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DESCRIPCION
Procedimiento para la determinacién de factor Xl por medio de analogos de NAD(P)H

La presente invencion se sitla en el campo del diagnoéstico in vitro, y se refiere a un procedimiento para la
determinacion del factor de coagulacion sanguineo XllI (factor XIlIl, F XllII), asi como a un kit de ensayo para la
puesta en practica del procedimiento.

Factor Xl es un factor de coagulacion sanguinea que actla al final de la cascada de coagulacién sanguinea, y
juega un papel importante para la cicatrizacion de heridas duradera. En la ultima fase de la coagulacion sanguinea,
la formacién de fibrina, trombina disocia fibrindgeno. Los monémeros de fibrina producidos de este modo se agregan
espontaneamente a fibras largas, y finalmente a un reticulo denso, ramificado, constituido por polimeros de fibrina
solubles. También el factor Xlll se activa mediante trombina, a través de lo cual se produce el factor XIll. El factor
Xllla ocasiona un reticulado transversal de los polimeros de fibrina, mediante lo cual el coagulo de fibrina se vuelve
mas estable mecanicamente, menos deformable y mas resistente frente a disolucion a través de plasmina. Una
deficiencia de factor XIll congénita o adquirida puede conducir a tendencia a las hemorragias, cicatrizacion de
heridas deficiente, asi como a abortos. Debido a la relevancia clinica, la determinacién de factor Xlll es un
componente importante del diagndéstico de coagulacion para la determinacion de una deficiencia de factor XIlI.

El factor Xllla, la forma activada de proenzima factor Xlll sin actividad catalitica, es una trans-glutaminasa que
cataliza la reticulacién transversal tridimensional de polimeros de fibrina mediante formacién de enlaces de amida
intermoleculares entre cadenas laterales de aminoacido de lisilo y glutaminilo de las moléculas de fibrina. En esta
reaccién se produce amoniaco (NHs), o bien se liberan iones amonio (NH4"). Este fenémeno se aprovecha en
diversos procedimientos de ensayo para la determinacion de factor Xlll: a continuacién, el concepto amoniaco es
sinénimo de amoniaco e iones amonio.

Muszbek, L. et al. [Clin. Chem. (1985) 31 (1), 35-40] describen un procedimiento para la determinacion de factor XIll
en muestras de plasma desfibrinadas, activandose el factor Xlll de la muestra con trombina para dar factor Xllla.
Ademas, la muestra se mezcla con B-caseina y etilamina, que sirven como substratos para la formacién de enlaces
de amida intermoleculares a través de factor Xllla. Para identificar cuantitativamente amoniaco liberado en esta
reaccion, la muestra se mezcla adicionalmente con NADPH (amida de acido nicotinico-adenina-dinucleotido-fosfato-
hibrido) y con componentes de una reaccidon de indicador dependiente de NADPH, esto es, con glutamato-
dehidrogenasa (GLDH) y a-cetoglutarato. En presencia de amoniaco, GLDH transforma a-cetoglutarato en
glutamato. Esta reaccion consume adicionalmente NADPH, y se produce NADP+ (amida de acido nicotinico-
adenina-dinucleétido-fosfato), la forma oxidada de NADPH. NADP+ tiene un espectro de absorcion diferente que
NADPH, de modo que la absorcién (también llamada extincién o densidad 6ptica) de la carga de ensayo se modifica
proporcionalmente al consumo de NADPH, y con ello proporcionalmente a la cantidad de amoniaco, y por
consiguiente proporcional a la cantidad, o bien actividad de factor XIII. Alternativamente, en esta carga de ensayo se
puede emplear NADH en lugar de NADPH. En contrapartida a NAD (P) +, NAD (P) H posee un maximo de absorcion
en aproximadamente 340 nm, ademas de un maximo de absorcién en aproximadamente 260 nm. La posicion exacta
de maximos de absorcion depende generalmente de diversos parametros, en especial de las constantes de
dielectricidad y del valor de pH de la disolucién. En general, el maximo de absorcién de NAD (P) H se sitda en el
intervalo de 335 a 345 nm. La medida de la modificacion de la absorcién de la carga de ensayo en una longitud de
onda de 340 nm posibilita la determinacién cuantitativa del factor XlIl en una muestra.

