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DESCRIPCION

Procedimiento de deteccidn para hallar muestras con una alteracion en la funcionalidad de la interaccién GPIb-factor
de von Willebrand.

La presente invencion se refiere al campo del diagnéstico en coagulacion y se refiere a un procedimiento de
deteccion para la determinaciéon de una interaccion de factor de von Willebrand (VWF) y/o GPIb alterada en una
muestra.

El factor de von Willebrand (VWF) es una glucoproteina multimérica de alto peso molecular en el plasma sanguineo
que tiene funciones importantes en el proceso de la hemostasia primaria. EI VWF dispone, entre otras cosas, de
sitios de unién para colageno y para la glucoproteina Ib (GPIb), que esta localizada en la superficie de los
trombocitos. La GPIb es una proteina de membrana integral que forma con otra proteina de membrana integral, la
glucoproteina IX (GPIX), el complejo receptor glucoproteina Ib-IX en la membrana de los trombocitos. La GPIb es
una molécula de dos cadenas que esta compuesta de una cadena pesada con una masa molecular aparente de
aproximadamente 145 kDa (sinénimo: heavy chain, cadena alfa o GPIba) y una cadena ligera con una masa
molecular aparente de aproximadamente 22 kDa (sinénimo: light chain, cadena beta o GPIbB) que estan unidas
entre si a través de enlaces disulfuro (Lopez, J. A. et al., Cloning of the a chain of human platelet glycoprotein Ib: A
transmembrane protein with homology to leucine-rich a2-glycoprotein. Proc. Natl. Acad. Sci USA 1987, 84: 5615-
5619). La glucocalicina es un fragmento de la cadena GPIba que se escinde proteoliticamente del receptor intacto
de la membrana de los trombocitos. La glucocalicina se puede detectar en plasma. Concentraciones aumentadas de
glucocalicina libre en el plasma indican una alteracion de la funcién plaquetaria (Beer, J. H. et al., Glycocalicin: A
New Assay - The Normal Plasma Levels And Its Potential Usefulness in Selected Diseases. Blood 1994, 83(3): 691-
702).

En el caso de una lesién vascular se dejan expuestas superficies de colageno a las que se une el VWF. Como
consecuencia de la union a colageno y bajo la influencia de las mayores fuerzas de cizalla que actdan sobre el VWF
unido a colageno, el VWF cambia o se activa de tal manera que puede unirse al extremo aminoterminal de la cadena
pesada de la GPIb (GPlba) en el complejo receptor GPIb-IX de la membrana de los trombocitos. De este modo, el
VWEF activado capta los trombocitos que fluyen a su lado, de tal manera que en el lugar de la lesiéon se forma un
primer aglomerado de VWF, colageno y trombocitos. Después se activan los trombocitos y, con ello, también se
inicia la coagulacion plasmatica que finalmente conduce, después de varias cascadas de amplificacion y la
deposicion de mas trombocitos, al cierre de la herida. Las alteraciones de la interaccion VWF-GPIb conducen a una
mayor tendencia a hemorragias.

Las alteraciones cualitativas o cuantitativas del VWF son la causa de un denominado Sindrome de von Willebrand
(sinénimo: von Willebrand Disease, VWD), uno de los trastornos de la coagulacién hereditarios mas frecuentes. Para
el diagndstico de un sindrome de von Willebrand estan disponibles distintos procedimientos de deteccién tales
como, por ejemplo, la determinacion del tiempo de sangrado (TS), procedimientos cuantitativos para la
determinacién de la concentracion de antigeno de VWF (VWF:Ag), tales como, por ejemplo procedimientos ELISA
asi como procedimientos para la determinacién de la actividad de VWF tales como, por ejemplo, la aglutinacion de
plaguetas inducida por ristocetina (VWF:RCo).

En la dltima generaciéon de ensayos funcionales para la determinacion de la actividad de VWF se determina la
capacidad de unién a GPlba del VWF.

Se conocen ensayos en los que se usa GPlba de tipo natural y se determina la unién del VWF a GPIba en presencia
de ristocetina (documento WO 01/02853 A2; Vanhoorelbeke, K. et al., A reliable von Willebrand factor: Ristocetin
cofactor enzyme-linked immunosorbent assay to differentiate between type 1 and type 2 von Willebrand disease.
Semin Thromb Hemost. 2002, 28(2): 161-165; Federici, A. B. et al., A sensitive ristocetin co-factor activity assay with
recombinant glycoprotein Iba for the diagnosis of patients with low von Willebrand factor levels. Haematologica 2004,
89(1): 77-85).

