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DESCRIPCION
Método de test de control de calidad de una muestra que contiene factor XIlI
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a un método de test de control de calidad de una muestra que contiene Factor XIII (FXIIl) que
comprende el paso de detectar la presencia de y/o medir la concentracion de FXIIl preactivado (FXIlla®) en dicha
muestra y a un kit de control de calidad para determinar la calidad de una muestra que contiene Factor Xl (FXIII).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La coagulacion de la sangre es un proceso que consiste en una interaccion compleja de diversos componentes (o
factores) de la sangre que da lugar a un coagulo de fibrina. Generalmente, los componentes de la sangre, que
participan en lo que se ha denominado la "cascada" de la coagulacion, son proteinas enzimaticamente inactivas
(proenzimas o zimoégenos) que se convierten en enzimas proteoliticas por la acciéon de un activador (lo cual en si
mismo es un factor de coagulacion activado). Los factores de coagulacion que han sufrido una conversién de este
tipo se conocen generalmente como "factores activos”, y se designan por la adicién de la letra "a" al nombre del
factor de coagulacion (v.g., Factor Xllla).

FXIIl se encuentra predominantemente en la forma de zimégeno en cualesquiera de FXIII recombinante (FXIII-Ay),
FXIl plasmatico (FXIlI-AzB2) o FXIII intracelular (FXIII-Az). En el plasma, durante la coagulacion de la sangre,
predomina el camino de activaciéon de la trombina. La trombina escinde un peptldo de activacion de 37 residuos de
aminoacido de la parte N-terminal de cada subunidad FXIII-A y en presencia de ca® genera la forma activa FXllla'.

Inversamente, El FXIIl intracelular no es accesible a la trombina y se ha observado que ocurre activacion no
proteolitica en ciertas condiciones para producir una especie FXlllactiva, (FXlla®) que contiene la totalidad de los
aminoacidos 1-731 en cada subunidad FXIII-A y por tanto no ha sido escindida por trombina activada (Polgar et al.
(1990) Biochem. J. 267, 557-560).

Para pacientes con hemofilia grave, se administran factores de coagulacion de la sangre, tales como FXIII para
ayudar al proceso de coagulacion de la sangre. FXIIl debe administrarse en su forma inactiva/zimégeno, que se
activara naturalmente en primer lugar in vivo a demanda, v.g. cuando ocurre una laceracion. Como un parametro de
calidad del producto, el contenido de FXIII preactivado (FXIllla®) precisa ser medido y mantenerse en un minimo. Sin
embargo, existe una probabilidad de que ciertas cantidades de FXIIl puedan activarse no proteoliticamente a FXIlla°
en una formulacién farmacéutica, lo que podria aumentar por consiguiente el riesgo de coagulacion inespecifica.

Existe por tanto una gran necesidad de un método de medida de la calidad de una formulacion que contenga FXIII
para asegurar la seguridad de productos de FXIIl y asegurar que el tratamiento de la hemofilia esta optimizado.

La publicacion Karges H.E. et al., Seminars in Thrombosis and Hemostasis (1996) vol. 22, No. 5, paginas 427-436,
propugna el ensayo de preparaciones terapéuticas del factor Xlll respecto a la presencia de agentes infecciosos
(por ejemplo, virus) como procedimiento para controlar la calidad (seguridad) de las preparaciones (véase el
resumen)

SUMARIO DE LA INVENCION

Conforme a un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método de ensayo del control de calidad de una
muestra que contiene Factor XIIl (FXIII) que comprende el paso de deteccion de la presencia de y/o la medida de la
concentracion de FXIII preactivado (FXIIla®) en dicha muestra.