La EP 336 353 A2, o bien Fickenscher et al. (Thromb Haemost. 1991, 65 (5): 535-40) describen un procedimiento
similar, con el que se cuantifica factor Xlll a través del amoniaco liberado. La EP 336 353 A2 describe un
procedimiento para la determinacién de factor Xlll en muestra de plasma no tratadas previamente, que contienen
fibrina. Para suprimir la produccion de coagulo de fibrina en la carga de reaccion, la muestra se mezcla
adicionalmente con un inhibidor de agregacion de fibrina. El factor Xlll de la muestra se activa con trombina en
presencia de iones ca* para dar el factor Xllla. Ademas se mezcla la muestra con un péptido sintético, que contiene
glutamina, y éster etilico de glicina, que sirven como substratos para la formacion de enlaces de amida
intermoleculares mediante factor Xllla. Para identificar cuantitativamente el amoniaco liberado en esta reaccion, la
muestra se mezcla adicionalmente con NADH (amida de acido nicotinico-adenina-dinucleétido-hidruro) y con
componentes de una reaccion de indicador dependiente de NADH, esto es, con glutamato-dehidrogenasa (GLDH) y
a-cetoglutarato. En presencia de amoniaco, GLDH transforma a-cetoglutarato en glutamato. Esta reaccion consume
adicionalmente NADH, y se produce NAD+, la forma oxidada de NADH. NAD+ tiene un espectro de absorcién
diferente que NADH, de modo que la absorcién de la carga de ensayo se modifica proporcionalmente al consumo de
NADH, y con ello proporcionalmente a la cantidad de amoniaco, y por consiguiente proporcionalmente a la cantidad,
0 bien actividad de factor XllI. Alternativamente, en esta carga de ensayo se puede emplear NADPH en lugar de
NADH. La medida de la modificacion de la absorcidon de la carga de ensayo a una longitud de onda de 340 nm
posibilita la determinaciéon cuantitativa del factor Xlll en una muestra. Un ensayo comercial, que se basa en el
principio de ensayo descrito en la EP 336 353 A2, es el ensayo Berichrom® F Xlll de Siemens Healthcare
Diagnostics.
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Los procedimientos descritos tienen el inconveniente de ser relativamente sensibles frente a substancias
interferentes intrinsecas de la muestra. Muestras de pacientes en casos aislados pueden contener concentraciones
andémalamente elevadas de una o varias substancias intrinsecas, es decir, endégenas, que se muestran
interferentes al sobrepasar una concentracién tolerable en procedimientos de deteccion fotométricos, y pueden
provocar un fallo sistematico. Como es sabido, muestras de plasma hemoliticas, ictéricas y/o lipémicas, las
denominadas muestras HIL, que disponen de concentraciones de hemoglobina, bilirrubina y/o triglicérido
anomalamente elevadas, ocasionan problemas. Concentraciones andmalamente elevadas de estas substancias
interferentes se pueden ocasionar mediante un estado patolégico del paciente, o bien mediante una obtenciéon o
almacenaje de muestra inapropiados.

Por consiguiente, la presente invencién tomaba como base la tarea de poner a disposicién un procedimiento para la
determinacion de factor Xlll, que fuera menos propenso a averias frente a substancias interferentes intrinsecas de la
muestra. En especial existia la tarea deponer a disposicion un procedimiento que posibilitara la determinacion de
factor XIIl en muestras con concentraciones elevadas de hemoglobina, bilirrubina y/o triglicérido.

La tarea se soluciona modificandose un procedimiento conocido para la determinacion de factor XllI, en el que

a) la muestra se mezcla con I. una substancia para la activacion del factor XlIl para dar el factor Xllla (por
ejemplo con trombina en presencia de iones Ca2+), Il. con un substrato aceptor para factor Xllla (por
ejemplo con un péptido que contiene glutamina), Ill. con un substrato donador de grupos amino para factor
Xllla (por ejemplo con una amina primaria), IV. con NADH o NADPH, y V. con un agente que, en presencia
de amoniaco, puede oxidar NADH para dar NAD+ (por ejemplo constituido por glutamato-dehidrogenasa y
a-cetoglutarato), y

b) se mide la modificacion de la absorcién de la carga de ensayo,

de modo que en lugar de NADH o NADPH se emplea un analogo de NADH o NADPH, un denominado analogo de
NAD (P) H, que presenta un maximo de absorcién, que se sitla por encima de 350 nm, siendo el analogo de NAD
(P) H tio-NAD (P) H o seleno-NAD (P) H.

Para la simplificacion se emplea el término NAD(P)H, si las explicaciones se refieren tanto a la forma fosforilada,
como también a la forma no fosforilada de NADH, es decir, si con NADH y NADPH nos referimos a lo mismo. El
término NAD(P)+ se emplea si las explicaciones se refieren tanto a la forma fosforilada, como también a la forma no
fosforilada de NADH en estado oxidado, es decir, si con NAD+ y NADP+ nos referimos a lo mismo.

En el sentido de la presente invencion, bajo el concepto "analogo de NAD (P) H" se debe entender una substancia
que, al igual que NAD (P), puede actuar como cosubstrato para una deshidrogenasa dependiente de NAD (P) H, que
transforma amoniaco. Segun la invencién se debe tratar de un andlogo en el que la forma oxidada y la forma
reducida tienen diferentes maximos de absorcion, situdndose el maximo de absorcion de la forma reducida del
analogo de NAD (P) H por encima de 350 nm.

En el caso de analogos de NAD (P) H se trata preferentemente de compuestos organicos, ciclicos y heterociclicos,
que permiten una reaccion redox basada en el concepto de transferencia de un ion hidruro, es decir, una reaccién
redox en la que se transfiere el equivalente de un protén con dos electrones.

En este caso se incluyen compuestos organicos, preferentemente compuestos heterociclicos, que se pueden
transformar de una forma quinoide en el caso de reduccién, es decir, absorciéon de un ion hidruro, en una forma
benzoide, y viceversa. En especial son preferentes derivados de piridina. En este caso son preferentes analogos
estructurales de nicotinamida.