Son conocidos otros ensayos en los que se usan las denominadas mutaciones de ganancia de funcion de GPlba
gue, como es sabido, presentan una mayor afinidad por VWF e interaccionan mas intensamente con VWF que la
proteina GPIba de tipo natural. En estos ensayos se puede determinar la union del VWF a la GPlba mutada en
ausencia de ristocetina (documento WO 2009/007051 A2 o documento WO 2009/026551 Al).

Los defectos de la proteina GPlb causan asimismo trastornos de la coagulacion. Las mutaciones de ganancia de
funcién de la proteina GPIlb son la causa del sindrome de von Willebrand de tipo plaquetario (PT-VWD), un trastorno
hereditario de la coagulacién autosémico dominante. La sustitucién del resto metionina en la posiciéon 239 de la
cadena GPlba por un resto valina (M239V) se describié por Russell y Roth (Russell, S. D. y Roth, G. J., Pseudo-von
Willebrand Disease: A mutation in the platelet glycoprotein Iba gene associated with a hyperactive surface receptor.
Blood 1993, 81(7): 1787-1791). También las mutaciones en la posicion 233 de la cadena de GPlba pueden causar
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una PT-VWD (Matsubara, Y. et al., Identification of a novel point mutation in platelet glycoprotein Iba, Gly to Ser at
residue 233, in a Japanese family with platelet-type von Willebrand disease. Journal of Thrombosis and Haemostasis
2003, 1: 2198-2205).

Si en un paciente se diagnostica una mayor tendencia a hemorragias, es necesario detectar la causa de la alteracién
para poder iniciar una terapia adecuada. A causa de las muchas posibles alteraciones que pueden causar una
mayor tendencia a hemorragias, en el diagnéstico clinico es deseable disponer de ensayos de deteccion que
posibiliten, en primer lugar, examinar la funcionalidad de determinadas subzonas del sistema de la coagulacion. Si
con ayuda de un ensayo de deteccién de este tipo se puede localizar una alteracién en una determinada subzona,
se pueden llevar a cabo ensayos individuales dirigidos para especificar la causa exacta. Si con ayuda de un ensayo
de deteccién no se comprueba ninguna alteracién en una determinada subzona, entonces se puede prescindir de la
realizacién de ensayos individuales especificos.

Por tanto, la presente invencion se basaba en el objetivo de facilitar un procedimiento de deteccién que posibilitase
comprobar alteraciones de la interaccion VWF-GPIb. Un procedimiento de este tipo debia ser igualmente sensible
para alteraciones del VWF como para alteraciones de la proteina GPIb.

Las alteraciones en la interaccion VWF-GPIb pueden ser causadas, por ejemplo, por

a) alteraciones cuantitativas o cualitativas de la proteina VWF, tales como, por ejemplo, estados carenciales
anormales, ausencia de los grandes multimeros, ausencia de capacidad de unién a factor VIII;

b) inhibidores de VWF tales como, por ejemplo, autoanticuerpos contra el VWF, que evitan la unién del VWF a GPlb
0 concentraciones aumentadas de glucocalicina en el plasma, que ocupa los sitios de unién de VWF y, por tanto,
reduce la actividad de VWF o agentes terapéuticos inhibidores de VWF tales como, por ejemplo, ARC1779, un
aptamero de unién a VWF o AJW200, un anticuerpo anti-VWF monoclonal humanizado (Firbas, C. et al., Targeting
von Willebrand factor and platelet glycoprotein Ib receptor. Expert Rev. Cardiovasc. Ther. 2010, 8(12): 1689-1701) o
fragmento de GPIb que se emplea como agente terapéutico (Hennan, J. K. et al., Pharmacologic inhibition of platelet
VWF-GPIba interaction prevents coronary artery thrombosis. Thromb Haemost 2006, 95: 469-75);

¢) activadores de VWF;

d) alteraciones cualitativas de la proteina GPIb tales como, por ejemplo, mutaciones de ganancia de funciéon que
presentan una mayor afinidad por VWF y aceleran, por lo tanto, la degradacion de VWF;

e) inhibidores de GPIb tales como, por ejemplo, autoanticuerpos contra GPlb que evitan la uniéon del VWF a GPIb o
agentes terapéuticos tales como, por ejemplo, H6B4-Fab, el fragmento Fab de un anticuerpo anti-GPlba monoclonal
humanizado (véase asimismo Firbas, C. et al.);

f) activadores de GPIb (por ejemplo, trombina).

