran en las Figuras 3 y 4. En la Figura 3, el eje X indica cantidades de elastasa/a1-
antitripsina (unidades=ng/ml), y el eje Y indica las cantidades de antigeno proteasa de escision del FVW
(unidades=%). En la Figura 4, la abreviatura N.S. significa que no existian diferencias significativas entre ellas.

Habia una correlacion negativa entre la cantidad de elastasa/a1-antitripsina y la cantidad de antigeno proteasa de
escision del FVW (y=-0,1382x + 74,643; R2=0,1549). Este resultado indicaba que la cantidad de antigeno proteasa
de escision del FVW disminuia, debido a la degradacion del antigeno proteasa de escision del FVW por la elastasa,
en un paciente con un nivel aumentado de elastasa/a1-antitripsina, es decir, un paciente en estado de FMO en el
que el dafio tisular progresa. Ademas, la cantidad de antigeno proteasa de escision del FVW en pacientes con un
nivel de elastasa de 100 ng/ml o mas era de 46,4+23,2% (MediatDS), mientras que en pacientes con un nivel de
elastasa de 50 ng/ml o menos fue de 71,7+29,0%. Se descubrié gracias a estos resultados que la cantidad de
antigeno proteasa de escision del FVW disminuia significativamente en los pacientes con un nivel de elastasa de
100 ng/ml o mas (P<0,05).

Aplicabilidad industrial

Las citocinas tales como el TNF-a activan los neutréfilos y promueven la reaccion de coagulacion, y las proteasas
tales como la elastasa de los neutréfilos o la catepsina G dafian las células endoteliales vasculares. De acuerdo con
los hallazgos clarificados por la presente invencion, en tales condiciones, la elastasa liberada en la sangre, para
reparar el tejido dafiado, escinde activamente la proteasa de escision del FVW, asi como promueve la formacion de
trombos plaquetarios. Ademas, se ha sugerido que cuando se promueve la reaccion de coagulacion, la fibrina se
agrega sobre los trombos plaquetarios, y el sistema de plasmina empieza a trabajar, la plasmina escinde la proteasa
de escision del FVW (después de la anterior escision por la elastasa) y conduce a la formaciéon de microtrombos
formados por plaquetas y fibrina en el sistema microvascular, desarrollandose la CID o SRIS. Estos hallazgos se
consideran la primera sugerencia de que el control de la proteasa de escision del FVW por las serin proteasas esta
involucrado en la formacion de trombos plaquetarios y trombos de fibrina. Hay varias trombosis en las que el
mecanismo no puede explicarse basandose solo en los productos de degradacién de los trombos de fibrina. Hay una
posibilidad de que la presente invencién pueda clarificar el mecanismo de tales trombosis.

La presente invencion puede aplicarse al uso para la deteccion de trombosis plaquetaria o fallo organico en un
sujeto tal como los pacientes con CID o SRIS.

Los pacientes que padecen de CID a menudo desarrollan afecciones que muestran un pronéstico malo, tales como
enfermedades malignas o enfermedades graves, y complican los sintomas. En la CID, en presencia de varias
enfermedades subyacentes, el sistema de coagulacion esta activado o los factores reguladores de la coagulacion
estan disminuidos, y como resultado, se forman muchos microtrombos en el sistema microvascular que producen
oclusiéon intravascular. Ademas, en la CID, en adicién a la formacion de trombos se desarrolla el trastorno de
hemostasia de consumo causado por consumo de las plaquetas y los factores de coagulacion vy fibrindlisis, y se
observa una grave tendencia a hemorragias y/o fallo organico. Por tanto, es muy importante detectar la formacién de
microtrombos en el estadio temprano para llevar a cabo un tratamiento temprano.