Conforme a un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un kit de control de calidad para determinar la
calidad de una muestra que contiene Factor XIll (FXIIl) que comprende la deteccion de FXIII preactivado (FXIlla®)
y/o la medida de los componentes e instrucciones para utilizar dicho kit conforme a los métodos que se definen en
esta memoria.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la potencia de FXIIl y el % de FXIlla® medidos en presencia de cantidades variables de
Ca®. Los paneles de la izquierda muestran %FXIIIa y los paneles de la derecha muestran la potencia
relatlva Los paneles superiores muestran Ca®" desde 0,05 mM a 5 mM y los paneles inferiores muestran
Ca®* desde 1 mM a 50 mM;
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la Figura 2 muestra la potencia de FXIIl y el % de FXIllla® medidos en presencia de cantidades variables de
NaCl. El panel izquierdo muestra %FXIllla°, y el panel derecho muestra la potencia relativa normalizada a
NaCl 150 mM;

la Figura 3 muestra la potencia, FXllla® y %FXllla® medidos en funcién del pH. El panel superior izquierdo es
la actividad de FXIlla® en RFU/s/nM, el panel inferior izquierdo es la potencia relativa en funcién del pH y el
panel superior derecho es el % de FXIlla°® resultante. La potencia relativa esta normalizada para pH 7,4;

la Figura 4 muestra la influencia del componente tampon en la potencia, FXllla® y %FXIllla®. El panel superior
izquierdo demuestra actividad de FXllla® en RFU/s/nM, el panel inferior izquierdo demuestra la potencia
relativa en funcion del tampon y Ca®, y el panel superior derecho demuestra el %FXllla° resultante. Todos
los ensayos se realizaron a pH 7,4 en el componente tampén y Ca®* 16 5 mM como se indica. La potencia
relativa se normalizé a Hepes con CaCl, 1 mM;

la Figura 5 muestra cromatogramas HPLC de intercambio aniénico con FXIlI-A; zimégeno (Figura 5A) y
FXllla® activado (Figura 5B); y

la Figura 6 muestra el principio del ensayo que muestra la sefial de FXIIl + trombina y en ausencia de
trombina. En presencia de FXIII no se detecta aumento alguno en la fluorescencia a lo largo del tiempo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Conforme a un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método en ensayo de control de calidad de una
muestra que contiene Factor Xl (FXIIl) que comprende el paso de detectar la presencia de y/o medir la
concentracion de FXIII preactivado (FXIIla®) en dicha muestra.

La invencién proporciona un metodo para medir la actividad de FXIII en ausencia de trombina, por lo que tanto
FXllla® como FXllla ya formado en una muestra produciran sefal. Esta actividad se conoce como FXllla, dado que
el mecanismo de activacion no se distingue. En realidad, FXllla*se detecta facilmente por métodos estandar de
HPLC y MS dado que aquél tiene una masa diferente de FXIIl. Ademas, la generacion de FXllla* se evita facilmente
en las preparaciones farmacéuticas de FXIIl. En contraste, FXIlIa® tiene una masa idéntica a la de FXIIl y por tanto
es mas dificil de detectar por métodos estandar. En ausencia de FXllla*en las muestras, el método de ensayo
enzimatico determina los niveles de FXIlIa°.

La invencion proporciona ventajas importantes con respecto a la determinacion exacta y sensible de FXIII
preactivado que se ha encontrado es esencial para evaluacion y aseguramiento de la calidad de las muestras que
contienen FXIIl. En particular, se ha encontrado que los métodos de la invencién son capaces de detectar
cantidades traza de FXIII preactivado entre FXIIl zimégeno con una sensibilidad de aproximadamente 0,1 %. La
invencion proporciona por tanto una determinacion exacta de la calidad y eficacia de una formulacién dada que
contiene FXIIl que esta correlacionada directamente con la cantidad de FXIIl preactivado presente en la formulacién.
Por ejemplo, podria pensarse que lotes de formulaciones que contienen FXIII podrian rechazarse si una muestra de
una formulacién contuviera mas de cierto porcentaje de FXIII preactivado (v.g. mas de 0,3, 0,6, 1 6 2 %).

Las referencias en esta memoria a "FXIII preactivado" o "FXIII°" se refieren ambas a FXIII que ha sido activado no
proteoliticamente en ausencia de trombina. Las referencias en esta memoria a "FXlllactivado" se refieren a FXIIl que
ha sido activado proteoliticamente en presencia de trombina.

En una realizacion, la presencia de FXIlla® en dicha muestra se detecta por separacion cromatografica.

Conforme a un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método de detectar la presencia de y/o medir la
concentracion de FXIII preactivado (FXIlla®) que comprende un paso de separacion cromatografica.

En una realizacion, la separacion cromatografica comprende HPLC de intercambio aniénico.