Existen analogos estructurales de NAD (P) H, en los que el grupo nicotinamida de NAD (P) H se substituy6 por otro
grupo. En este caso son preferentes compuestos organicos, ciclicos y heterociclicos, que permiten una reaccién
redox basada en el concepto de transferencia de un ion hidruro, es decir, una reaccion redox, en la que se transfiere
el equivalente de un proton con dos electrones. En este caso se incluyen en especial compuestos organicos,
preferentemente compuestos heterociclicos, que se pueden transformar de una forma quinoide en el caso de
reduccion, es decir, absorcién de un ion hidruro, en una forma benzoide, y viceversa. En especial son preferentes
derivados de piridina.

En el caso de derivados de piridina para el empleo en el procedimiento segln la invencién se deben excluir analogos
que estan provistos de un substituyente en posicion 4 del anillo de piridina, por ejemplo dinucleétido de 4-
metilnicotinamida-adenina. Si bien tales analogos se pueden reducir por via quimica, a modo de ejemplo mediante
ditionita (M. Jarman and F. Searle: Potential conenzyme inhibitors V - The synthesis and some properties of 4-
methylnicotinamide adenine dinucleotide, Biochemical Pharmacology, vol. 21, 455-464, 1972), apenas son
apropiados para una transferencia de iones hidruro catalizada por via enzimatica por motivos estéricos.
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Existen también anéalogos estructurales de NAD (P) H, en los que el grupo piridina porta una cadena lateral en
posicion 3. Como substituyentes entran en consideracién preferentemente compuestos carbonilicos, a modo de
ejemplo un grupo aldehido, acetilo, acido carboxilico, tioaldehido, tioacetilo, acido tiocarboxilico, amida de acido
tiocarboxilico, selenoaldehido, selenoacetilo, acido selenocarboxilico, amida de acido selenocarboxilico, etc.

Existen ademas analogos estructurales de NAD (P) H con los analogos de piridina 3-acetilpiridina, 3-(carb)-aldehido-
piridinas, tionicotinamida y selenonicotinamida. De este grupo es especialmente preferente la tionicotinamida.

Los maximos de absorciéon de seleno-NAD (P) H, tio-NAD (P) H, 3-acetilpiridina-adenosindinucleétido hidruro y 3-
aldehido-piridina-adenosindinucleétido hidruro se sitian de modo que la reaccidn se puede seguir, a modo de
ejemplo, en aproximadamente 417 nm, 400 nm, 365 nm y 358 nm en cada caso (Werner Hensel, Dagmar Rakow,
Wolfram Christ: Convenient method for preparation and purification of nicotinamide mononuclecotide analogs.
Analytical Biochemistry, 68, 128-137, 1975; Christ, W. and Coper H.: Properties of selenonicotinamide-adenine
dinucleotide phosphate, an analogue of NADP. FEBS Letters, vol. 2, Number 4, 267-269).

El documento US 7 195 891 B2 describe que en un procedimiento espectrométrico para la identificacion de
mieloperoxidasa (un marcador de infeccion, o bien inflamacién) se pueden emplear NADH, NADPH, tio-NADH, tio-
NADPH, acetil-NADH o acetil-NADPH (R)-lactato, al igual que aceptores de electrones.

El documento CN-A-101477129 describe un procedimiento de identificacién especifico, sensitivo y poco propenso a
errores, en el que se emplean, entre otras, las substancias oxidadas NAD", NADP" y/o tio-NAD".

Analogos de NAD (P) H pueden presentar otras propiedades cinéticas enzimaticas que NAD (P) H. A modo de
ejemplo, los analogos se pueden hacer reaccionar con mayor dificultad. Esto se puede compensar mediante
adaptacion de la concentracion del analogo, del enzima o de otros componentes en la carga de reaccion, al menos
parcialmente, desarrollandose la reaccion ain en medida suficiente. Un analogo que no se puede transformar por un
enzima correspondiente, 0 que se presenta incluso como inhibidor, no corresponde a la invencion. A modo de
ejemplo, se puede partir de que los andlogos de piridina con un substituyente en posicién 4, por ejemplo 4-
metilnicotinamida-adenina-dinucledtido, no son apropiados (véase anteriormente).

La busqueda, o bien el hallazgo de analogos de NAD (P) H se puede efectuar con ayuda de reacciones enzimaticas,
que se catalizan por dehidrogenasas dependientes de NAD (P) H. A modo de ejemplo, los sistemas que se emplean
también en un ensayo F Xlll se pueden emplear en un correspondiente procedimiento de rastreo. Para la
identificacion de analogos de NAD (P) H, que son apropiados para empleo en el procedimiento segin la invencion,
en primer lugar se determinan preferentemente sus propiedades espectrales. Preferentemente se determinan las
propiedades espectrales de la forma reducida. Un analogo debe presentar un maximo de absorciéon por encima de
350 nm. El correspondiente analogo se afiade a una disolucion de ensayo, y se sigue la modificacion de la absorcion
en el intervalo de longitudes de onda relevante. En este caso, el analogo se emplea preferentemente en diferentes
concentraciones. A modo de ejemplo, a tal efecto se pueden pipetear 20 um de una disolucion de la forma reducida
de un analogo con diferentes concentraciones en 2880 ul de una disolucién de ensayo, pH 7,9, que contiene 84,7
mM de tampén imidazol, 13,6 mM de 2-oxoglutarato, 217 mM de acetato aménico, 0,9 mM de tetraacetato de
etilendiamina y 1,7 mM de adenosin-5'-difosfato. Si se hace reaccionar, es decir, si se oxida el analogo reducido, se
efectla un descenso de la absorcién, que se puede seguir por via fotométrica.