El objetivo se resuelve al ponerse en contacto la muestra de un paciente con proteina GPIba aislada, con proteina
VWF y con una fase sélida que esta asociada a un anticuerpo especifico de GPIba y al determinarse la formacién de
complejo entre proteina VWF, proteina GPIba y la fase sélida. Si la formacion de complejo esta disminuida o
aumentada con respecto a la normal, entonces existe una alteracién de la interaccion VWF-GPIb. Tales muestras se
deberian examinar entonces con ayuda de ensayos individuales especificos de forma dirigida en cuanto a
alteraciones de VWF o GPlIb.

Por tanto, el objeto de la presente invencién es un procedimiento para hallar una muestra con una interaccion VWF-
GPIb alterada, en el que

a. la muestra se pone en contacto con proteina GPlba, con proteina VWF y con una fase sélida que esta asociada a
un anticuerpo con especificidad para la proteina GPlba aislada y
b. se determina la formacién de complejo entre proteina VWF, proteina GPlba y la fase sélida.

El procedimiento detecta alteraciones de la interaccion VWF-GPIb en el lado tanto de VWF como de GPlb.

El término “muestra” comprende liquidos biolégicos, en particular de seres humanos y animales, tales como sangre,
plasma o suero.

En el caso de la proteina GPIba usada en el procedimiento de acuerdo con la invencidon se puede tratar de una
proteina GPlba producida de forma recombinante o sintética. Para la produccién de proteina GPlba recombinante
son adecuados sistemas de expresion procariotas o eucariotas conocidos, tales como, por ejemplo, la expresion en
bacterias (por ejemplo, E. coli), en levaduras (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), en cultivos
de células vegetales, animales o humanas. Para la produccién de proteina GPlba sintética son adecuadas técnicas
conocidas para la sintesis de proteinas in vitro tales como, por ejemplo sintesis en fase sélida (por ejemplo, sintesis
de Merrifield). Preferentemente, en el caso de la proteina GPIba usada en el procedimiento de acuerdo con la
invencion se trata de proteina GPIba producida de forma recombinante que se ha producido en un cultivo de células
humanas, preferentemente en un cultivo de células de rifién embrionarias humanas (células HEK).
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Preferentemente se afiade la proteina GPIba a la preparacién de ensayo en tal cantidad que se obtiene una
concentracion final de menos de 1,4 pg/ml de GPlba en la preparacion de ensayo, de forma particularmente
preferente de menos de 0,7 pg/ml de GPIba en la preparacion de ensayo.

La proteina GPlba usada en el procedimiento de acuerdo con la invencion puede estar fusionada en el extremo N
con la secuencia sefial de GPlba humana homoéloga MPLLLLLLLLPSPLHP (SEQ ID NO: 2, denominada también
restos de aminoéacidos -16 a -1). Como alternativa, la proteina GPlba usada puede estar fusionada en el extremo N
con una secuencia sefial heterdloga, es decir, con un polipéptido que habitualmente no esta presente en el
polipéptido GPlba humano que, no obstante, en el sistema de expresion seleccionado influye positivamente en la
expresion y/o secrecion de la proteina GPlba expresada de forma recombinante. Una secuencia sefial heteréloga
adecuada es, por ejemplo, MPLQLLLLLILLGPGNSLQLWDTWADEAEKALGPLLARDRR (SEQ ID NO: 3).

Ademas, la proteina GPlba usada en el procedimiento de acuerdo con la invencion puede estar fusionada en el
extremo C con uno o varios marcadores de afinidad que posibilitan la unién de la proteina expresada, por ejemplo,
de forma recombinante, a un soporte de afinidad, por lo que se posibilita, por ejemplo, la purificacién de proteina
GPlba expresada de forma recombinante. Se prefieren pequefios marcadores de afinidad con una longitud de no
mas de 12 aminoacidos. Se prefieren en particular marcadores de afinidad del grupo marcador His, marcador Flag,
marcador Arg, marcador c-myc y marcador Strep. Son soportes de afinidad adecuados que se unen con elevada
afinidad a un marcador de afinidad, por ejemplo, anticuerpos especificos, cationes inmovilizados (por ejemplo NiZ*
con afinidad por marcadores His) u otros tipos de compafieros de unién (por ejemplo, estreptavidina con afinidad por
marcadores Strep).