Se ha encontrado que FXIIl zimégeno y FXIlla°® tienen perfiles de elucién y tiempos de retencion diferentes. Por
ejemplo, puede verse en la Figura 5 que FXIIl zimdgeno tiene un tiempo de retencion de 7,1 minutos (Figura 5A) y
FXIlla® tiene un tiempo de retencion de 10,4 minutos (Figura 5B). El método de intercambio de anion es capaz de
detectar los FXIII y FXIllla® como dos picos de referencia basales separados. Las fracciones eluidas obtenidas del
pico representado en la Figura 5B se recogieron y testaron respecto a actividad de FXIllla® conforme al ensayo
descritos en esta memoria y se encontrd que contenian 100% de FXIlla°. Se ha demostrado ventajosamente que el
limite de deteccion de FXIlla® es tan pequefio como 0,1-0,2 % de FXIlla®, lo que indica que la técnica de separacién
cromatografica es a la vez un método de control de calidad sensible y rapido. Adicionalmente, el método de
deteccion cromatografica es capaz también de medir FXIlla® sin interferencia de cualquiera de los componentes del
ensayo, eliminando por tanto la posibilidad de activacion in situ durante el analisis.
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En una realizacion de la separacion cromatografica, la HPLC de intercambio aniénico comprende el uso de una
columna de intercambio aniénico tal como una columna DEAE-anién o Q-anién. En una realizacion adicional, la
columna de intercambio anidnico comprende una columna DEAE-anién (v.g. TSKgel DEAE-NPR (Tosoh Bioscience
LLC)).

Sera inmediatamente evidente para la persona experta que el paso de separacion cromatografica podria llevarse a
cabo conforme a procedimientos conocidos, por ejemplo el uso de tampones de equilibracion y elucién.

Se apreciara que los tampones de equilibracion y elucion se seleccionaran deseablemente basandose en la
imposibilidad de formar sales insolubles, tales como sales de calcio. Asi, en una realizaciéon de la separacion
cromatografica, los tampones de equilibracion y elucion comprenden Tris a una concentracion comprendida entre 20
y 100 mM (v.g. 50 mM).

En una realizacion de la separacion cromatografica, los tampones de equilibracion y elucion estan tamponados a un
pH comprendido entre 7 y 8 (v.g. 7,5).

En una realizacion de la separacion cromatografica, los tampones de equilibraciéon y elucion contienen al menos
Ca®* 2 mM. En una realizacion adicional, los tampones de equilibracion y elucion contienen entreCa®* 3 mMy 5 mM.

En una realizacion de la separacion cromatografica, el paso de elucién se realiza por aumento de la concentracion
idnica, lo que puede lograrse aumentando la concentracién de una sal seleccionada, por ejemplo, NaCl entre 200
mM y 700 mM (v.g. 500 mM).

En una realizacion, el método comprende adicionalmente los pasos de detectar la presencia de FXIII preactivado
(FXIl1a°%) y medir la concentracion de FXIII preactivado (FXIIla®) en dicha muestra.

En una realizacion, el paso de medida de la concentracién de FXIII preactivado (FXllla®) comprende medir la
actividad de FXIII en presencia y ausencia de trombina.

Conforme a un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método de medida de la concentracion de FXIII
preactivado (FXlIla®) que comprende medir la actividad de FXIIl en presencia y ausencia de trombina.

Este aspecto de la invencion permite calcular el porcentaje de FXIII preactivado como porcentaje de actividad de
FXIII total. La actividad total medida después de la adicion de trombina esta comprendida por la actividad generada
por la activacion por trombina mas la preactivada ya presente en la muestra (en su caso). Por ejemplo:

FXIII preactivado (actividad de FXIII en ausencia de trombina)
% FXllla® = x 100
FXlllactivado (actividad de FXIII en presencia de trombina)

En una realizacion, el paso de medida de FXlllactivado/preactivado comprende el analisis de presencia de un
sustrato de FXIII, es decir analisis fluorescente o no fluorescente (es decir de absorcion de luz).

En una realizacién, el paso de medida de FXIII activado/preactivado comprende analisis fluorométrico en presencia
de un sustrato fluorescente.