La sintesis de analogos de NAD (P) H se puede efectuar a través de analogos de piridina, que se sintetizan en
primer lugar por via quimica, se alquilan igualmente por medio de procedimientos quimicos para dar los analogos de
mononucledtido, para condensarse después, a modo de ejemplo, por via enzimatica con ayuda de una NAD-
pirofosforilasa, o por via quimica con adenosintrifosfato (ATP) o adenosindifosfato (ADP) para dar el correspondiente
analogo de NAD (P) +, o bien NAD (P) H-. Por regla general, de este modo se sintetiza en primer lugar la forma
oxidada, es decir, el analogo de NAD (P)+. La reduccion de difosfopiridinnucle6tido, o bien del analogo de NAD (P)+,
se puede efectuar, a modo de ejemplo, mediante ditionita (Werner Hensel, Dagmar Rakow, Wolfram Christ:
Convenient method for preparation and purification of nicotinamide mononucleotide analogs, Analytical Biochemistry,
68, 128-137, 1975; M. Jarman and F. Searle: Potential coenzyme inhibitors V-The synthesis and some properties of
4-methylnicotinamide adenine dinucleotide, Biochemical Pharmacology, vol. 21, 455-464, 1972).

Ya que tio-NAD (P) H presenta un maximo de absorcion que se sitla muy especialmente en el intervalo de onda
mas larga en comparacién con otros analogos, ademas se puede transformar convenientemente por la mayor parte
de dehidrogenasas por via enzimatica, es relativamente estable y se encuentra disponible comercialmente, éste
analogo de NAD (P) H es preferente de modo muy especial. Otro analogo de NAD (P) H preferente es seleno-NAD
(P) H.

Tio-NADH (amida de &cido tionicotinico-adenina-dinucleétido-hidruro), o bien tio-NADPH (amida de &cido
tionicotinico-adenina-dinucledtido-fosfato-hidruro), se pueden oxidar de modo analogo a NADH y NADPH, esto es,
para dar tio-NAD+, o bien tio-NADP+, y como es sabido disponen de propiedades opticas diferentes a las de NADH,
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0 bien NADPH, de modo que se puede medir una modificacién de la absorcién a consecuencia de la oxidacién para
dar tio-NAD+, o bien tio-NADP+, con longitudes de onda de aproximadamente 340 nm a aproximadamente 430 nm.

Un objeto de la presente invencion es el empleo de tio-NADH, o bien tio-NADPH (es decir, tio-NAD (P) H) en un
procedimiento para la determinacion de factor XlIl en una muestra.

Otro objeto de la presente invencion es el empleo de seleno-NADH, o bien de seleno-NADPH (es decir, seleno-NAD
(P) H) en un procedimiento para la determinacion de factor XIll en una muestra.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento para la determinacion de factor Xlll en una muestra, en
el que

a) la muestra se combina con uno o varios reactivos que contienen

I. una substancia o una mezcla de substancias para la activacion del factor XlIl para dar el factor
Xllla,

1. un substrato aceptor para factor Xllla con al menos un grupo glutaminilo,
I1l. un substrato donador de grupos amino para factor Xllla,
IV. un analogo de NAD (P) H con un maximo de absorcién que se sitda por encima de 350 nm, y

V. un agente que, en presencia de amoniaco, es capaz de oxidar NAD (P) H para dar NAD (P) + o
un analogo de NAD (P) H para dar el correspondiente analogo de NAD (P) +,

y

b) se mide la modificacién de la absorcién de la carga de ensayo,
y siendo el analogo de NAD (P) H tio-NAD (P) H o seleno-NAD (P) H.

Como substancia para la activacion del factor XllIl para dar factor Xllla es apropiada en especial trombina, a modo de
ejemplo de origen animal o bovino, o también trombina obtenida por via recombinante. Del mismo modo son
apropiadas substancias o mezclas de substancias, como por ejemplo factor Xa, el veneno de serpiente ecarina, o
una mezcla de Tissue factor, fosfolipidos e iones Ca2+, gue ocasionan indirectamente una activacion del factor XlII,
activando directa o indirectamente la protrombina contenida en la muestra, que activa a su vez el factor XIII.

Bajo el concepto "substrato aceptor para factor Xllla con al menos un grupo glutaminilo" se debe entender un
polipéptido 0 mimético de péptido, que presenta al menos un grupo glutaminilo, a modo de ejemplo del aminoacido
amida de acido glutdmico. Substratos aceptores conocidos para factor Xllla son, por ejemplo, B-caseina, asi como
una pluralidad de péptidos sintéticos. Se describen péptidos sintéticos apropiados, a modo de ejemplo, en la EP 314
023 A2.

Bajo el concepto "substrato donador de grupos amino para factor Xllla" se debe entender en especial aminas
primarias. Aminas primarias preferentes son etanolamina, putrescina, cadaverina, diaminoetano, aminoetano.
Aminas primarias especialmente preferente son glicinetiléster o glicinmetiléster.