En una forma de realizacion del procedimiento de acuerdo con la invencion, la proteina GPlba aislada es proteina
GPlba de tipo natural humana (SEQ ID NO: 1) o un fragmento funcional de la misma. Si se usa una proteina GPlba
de tipo natural humana o un fragmento funcional de la misma, se afiade a la preparacion de ensayo ademas
ristocetina, botrocetina 0 una sustancia equivalente a ristocetina para que se induzca in vitro una unién de VWF
disuelto a la proteina GPIba de tipo natural o a fragmentos de la misma.

En otra forma de realizacion, la proteina GPIba aislada estd mutada y contiene, en comparacion con la secuencia de
tipo natural de la proteina GPlba humana (SEQ ID NO: 1), al menos los restos de aminoacidos 1-268 y en al menos
dos de las posiciones 233, 235 y 239, en cada caso, una sustitucion Xaa. Preferentemente, las sustituciones Xaa de
resto glicina en la posicion 233 y del resto metionina en la posicion 239 de la cadena GPIba estan compuestas de un
resto valina (G233V o M239V) o un resto serina (G233S o M239S). Es posible cualquier combinacion de las
diferentes sustituciones Xaa en las dos posiciones. Se prefiere en particular la combinacion G233V/M239V. La
sustitucion Xaa del resto acido aspartico en la posicion 235 estd compuesta, preferentemente, de un resto tirosina
(D235Y). En el caso de las mutaciones mencionadas se trata de mutaciones de ganancia de funcién que presentan
una afinidad significativamente mayor por VWF y que interaccionan mas intensamente con VWF que la proteina
GPlba de tipo natural. Si se usa tal mutacion, no se afiade a la preparacién de ensayo ristocetina, botrocetina ni una
sustancia equivalente a ristocetina.

En el caso de la proteina VWF usada el procedimiento de acuerdo con la invenciéon se puede tratar de VWF
multimérico de alto peso molecular aislado. EI monémero de VWF humano se sintetiza in vivo en primer lugar como
una proteina precursora de 2813 aminoéacidos de longitud. Gracias al procesamiento intracelular se producen
multimeros de VWF que pueden tener un tamafio de mas de 20 000 kDa. Estos multimeros estan compuestos de
mondémeros de VWF dispuestos de forma lineal, unidos entre si a través de enlaces disulfuro, de 275 kDa de
tamafo, de 2050 aminoacidos de longitud. En el plasma, el VWF circula en forma globular de multimeros de
diferente tamafio de aproximadamente 500 kDa (dimero) a mas de 15 000 kDa de tamafio. La proteina VWF aislada
usada en el procedimiento de acuerdo con la invencién se puede obtener de plasmas de donantes o se puede
expresar de forma recombinante con ayuda de procedimientos conocidos por el experto. Como alternativa, la
proteina VWF se puede afiadir también en forma natural, por ejemplo, en forma de un plasma normal a la
preparacion de ensayo.

Preferentemente se afiade la proteina VWF a la preparacion de ensayo en tal cantidad que se obtiene una
concentracion final del 0,1-20 % de la norma del VWF en la preparacion de ensayo, de forma particularmente
preferente del 0,5-10 % de la norma en la preparacién de ensayo.

En el caso del anticuerpo usado en el procedimiento de acuerdo con la invencién con especificidad por la proteina
GPIlba aislada se puede tratar de cualquier anticuerpo que reconozca especificamente la proteina GPIba usada en la
preparacion de ensayo. Basicamente son adecuados anticuerpos de GPlba que se unen a un epitopo de la proteina
GPlba. Siempre que se use una proteina GPIba recombinante y fusionada con un marcador de afinidad, es
adecuado también un anticuerpo especifico de marcador de afinidad que se une especificamente al marcador de
afinidad. El término anticuerpo comprende también fragmentos de anticuerpo que disponen de la misma
especificidad por antigeno que el anticuerpo completo.