Un diagndstico predictivo de fallo organico en el estadio temprano en SRIS es util como se describe posteriormente.
La tasa de supervivencia de los casos que desarrollan FMO no es alta, y hay casos en los que los sintomas no se
alivian incluso cuando se someten a cuidados altamente intensivos. Por tanto, es muy importante detectar un signo
de aviso que muestre la transferencia a fallo organico tan pronto como sea posible, para prevenir el desarrollo de un
fallo organico. Es decir, es necesario dictaminar con precision la afeccion y/o la severidad del estado de SRIS, para
tomar las medidas apropiadas de tratamiento. Aunque la presente invenciéon se ha descrito con referencia a
realizaciones especificas, es posible hacer diversos cambios y modificaciones obvias para los expertos en la materia
sin salirse del ambito de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de prediccién de la cantidad de una proteasa de escisiéon del factor de von Willebrand en un
paciente que padece coagulacion intravascular diseminada o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica,
comprendiendo dicho procedimiento:

analizar una muestra de un fluido corporal del paciente para un factor de escisién de dicha proteasa de escision
del factor de von Willebrand, en el que dicho factor es una proteasa seleccionada del grupo que consiste en
elastasa, plasmina y trombina, en el que un incremento de la cantidad de dicho factor de escision es indicativo
de un descenso de la cantidad de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand; y
confirmar que la prediccién es correcta.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand; y
diagnosticar el paciente con trombosis plaquetaria, en el que un incremento de dicho factor de escisiéon y un
descenso de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand son indicativos de trombosis plaquetaria.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand; y
diagnosticar el paciente con fallo organico, en el que un incremento de dicho factor de escisiéon y un descenso
de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand son indicativos de fallo organico.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand; y

determinar una opcién apropiada de tratamiento, en el que un incremento de dicho factor de escision y un
descenso de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand son indicativos de la utilizacién de un
inhibidor de dicho factor de escision.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho factor de escision es la elastasa.

7. El procedimiento de prediccion de la cantidad de un factor de escisidon de una proteasa de escision del factor de
von Willebrand, en el que dicho factor de escision es una proteasa seleccionada del grupo que consiste en elastasa,
plasmina y trombina, en un paciente que padece coagulacién intravascular diseminada o sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, comprendiendo dicho procedimiento:

analizar una muestra de fluido corporal de un paciente para dicha proteasa de escisién del factor de von
Willebrand, en el que un descenso de la cantidad de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand es
indicativo de un incremento de la cantidad de dicho factor de escision.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicho factor de escision; y
confirmar que la prediccién es correcta.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 7, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicho factor de escision; y
diagnosticar el paciente con trombosis plaquetaria, en el que un incremento de dicho factor de escisiéon y un
descenso de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand son indicativos de trombosis plaquetaria.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicho factor de escision; y
diagnosticar el paciente con fallo organico, en el que un incremento de dicho factor de escisiéon y un descenso
de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand son indicativos de fallo organico.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 7, que comprende ademas:

analizar la muestra para dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand; y

determinar una opcién apropiada de tratamiento, en el que un incremento de dicho factor de escision y un
descenso de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand son indicativos de la utilizacion de un
inhibidor de dicho factor de escision.
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12. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 7 a 11, en el que dicho factor de escision es la elastasa.

13. Un procedimiento de determinaciéon de una opcién apropiada de tratamiento para un paciente que padece
coagulacion intravascular diseminada o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, comprendiendo dicho
procedimiento:

determinar la cantidad de una proteasa de escision del factor de von Willebrand, y la cantidad de un factor de
escision de dicha proteasa de escision del factor de von Willebrand, en el que dicho factor de escision es una
proteasa seleccionada del grupo que consiste en elastasa, plasmina, y trombina, en el paciente; y

elegir una opcién de tratamiento, en el que un incremento de dicho factor de escision y un descenso de dicha
proteasa de escision del factor de von Willebrand son indicativos de la utilizacién de un inhibidor de dicho factor
de escision.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho factor de escisién es la elastasa.
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Figura 1
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Figura 4
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