Un "agente que es capaz de oxidar NADH para dar NAD+ en presencia de amoniaco" es preferentemente un
sistema enzima/substrato que comprende un enzima y un substrato para el enzima, actuando el enzima
cataliticamente sobre el substrato, y oxidando, en este caso en presencia de amoniaco, NADH para dar NAD+, o
bien NADPH para dar NADP+ (es decir, NAD (P) H para dar NAD (P) +), y con ello también tio-NADH para dar tio-
NAD+, o bien tio-NADPH para dar tio-NADP+, u otros analogos de NAD (P) H segun la invencion.

Sistemas enzima/substrato apropiados son dehidrogenasas y sus substratos, que hacen reaccionar NAD (P), o bien
analogos de NAD (P) H como cofactor conjuntamente con amoniaco. En este caso se trata en especial de
dehidrogenasas de aminoacido, como dehidrogenasas de D-aminoacido y dehidrogenasas de L-aminoacido. Son
ejemplos a tal efecto la alanin-, glutamato-, serin-2-, valin-, leucin-, glicin-, lisin-, triptéfano-, fenilalanin-, aspartato-,
diaminopimelato-, N-metilalanin-, L-eritro-3,5-diaminohexanoato- y la 2,4-diaminopentanoato-dehidrogenasa. Los
respectivos substratos para el sentido de reaccidon de aminacion descrito son amoniaco, asi como los respectivos
compuestos oxo. Correspondientemente al orden de los anteriores ejemplos, éstos son los 2-oxoécidos para las
dehidrogenasas de aminoacido, asi como piruvato, alfa-cetoglutarato (2-oxoglutarato), 3-hidroxipiruvato, 3-metil-2-
oxobutanoato, 4-metil-2-oxopentanoato, glioxilato, 1,2-didehidropiperidin-2-carboxilato, indol-3-il-piruvato,
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fenilpiruvato, oxaloacetato, L-2-amino-6-oxiheptanodioato, piruvatos y metilamina, (S)-5-amino-3-oxohexanoatos, y
L-2-amino-6-oxoheptanodioatos. Por lo tanto, sistemas enzima/substrato apropiados son, por ejemplo, el sistema
glutamato-dehidrogenasa/cetoglutarato o el sistema alanindehidrogenasa/piruvato, o el sistema serin-2-
dehidrogenasa/3-hidroxipurivato, o el sistema valindehidrogenasa/3-metil-2-oxobutanoato, o el sistema leucin-
dehidrogenasa/4-metil-2-oxopentanoato, o el sistema glicindehidrogenasa/glioxilato, o el sistema lisin-
dehidrogenasa/l,2-didehidropiperidin-2-carboxilato, o el sistema fenilalanina/fenilpiruvato, o el sistema aspartato-
dehidrogenasal/oxaloacetato, o el sistema glucosa-6-fosfato-dehidrogenasa/D-glucono-1,5-lactona-6-fosfato.

En una forma preferente de ejecucién del procedimiento segln la invencién se mezcla la muestra, preferentemente
una muestra de plasma, de modo adicional con un inhibidor de agregacion de fibrina. Inhibidores de agregacion de
fibrina son substancias que impiden la agregacion de monémeros de fibrina inducidos por trombina. De este modo
se impide la produccion de un coagulo de fibrina en una muestra que contiene fibrinégeno, que, por lo demas,
influiria negativamente sobre la medida de absorcion de la carga de ensayo. Inhibidores de agregacion de fibrina
preferentes son péptidos sintéticos, como por ejemplo un péptido de la secuencia Gly-Pro-Arg-Pro (adquirible
comercialmente como Pefabloc®FG, Pentapham, Suiza). Otros péptidos preferentes, que se pueden emplear como
inhibidor de agregacion de fibrina, en especial el péptido preferente de la secuencia Gly-Pro-Arg-Pro-Ala, se
describen en la EP 456 152 A2.

En otra forma de ejecucion se mezcla la muestra adicionalmente con una substancia neutralizante de heparina, a
modo de ejemplo con bromuro de hexadimetrina, también conocido como Polybrene®, para eliminar la accion
inhibidora de trombina de heparina, que puede estar presente, por ejemplo, en muestras de pacientes sometidos a
terapia de heparina.

Los componentes | a V, que se mezclan con la muestra para dar una carga de ensayo, se pueden mezclar en cada
caso por separado, es decir, en forma de reactivos aislados y sucesivamente con la muestra; pero también pueden
estar reunidos en un Unico reactivo que se mezcla con la muestra en un Unico paso de pipeteado. El reactivo o los
reactivos comprenden preferentemente una matriz tampén en la que estan disueltas las substancias. Una matriz
tampon apropiada contiene, por ejemplo, HEPES, bicina, NaCl, albimina y/o agente conservante, como por ejemplo
azida sodica, y tiene preferentemente un valor de pH de 6,0 a 9,0, de modo especialmente preferente de 6,5 a 8,5.
Ya que para la activacién de FXIII son necesarios iones calcio, la matriz tampoén contiene ademas una sal de calcio,
preferentemente cloruro de calcio. El mezclado del reactivo o de los reactivos con la muestra se puede efectuar
manualmente o en aparatos de medida de coagulacién automaticos.