En una realizacién adicional, el sustrato fluorescente es uno que puede ser escindido por una trans-glutaminasa. En
otra realizacién adicional, el sustrato fluorescente es Abz-NE(Cad-Dnp)EQVSPLTLLK (ZEDIRA GmbH,
Roesslerstrasse 83, D-64293 Darmstadt, Alemania - Nimero de Producto - A101). Conforme a un aspecto adicional
de la invencion, se proporciona el uso de Abz-NE(Cad-Dnp)EQVSPLTLLK en la medida de FXIII preactivado
(FXII1a°%).

Sin quedar ligados por la teoria, se cree que en presencia de un éster etilico de glicina, FXIII escinde un apagador
(Cad-Dnp) de la cadena lateral de Abz-NE(Cad-Dnp)EQVSPLTLLK e incorpora dicho grupo éster.

En una realizacion adicional, se mide FXIlllactivado/preactivado conforme a los métodos descritos en WO
2006/018164 (N-Zyme Biotec GmbH).

En una realizacién, se mide FXlllactivado/preactivado en presencia de ca? 0,5-10 mM. En una realizacion adicional,
se mide FXlllactivado/preactivado en presencia de Ca®" 1-2 mM. Se ha encontrado que es deseable mantener la
concentracion de calcio por debajo de 2 mM debido a que la determinacién de % FXllla® depende de la
concentracion de calcio (lo que puede verse por el andlisis que se muestra en la Figura 1). En una realizacion
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adicional, se mide FXIlllactivado/preactivado en presencia de Ca®" 2 mM. El beneficio de seleccionar Ca®* 2 mM es
que este valor esta proximo al valor fisiolégico y por consiguiente mimetiza mejor la situacion in vivo.

En una realizacion, el ion Ca®* estara presente como ca® estandar de absorcion atémica (lo cual puede adquirirse
de Fluka o Slgma-AIdrlch) La ventaja de la utilizacion de Ca®* estandar de absorcién atémica es que la
concentracion de Ca®* ha sido monitorizada con precision y mantenida bajo control en condiciones acidas. En
contraste, las cond|C|ones baS|cas causan indeseablemente la formacion de hidréxido de calcio y 6xido de calcio
insolubles. Ademas, el Ca®* estandar de absorcion atémica no adolece de las desventajas demostradas por el polvo
de cloruro de calcio. Por ejemplo, el polvo de cloruro de calcio capturara tipicamente humedad de los alrededores y
resultara rapidamente inexacto en cuanto aI nivel de hidratacién de la sal cloruro de calcio, impidiendo asi la pesada
exacta de una cantidad molar dada de Ca**

Se apreciara que el tiempo transcurrido entre la incubacion de la muestra con los componentes de ensayo vy la
medida de FXlllactivado/preactivado deberia ser minimo a fin de minimizar el riesgo de activacion no proteolitica de
FXIIl. Asi, en una realizacion, el tiempo transcurrido entre la incubacion de la muestra con los componentes de
ensayo y la medida de FXlllactivado/preactivado es menor que 1 hora.

En una realizacién, se mide FXlllactivado/preactivado en presencia de NaCl 50-500 mM. En una realizacion
adicional, se mide FXlllactivado/preactivado en presencia de NaCl 100-200 mM. Se ha encontrado que es deseable
controlar la concentracion de NaCl en el ensayo debido a que %FXIlla® esta influenciado por una concentracion
fluctuante de NaCl (lo cual puede verse por analisis que se muestra en la Figura 2). En otra realizacién adicional, la
concentracion de FXIII se mide en presencia de NaCl 150 mM. La ventaja de seleccionar NaCl 150 mM es que este
valor esta préximo al valor fisiolégico y por tanto mimetiza mejor la situacion in vivo.

En una realizacion, FXlllactivado/preactivado se mide a un pH comprendido entre 6,5 y 10. En una realizacion
adicional, se mide FXlllactivado/preactivado a un pH comprendido entre 7 y 8. Se ha encontrado que es deseable
controlar el pH del ensayo dado que se ha encontrado que el pH influye tanto en la potencia como en el % de FXIlla°
(lo cual puede verse por el analisis que se muestra en la Figura 3). Por ejemplo, se ha encontrado que el sitio activo
de FXIII* esta influenciado por el pH. En otra realizacion adicional, se mide el FXlllactivado/preactivado a un pH de
7,4. La ventaja de seleccionar un pH de 7,4 es que este valor esta préoximo al valor fisiolégico y por tanto mimetiza
mejor la situacion in vivo.