El anticuerpo estd asociado a una fase sélida. El término “asociado” se ha de entender de forma amplia y
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comprende, por ejemplo, una unién covalente y una no covalente, una unién directa y una indirecta, la adsorcién a
una superficie y la inclusién en una cavidad. En el caso de una unién covalente, el anticuerpo esta unido a la fase
sélida a través de un enlace quimico. Un ejemplo de una unién no covalente es la adsorcidn superficial. Aparte de
una union directa a la fase sélida, el anticuerpo puede estar unido también indirectamente a través de interaccion
especifica con otros compafieros de unién especificos a la fase solida, por ejemplo, a través de interaccion
especifica con otro anticuerpo.

En el sentido de la presente invencion, la expresion “fase sélida” incluye un objeto que esta compuesto de material
poroso y/o no poroso, insoluble en agua y que puede presentar las mas diversas formas tales como, por ejemplo,
recipiente, tubos, placa de microtitulacién (placa ELISA), bola, microparticula, varilla, tira, papel de filtro o de
cromatografia, etc. Por norma general, la superficie de la fase sélida es hidréfila o se puede convertir en hidréfila. La
fase sdlida puede estar compuesta de los mas diversos materiales tales como, por ejemplo, de materiales
inorganicos y/u organicos, de materiales sintéticos, de origen natural y/o de origen natural modificados. Son
ejemplos de materiales de fase solida polimeros tales como, por ejemplo, celulosa, nitrocelulosa, acetato de
celulosa, polivinilcloruro, poliacrilamida, moléculas de dextrano reticuladas, agarosa, poliestireno, polietileno,
polipropileno, polimetacrilato o nylon; latex; ceramica; vidrio; metales, en particular metales nobles tales como oro y
plata; magnetita; mezclas o combinaciones de los mismos.

La fase sdlida puede presentar un revestimiento de una o varias capas, por ejemplo, de proteinas, hidratos de
carbono, sustancias lipofilas, biopolimeros, polimeros organicos o mezclas de los mismos para reprimir o para evitar,
por ejemplo, la unién inespecifica de constituyentes de la muestra a la fase soélida o para, por ejemplo, conseguir
mejoras en relacion con la estabilidad de la suspension de fases solidas en particulas, de la estabilidad en
almacenamiento, de la estabilidad de conformacion o la resistencia contra luz UV, microbios u otros agentes de
efecto destructor.

Mediante la puesta en contacto de la proteina GPIba aislada con proteina VWF y con una fase sélida, que esta
asociada a un anticuerpo con especificidad por la proteina GPlba aislada, se forma un complejo de los tres
componentes. Si en la muestra del paciente estan contenidas sustancias que influyen en esta formacion del
complejo, por ejemplo, inhibidores o activadores de GPIb o VWF o glucocalicina o si la muestra contiene proteinas
GPIb o VWF alteradas funcionalmente que concurren con las proteinas afiadidas funcionales durante la formacién
del complejo, se mide una formacién de complejo modificada con respecto a la normal.

En una forma de realizacion preferente del procedimiento de acuerdo con la invencion, el anticuerpo con
especificidad por la proteina GPlba aislada esta asociada a una fase solida en particulas, preferentemente a
particulas de latex. La formacion de complejo entre la proteina VWF, proteina GPlba y la fase sélida se puede
determinar entonces mediante medicion de la aglutinacion de la fase sélida en particulas. Para la determinacién
cuantitativa de la reacciéon de aglutinacion que se correlaciona con la formaciéon de complejo y, por tanto, con la
actividad de GPlb y VWF existente en la muestra, por ejemplo, se puede aprovechar la dispersion de luz en los
agregados de particulas a través de la medicion de la intensidad de luz de dispersion (nefelometria) o a través de la
medicién de la opacidad del medio (turbidimetria).

En otra forma de realizacién del procedimiento de acuerdo con la invencién, el anticuerpo con especificidad por la
proteina GPIba aislada esta asociado a una fase soélida no en particulas, preferentemente a la superficie de una
placa de microtitulacién. La formacion del complejo entre proteina VWF, proteina GPIba y la fase solida se puede
determinar entonces mediante medicién de la cantidad de VWF que se une a través del complejo a la fase soélida.
Para la determinacion de la cantidad de VWF que se ha unido a la fase sélida a través del complejo se puede usar,
por ejemplo, un anticuerpo anti-VWF que esta directa o indirectamente asociado a un componente de un sistema
formador de sefial y que permite, por lo tanto, la cuantificacion de la cantidad de VWF unido.