La cantidad de analogo de NAD (P) H, que se afiade a la carga de ensayo, se debe optimizar segin qué agente, que
es capaz de oxidar en presencia de amoniaco el andlogo de NAD (P) H para dar el correspondiente analogo de
NADP+, se emplee. En el caso de empleo del sistema glutamatodehidrogenasa/cetoglutarato, éste se selecciona, a
modo de ejemplo para tio-NADH, preferentemente de modo que la concentracion final de tio-NADH en la carga de
ensayo ascienda a 10-500 uM, preferentemente 50-400 uM.

En tanto en el procedimiento segun la invencidon se emplee el sistema glutamatodehidrogenasa/cetoglutarato como
agente que es capaz de oxidar NADH para dar NAD en presencia de amoniaco, la cantidad de
glutamatodehidrogenasa que se afiade a la carga de ensayo se selecciona de modo que la concentracion final en la
carga de ensayo asciende a 2-500 IU/mL, preferentemente 5-250 |U/mL.

Como material de muestra es apropiado en especial plasma que contiene fibrindgeno. No obstante, también en
plasma defibrinado se puede determinar factor Xlll conforme al procedimiento segin la invencién.

La medida de la modificacién de absorcion (AE) de la carga de ensayo se efectia con ayuda de un fotometro, que
comprende una fuente de luz, que envia un haz de luz a través de la carga de ensayo a medir, y un detector, que
mide la intensidad de la luz que atraviesa, y la transforma en una sefial eléctrica. La medida de la modificacion de
absorcion se efectlia con luz de una longitud de onda de aproximadamente 340 nm a aproximadamente 430 nm,
preferentemente con luz de una longitud de onda de aproximadamente 380 a aproximadamente 420 nm, de modo
muy especialmente preferente con luz de una longitud de onda de aproximadamente 390 a aproximadamente 410
nm. La absorcién que varia por unidad de tiempo se correlaciona con la actividad de factor XIIl. El descenso de la
absorciéon (E) de la carga de reaccion debido al consumo de tio-NADH, o bien tio-NADPH, es directamente
proporcional a la actividad de factor XIll en especial en el intervalo lineal de la cinética de reaccién. La actividad de
factor Xlll de una muestra se presenta preferentemente mediante la comparacién con una muestra de cubeta de
plasma normal, que presenta por definicion una actividad de factor XlIl de un 100 %.

Otro objeto de la presente invencidn es un kit de ensayo para la puesta en practica del procedimiento segun la
invencion para la determinacion de factor Xlll en una muestra, comprendiendo el kit de ensayo los siguientes
componentes:
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1. un primer reactivo que contiene una substancia o una mezcla de substancias para la activacion del factor
XIll para dar el factor Xllla, preferentemente trombina;

2. un segundo reactivo que contiene

* al menos un substrato aceptor con al menos un grupo glutaminilo para factor Xllla, preferentemente un
péptido sintético, que presenta al menos un resto glutaminilo como aceptor de amina,

* al menos un substrato donador de grupos amino para factor Xllla, preferentemente una amina primaria, y

* al menos un agente que, en presencia de amoniaco, es capaz de oxidar NAD (P) H para dar NAD (P) + o
un analogo de NAD (P) H para dar el correspondiente analogo de NAD (P) +, estando constituido el agente
preferentemente por glutamato-dehidrogenasa y cetoglutarato; y

3. un tercer reactivo que contiene al menos un analogo de NAD (P) H con un maximo de absorcion que se
sittia por encima de 350 nm, y siendo el analogo de NAD (P) H tio-NAD (P) H o seleno-NAD (P) H.

Los reactivos pueden contener adicionalmente agentes conservantes, sales, substancias tampodn y/o estabilizadores,
como por ejemplo azida sddica y albumina. Los reactivos se pueden disponer como reactivos liquidos o como
liofilizados. Para el caso de que algunos o todos los reactivos del kit de ensayo se presenten como liofilizados, el kit
de ensayo puede contener adicionalmente los disolventes necesarios para la disolucion de los liofilizados, como por
ejemplo agua destilada y/o tampones apropiados.

En un kit de ensayo preferente, el primer reactivo, que contiene trombina para la activaciéon del factor Xlll para dar
factor Xllla, comprende adicionalmente cloruro de calcio y/o un inhibidor de agregacién de fibrina y/o bromuro de
hexadimetrina.

Descripcion de figuras
Figura 1

Determinacion de factor Xl con tio-NADH. El descenso de absorcion de la carga de ensayo se comporta
proporcionalmente respecto a la concentracion de factor Xlll en la muestra (véase ejemplo 1).

Figura 2

Determinacion de factor Xl en muestras de plasma mezcladas con hemoglobina (véase ejemplo 2). La figura
superior muestra los resultados del ensayo NADH F XIll. La figura inferior muestra los resultados del ensayo tio-
NADH F Xl segun la invencion. Las lineas horizontales discontinuas marcan la desviaciéon del 10 % del valor de
partida a 0 mg/mL de hemoglobina. El ensayo tio-NADH F Xl sobrepasa el limite del 10 % so6lo con
concentraciones de hemoglobina sensiblemente méas elevadas en comparacion con el ensayo NADH F XIlI
conocido.

Figura 3

Determinacion de factor XIll en muestras de plasma mezcladas con colesterol (véase ejemplo 2). La figura superior
muestra los resultados del ensayo NADH F XIll. La figura inferior muestra los resultados del ensayo tio-NADH F XIlI.
Las lineas horizontales discontinuas marcan la desviacion del 10 % del valor de partida a 0 mg/mL de colesterol. En
contrapartida con el ensayo NADH F XIlIl conocido, el ensayo tio-NADH F XIlII segun la invencién no sobrepasa en
absoluto el limite del 10 % a las concentraciones de colesterol sometidas a ensayo en este caso.