Se apreciara que FXlllactivado/preactivado se medira generalmente en presencia de un tampon capaz de tamponar
a un pH comprendido entre 7 y 8 (v.g. 7,4). En una realizacién, se mide FXIII activado/preactivado en presencia de
tampon Hepes. El tampon recomendado para Abz-NE(Cad-Dnp)EQVSPLTLLK es Tris 50 mM ajustado a pH 7,5
utilizando acido clorhidrico. Sin embargo, se ha encontrado que la eleccion del tampén tiene un gran impacto tanto
sobre la potencia como sobre el % de FXIlIa®. Por ejemplo, se encontraron sorprendentemente valores inferiores de
%FXllla® para Hepes, lo que sugeria que Tris puede inducir FXIlla® nuevo in situ (véase Figura 4). Esto es
claramente inconveniente durante el ensayo de calidad, dado que un valor falso puede dar como resultado rechazar
innecesariamente lotes de formulaciones que contienen FXIll. En una realizacion adicional,
FXlllactivado/preactivado se mide en presencia de tampoén Hepes 50-200 mM (v.g. 100 mM).

En una realizacién, se mide FXlllactivado/preactivado en presencia de un surfactante. En una realizacion adicional,
el surfactante es un surfactante de polietilenglicol (v.g. PEG 8000). Cuando esta presente, el surfactante estara
presente tipicamente en una cantidad comprendida entre 0,05y 0,5% (v.g. 0,1 %).

Conforme a un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un kit de control de calidad para determinar la
calidad de una muestra que contiene factor XllII (FXIIl), que comprende componentes de deteccion y/o medida de
FXIIl preactivado (FXIlIa®) e instrucciones para utilizar dicho kit conforme a los métodos que se definen en esta
memoria.

En una realizacioén, los componentes de deteccién comprenden una columna HPLC de intercambio aniénico, tal
como una columna DEAE-anién (v.g. TSKgel DEAE-NPR). En una realizacion adicional, los componentes de
deteccion comprenden adicionalmente tampones de equilibracion y elucidon como se definen anteriormente en esta
memoria.

En una realizacién, los componentes de medicion comprenden un sustrato fluorescente como se define
anteriormente en esta memoria (v.g. Abz-NE(Cad-Dn J))EQVSPLTLLK) En una realizacién adicional, los
componentes de medicion comprenden ad|C|onaImente Ca®* (v.g. Ca®* 2 mM o estandar de absorcion atémica). En
otra realizacion adicional, los componentes de medida comprenden adicionalmente NaCl 100-200 mM (v.g. NaCl
150 mM). En otra realizacién adicional, los componentes de medida comprenden adicionalmente tampon Hepes 50-
200 mM (v.g. 100 mM) tamponado a un pH comprendido entre 6,5 y 10 (v.g. 7,4). En otra realizacién adicional, los
componentes de medida comprenden ademas 0,05y 0,5% (v.g. 0,1 %) de un surfactante (v.g. PEG 8000).
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La invencion se describira a continuacién con referencia a los Ejemplos no limitantes siguientes:
EJEMPLOS

Ejemplo 1

Deteccion de FXllla® por HPLC

Una muestra que contiene FXIIl puede someterse a analisis por HPLC de intercambio aniénico con arreglo a las
condiciones descritas en la Tabla 1 para detectar y cuantificar la presencia de FXIl1a®.

Tabla 1

Columna: TSKgel DEAE-NPR 4,6 x 35 mm + guarda 4,6 x 5 mm

Temp. de la columna: 25°C

Caudal: 1 ml/min

Tampén A: Tris 50 mM, pH 7,5 + CaCl, 3 mM

Tampén B: Tris 50 mM, pH 7,5 + NaCl 500 mM + CaCl, 5 mM

Gradiente: T=0,1%B, T=2-17,2min, desde 1 % Ba27 %B, T=17,2-19,2 min,

isocratico a 27 % B, T = 19,2 — 19,7 min, desde 27 % B a 70% B, T=19,7 —
21,7 min desde 70% a 90% By a T = 23,0 min de nuevo a tampén 1% B.