Figura 4

Determinacion de factor XIll en muestras de plasma mezcladas con bilirrubina (véase ejemplo 2). La figura superior
muestra los resultados del ensayo NADH F XllII. La figura inferior muestra los resultados del ensayo tio-NADH F XIlI
segun la invencién. Las lineas horizontales discontinuas marcan la desviacion del 10 % del valor de partida a 0
mg/mL de bilirrubina. En contrapartida con el ensayo NADH F XlII conocido, el ensayo tio-NADH F Xl segun la
invencién no sobrepasa en absoluto el limite del 10 % a las concentraciones de bilirrubina sometidas a ensayo en
este caso.

Ejemplos

Ejemplo 1
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Determinacion de factor XlIl por medio de tio-NADH s egun la invencién

Se obtuvo los siguientes reactivos.

Reactivo activador (pH 8,3):

* tio-NADH 292 puM (Oriental Yeast Company, Rotterdam, Holanda)

* trombina de vaca (10 1U/mL)

* Gly-Pro-Arg-Pro-Ala-amida como inhibidor de agregacion de fibrina (2 g/L)

* cloruro de calcio (1,2 g/L)

* bromuro de hexadimetrina (10 mg/L)

* albdimina de vaca

* tampodn bicina (100 mmol/L)

Reactivo de identificacion (pH 6,5):

* glutamatodehidrogenasa 260 (IU/mL)

* Leu-Gly-Pro-Gly-GIn-Ser-Lys-Val-lle-Gly-amida como substrato aceptor de F XlII (2,4 g/L)

* ADP

* glicinetiléster (1,4 g/L)

* a-cetoglutarato (2,7 g/L)

* albdimina de vaca

* tampon HEPES (10 mmol/L)

Para el ensayo se reunieron en una cubeta y se incubaron a 37°C en el analizador de coagulacion BCS®-XP
(Siemens Healthcare Diagnostics Products, GmbH, Marbung, Alemania) 75uL de reactivo activador, 75uL de
reactivo de identificacion y 75uL de muestra. Después de 5 minutos se inicié la medida de la absorcion a una
longitud de onda de 405 nm. Para la valoracién se calculé la modificacién de la absorcion por minuto a 405 nm en un
intervalo de tiempo de 60 segundos - 350 segundos tras el inicio de la medida. Para el calibrado se empleé plasma
humano standard (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marbung, Alemania) como patréon con una
concentracion de factor XlIl de un 102 % de la norma (porcentaje de norma). Se obtuvo puntos de calibrado con
concentracion de factor Xlll mas reducida mediante dilucion del patrén en disolucién de NaCl al 0,9 %, puntos de
calibrado con concentracién de factor Xlll mas elevada mediante un volumen elevado de patrén en el ensayo. La
figura 1 muestra una curva de calibrado tipica.

Ejemplo 2

Determinacion de factor Xl por medio de tio-NADH e  n muestras de HIL segun la invencion

Se mezcl6é plasma humano standard (SHP, Siemens Healthcare Diagnostics) con concentraciones crecientes de
hemoglobina, bilirrubina, triglicéridos o colesterol, que se afiadieron con dosificaciéon al plasma en cada caso en un
volumen constante. A tal efecto se mezclaron 540 pL de SHP con 60 pL de una disolucion de la respectiva
substancia en diferentes concentraciones. A tal efecto se disolvi6 hemoglobina en disolucién salina tri-tamponada
(TBS: NaCl 150 mM, tris 50 mM, pH 7,6), colesterol en TBS con 40 mg/mL de albdmina de suero humana, y
bilirrubina disuelta en NaOH 0,05 M y el SHP. Para la determinacion del valor de partida se mezclaron 540 pL de
SHP con 60 pL de la respectiva disolucion tampon sin substancia afiadida. A continuacion se determind la actividad
de factor XIlIl de las muestras de plasma mezcladas de este modo con ayuda del procedimiento segun la invencién,
por medio de tio-NADH (véase ejemplo 1) en determinacion triple. Como comparacion se determinaron las mismas

muestras con ayuda del ensayo Berichrom® FXIII (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg,
Alemania), en el que se emplea NADH, segun los datos del fabricante en determinacion triple. En el caso de una
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desviacion de los resultados de medida para las muestras mezcladas de los resultados de medida para las muestras
no mezcladas de mas de un 10 % se da una interferencia, es decir, no es posible una determinacion de factor Xl

fiable.

Los resultados para las muestras mezcladas con hemoglobina, colesterol y bilirrubina se representan en las figuras 2

a4.

En la tabla 1 se indican las concentraciones de substancias interferentes hasta la que no se observa una
interferencia con el ensayo Berichrom® FXIII (abreviado: ensayo NADH F XllII), o bien con el procedimiento segin la
invencion (abreviado: ensayo tio-NADH F XIII). La comparacién de ambos ensayos muestra que el ensayo segun la
invencioén tolera concentraciones de substancias interferentes mas elevadas, es decir, es menos propenso a fallos
frente a substancias interferentes intrinsecas de la muestra. En el caso de las substancias interferentes colesterol, o
bien bilirrubina, el ensayo tio-NADH segun la invencion tolera incluso la cantidad afiadida con dosificacion maxima,
de modo que una interferencia se presenta probablemente sé6lo a concentraciones mas elevadas que en la tabla 1.