Temp. del tomamuestras automatico | Temperatura ambiente, ~21 °C

Volumen de inyeccion: ~20 pylo 10 - 20 ug
Deteccion: 215 nm
Tiempo de ejecucion: 32 min

El % de FXllla® se determina como el porcentaje de area del pico representativo de FXIlla® del area integrada total
de la muestra. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 5.

Ejemplo 2
Medida fluorescente de la actividad de FXIllla®

La actividad de FXIIl en presencia de trombina se midié afadiendo tipicamente una mixtura de reaccion de 200 ul
que contenia los componentes enumerados en la tabla 2 a una placa de microtitulacién de 96 pocillos.

Tabla 2

Componente Concentracion final de ensayo
rEXIII 0-80 nM

Trombina 0,24 NIH/mL

Ester de etil-glicina 2,5 M (donante de amina) 10 mM
Abz-NE(Cad-Dnp)EQVSPLTLLK (sustrato) 30 uM

PEG8000 0,1%

NaCl 150 mM

ca” 2 mM

Tampén Hepes, pH 7,4 100 mM

Se midio luego la fluorescencia a una emisién de 418 nm y excitacion de 313 nm. Tipicamente, la fluorescencia se
monitorizd en un lector de placas (v.g. SpectraMax Gemini EM de Molecular Devices ) utilizando software
SoftMaxPro.

6



10

15

20

25

30

35

ES 2 566 506 T3

La actividad de FXIII en ausencia de trombina se midié afiadiendo tipicamente una mixtura de reaccién de 200 ul
que contenia los componentes enumerados en la tabla 3 a una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Se aseguré
que las medidas de FXIlIl en presencia o ausencia de trombina se encontraran en la misma placa a fin de
proporcionar la comparacion mas exacta de la sefal fluorescente.

Tabla 3

Componente Concentracion final de ensayo
rEXIII 0-10 000 nM

Trombina nula

Ester de etil-glicina 2,5 M (donante de amina) 10 mM
Abz-NE(Cad-Dnp)EQVSPLTLLK (sustrato) 30 uM

PEG8000 0.1 %

NaCl 150 mM

ca” 2 mM

Tampoén Hepes, pH 7,4 100 mM

Se monitorizo luego la fluorescencia de una manera analoga a la arriba descrita, y los resultados pueden verse en la
Figura 6. La actividad en presencia y ausencia de trombina se midié luego en RFU/s/Nm de FXIII (donde RFU son
unidades de fluorescencia relativas) y se calculd %r FXIlla® como la ratio de las dos medidas.

El uso de los términos "un" y "uno(a)" y "el/la", "los/las" y referencias similares en el contexto de descripcion de la
invencion debe interpretarse que abarca tanto el singular como el plural, a no ser que se indique otra cosa en esta
memoria o esté en contradiccion clara con el contexto. Por ejemplo, la expresion "el compuesto” debe entenderse
como referencia a varios "compuestos" de la invencion o aspecto particular descrito, salvo que se indique otra cosa.

Excepto que se indique otra cosa, todos los valores exactos proporcionados en esta memoria son representativos de
valores aproximados correspondientes (v.g., todos los valores exactos ilustrativos proporcionados con respecto a un
factor o medida particular puede considerarse que proporcionan también una medida aproximada correspondiente,
modificada por el término "aproximadamente", en caso apropiado).

La descripcién en esta memoria de cualquier aspecto o aspecto de la invencién utilizando términos tales como "que
comprende(n)", "que tiene(n)", "que incluye(n)", o "que contiene(n)" con referencia a uno o mas elementos debe
entenderse que proporciona un respaldo para un aspecto similar o aspecto de la invenciéon que "consiste en",
"consiste esencialmente en", o "comprende sustancialmente" dicho elemento o elementos particulares a no ser que
se especifique otra cosa o ello esté en contradiccion clara con el contexto (v.g., una composicién escrita en esta
memoria como que comprende un elemento particular deberia entenderse que describe también una composicién
constituida por dicho elemento, a no ser que se especifique otra cosa o ello esté claramente en contradiccién con el

contexto).
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REIVINDICACIONES

1. Un método de control de calidad para ensayo de una muestra que contiene FXIII, que comprende el paso
de detectar la presencia de y/o medir la concentracion de FXIII preactivado (FXIlIa®) en dicha muestra.