ES 2436072 T3

Tabla 1
Sin interferencia hasta:
Ensayo F XllI Hemoglobina Colesterol bilirrubina
NADH 4 mg/mL 4 mg/mL 0,36 mg/mL
Tio-NADH 8 mg/mL 5 mg/mL 0,6 mg/mL
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REIVINDICACIONES
1.- Procedimiento para la determinacion de factor Xlll en una muestra, en el que
a) la muestra se combina con uno o varios reactivos que contienen

I. una substancia o una mezcla de substancias para la activacion del factor Xlll para dar el factor
Xllla,

1. un substrato aceptor para factor Xllla con al menos un grupo glutaminilo,
I1l. un substrato donador de grupos amino para factor Xllla,
IV. un analogo de NAD (P) H con un maximo de absorcién que se sitta por encima de 350 nm, y

V. un agente que, en presencia de amoniaco, es capaz de oxidar NAD (P) H para dar NAD (P) + o
un analogo de NAD (P) H para dar el correspondiente analogo de NAD (P) +,

y

b) se mide la modificacién de la absorciéon de la carga de ensayo, y siendo el analogo de NAD (P) H tio-
NAD (P) H o seleno-NAD (P) H.

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, mezclandose ademas la muestra con un inhibidor de agregacion de
fibrina en el paso a).

3.- Procedimiento segln una de las reivindicaciones precedentes, siendo trombina la substancia para la activaciéon
del factor XIlI para dar factor Xllla.

4.- Procedimiento segln una de las reivindicaciones precedentes, siendo el substrato aceptor para factor Xllla con
al menos un grupo glutaminilo un polipéptido que presenta al menos un resto glutamina como aceptor de amina.

5.- Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes, siendo el substrato donador de grupos amino
para factor Xllla una amina primaria, preferentemente una amina primaria del grupo etanolamina, putrescina,
cadaverina, diaminoetano, aminoetano, glicinetiléster y glicinmetiléster.

6.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo el agente que, en presencia de
amoniaco, es capaz de oxidar NAD (P) H para dar NAD (P) + o un andlogo de NAD (P) H para dar el
correspondiente analogo de NAD (P) + un enzima y un substrato para el enzima.

7.- Procedimiento segun la reivindicacion 6, siendo el enzima glutamatodehidrogenasa y el substrato para el enzima
a-cetoglutarato.

8.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, mezclandose la muestra ademas con una
substancia neutralizante de heparina en el paso a), preferentemente con bromuro de hexadimetrina, y/o con cloruro
de calcio.

9.- Procedimiento segln una de las reivindicaciones precedentes, midiéndose la modificacion de la absorcion de la
carga de ensayo con luz de una longitud de onda de aproximadamente 340 nm a aproximadamente 430 nm,
preferentemente con luz de una longitud de onda de aproximadamente 380 nm a aproximadamente 420 nm, de
modo muy especialmente preferente con luz de una longitud de onda de aproximadamente 390 a aproximadamente
410 nm.

10.- Empleo del analogo de NAD (P) H tio-NAD (P) H en un procedimiento para la determinacion de factor Xl en
una muestra.

11.- Empleo del analogo de NAD (P) H seleno-NAD (P) H en un procedimiento para la determinacién de factor XIll
en una muestra.

12.- Kit de ensayo para la puesta en practica de un procedimiento para la determinacién de factor Xlll en una
muestra, comprendiendo el kit de ensayo los siguientes componentes:

10
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a. un primer reactivo que contiene una substancia o una mezcla de substancias para la activacion del factor
XIll para dar el factor Xllla, preferentemente trombina;

b. un segundo reactivo que contiene

* al menos un substrato aceptor con al menos un grupo glutaminilo para factor Xllla,

* al menos un substrato donador de grupos amino para factor Xllla, preferentemente una amina primaria, y
* al menos un agente que, en presencia de amoniaco, es capaz de oxidar NAD (P) H para dar NAD (P) + o
un analogo de NAD (P) H para dar el correspondiente analogo de NAD (P) +, estando constituido el agente

preferentemente por glutamato-dehidrogenasa y a-cetoglutarato; y

C. un tercer reactivo que contiene al menos un analogo de NAD (P) H con un maximo de absorcion que se
sita por encima de 350 nm, y siendo el analogo de NAD (P) H tio-NAD (P) H o seleno-NAD (P) H.

13.- Kit de ensayo segun la reivindicacién 12, conteniendo el primer reactivo trombina para la activacion del factor
Xl para dar factor Xllla, y adicionalmente cloruro de calcio y/o inhibidor de agregacién de fibrina y/o bromuro de
hexadimetrina.

11
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

100

©90

[%

=80

Factor X

60

Ensayo NADH FXIlII

Colesterol [mg/mL]

100

Factor XlII [% d. N.
~ o) ©
o o o

(o2}
o

Ensayo tio-NADH FXIII

Colesterol [mg/mL] ~

14




ES 2436072 T3

Figura 4
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