2. Un método como se define en la reivindicacion uno, en el cual la presencia de FXIllla® en dicha muestra se
detecta por separacion cromatografica.

3. Un método como se define en la reivindicacion 2, en el cual la separacion cromatografica comprende HPLC
de intercambio anionico.

4. Un método como se define en la reivindicacion 3, en el cual la columna de intercambio iénico comprende
una columna DEAE- anién tal como TSKgel DEAE-NPR.

5. Un método como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 en el que los tampones de
equilibracion y elucién comprenden Tris a una concentracion comprendida entre 20 y 100 mM (v.g. 50 mM).

6. Un método como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 el que los tampones de equilibracion
y elucién estan tamponados a un pH de comprendido entre 7 y 8, tal como 7,5.

7. Un método como se define en la reivindicacién uno, que comprende los pasos de detectar la presencia de
FXIll preactivado (FXIlla®) y medir la concentracién de FXIIl preactivado (FXIlIa®) en dicha muestra.

8. Un método como se define en la reivindicacion 7, en el cual el paso de medida de la concentracion de FXIII
preactivado (FXIlla®) comprende medir la actividad de FXIII en presencia (FXlllactivado) y ausencia (FXIII
preactivado) de trombina.

9. Un método como se define en la reivindicacién 8, en el cual el paso de medida de FXlllactivado/reactivado
comprende el analisis fluorométrico en presencia de un sustrato de FXIII fluorescente o no fluorescente.

10. Un método como se define en la reivindicacion 9, en el cual el sustrato fluorescente es Abz-NE(Cad-
Dnp)EQVSPLTLLK.
1. Un método como se define en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el cual la concentracion de FXIII

se mide en presencia de un surfactante.
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%FXIlla® frente a NaCl

Potencia frente a NaCl

4 120
35 / e
. e T —
+—
/ B g0
s 2.5 / (]!__)
=
g2 / S0
F s <
/ L 40
1 e 8
' n
0 0
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
mM NaCl : mM NaCl
FIGURA 2

10




ES 2 566 506 T3

0.0014 3.00
0.0012 2.50 .
= o001 .
< e 2.00 = P
0
= 00008 < ] .
L \\ [ 'E‘ 1.50
;o008 g 3 T
o
@© 1.00
— 0.0004
&
0.0002 0.50
L] 0.00
7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 7.0 7.5 8.0 6.5 2.0 9.5 10.0
pH pH
140
20
]
-Emo
-
1
E 80
8
O 60 J
c
Q .
= 4 T
@] —
[a
20
[
7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0
PH

FIGURA 3

11




ES 2 566 506 T3

0.0012 3
—_ 0.001 2.5 +—
_E_».ouna 2 4+—
) a
~ a
-
E 1.0006 E 15 T
e #
©_ .6004 - 1
3]
p—l
Z< o002 | 0.5 4— —
ol 0 , : :
Tris+5mM  Tris+imM Hepes+5mM Hepes+imM Tris+5mM Tris+1mM  Hepes+5mM Hepes+1lmM
caciz caciz caciz caci CaClz CaCi2 Cacl2 Cacnz
120
100
©
= 30 |
+—
Q
L 50 —
©
Q |
e
Q
°
l e |
o 0
g +— v T T
Tris+5mM Tris+1mM  Hepes+5mM Hepes+imM
caci Caci2 CaCiz CaCi2

Figura 4

12



ES 2 566 506 T3

(el 2 Wﬁ‘

L FXII-Az
RT = 7,1 min

0
&j
B R e I R e e e P M U FA I~ A= e~ e 8
B

k1 ul} 1 ﬁ%;
= FXlllae

RT = 10,4 min

0
o
;a 20 40 a0 0 00 =0 E) N 20

FIGURA 5

13



ES 2 566 506 T3

RFU

™ T .
; ! FXIII + trombina
i
S RO S,
| 3
f j
3000__..___._JI.-._._.._.__...f-_.,.,..v.
: | ‘
! i
i :

2000 e e s bt e s e

Tiempo de retardo &
mientras |a trombinag®
activa FXIII o

1000+ . ' ——
i 1
o e FXIII
. u QR 2 o -
oF = - trombina
| : | : ‘ :
4 ' 1 ! ' ! '
-1000 ' — ! ; ; .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tiempo (s)

FIGURA 6

14




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