Otro objeto de la presente invencion es un kit de ensayo para la realizacion de un procedimiento de acuerdo con la
invencion que contiene un primer reactivo que contiene proteina GPlba aislada, un segundo reactivo que contiene
proteina VWF y un tercer reactivo que contiene una fase solida, preferentemente una fase sélida en particulas, que
esta asociada a un anticuerpo con especificidad por la proteina GPIba aislada.

En una forma de realizacion, el primer reactivo contiene proteina GPIba de tipo natural humana o un fragmento
funcional de la misma. En otra forma de realizacion, el primer reactivo contiene una proteina GPlba mutada que, en
comparacion con la secuencia de tipo natural de la proteina GPlba humana (SEQ ID NO: 1), contiene al menos los
restos de aminoacidos 1-268 y en al menos dos de las posiciones 233, 235 y 239 presenta, en cada caso, una
sustitucion Xaa.

Ademas, el kit de ensayo puede contener un cuarto reactivo que contiene ristocetina o botrocetina.

Ademas, el kit de ensayo puede contener un quinto reactivo que contiene un anticuerpo anti-VWF.
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Los reactivos se pueden facilitar en forma liquida o liofilizada. En el caso de que esté presente un reactivo como
liofilizado, el kit de ensayo puede contener adicionalmente un disolvente requerido para la suspensién del liofilizado
tal como, por ejemplo, agua destilada o un tampon adecuado.

En otra forma de realizacion, para una mejor estandarizacion de los resultados se puede llevar a cabo una
normalizacion. Para esto se divide el resultado de la muestra por el resultado de un plasma normal. De este modo,
una interaccion VWF-GPIb particularmente intensa se manifiesta por un indice mayor de 1 y una interacciéon VWF-
GPIb reducida, por un indice menor de 1. Ademas se puede llevar a cabo también una calibracion con un calibrador.
Este calibrador contiene factor de von Willebrand. Sin embargo, los resultados se deben expresar en unidades
artificiales, ya que en la muestra se detecta la interaccion GPIb-VWF. Un inhibidor frente a GPIb reduce los
resultados del ensayo, a pesar de que permanece normal la actividad de VWF.

Si con ayuda del procedimiento de acuerdo con la invencién se identifica una muestra con una interaccion VWF-
GPIb alterada, se deben llevar a cabo ensayos posteriores para la delimitacion mas detallada de la alteracion. En
este caso se puede llevar a cabo una variante del procedimiento de acuerdo con la invencién en la que se afiaden la
GPlba o el VWF o ambos a la preparacion de ensayo en un gran exceso. Si se afiade en un gran exceso GPIba,
entonces el ensayo ya solo reacciona a alteraciones de la actividad de VWF. Si se aflade en un gran exceso VWF,
entonces el ensayo ya solo reacciona a alteraciones en el lado de GPlb de la interaccion. Si se afiaden en un gran
exceso GPlba y VWF, se podrian detectar, por ejemplo, autoanticuerpos contra el anticuerpo de captura unido a
fase sélida que impiden la unién de la GPIba.

Una posible alteracién en el lado de GPIb es un aumento o una reduccion de la concentracién de glucocalicina en la
muestra. En presencia de un gran exceso de VWF y cuando se pueden descartar otras alteraciones, se puede
emplear el procedimiento también para la determinacion del contenido de glucocalicina de la muestra (Figura 2),
siendo necesaria una calibraciéon con un patrén de glucocalicina. Un gran exceso de VWF se puede conseguir, por
ejemplo, mediante la adicién de 20 pl de un reactivo con el 1000 o 2000 % de actividad de VWF, de tal manera que
esta presente una actividad de VWF del 99 % o del 197 % de la norma en la preparacion de ensayo. Un gran exceso
de GPlba se puede conseguir, por ejemplo, mediante la adicién de 13 ul de un reactivo con 35 pg/ml de proteina
GPlba, de tal manera que esta presente una concentracion de 2,2 yg/ml de proteina GPlba en la preparacion de
ensayo.

Por tanto, otro objeto de la presente invencion es un procedimiento para la determinaciéon de la concentracion de
glucocalicina en una muestra, poniéndose en contacto la muestra con proteina GPIba aislada, con proteina VWF y
con una fase sdlida que esta asociada a un anticuerpo con especificidad por la proteina GPlba aislada y
determinandose la formacién de complejo entre proteina VWF, proteina GPlba y la fase sélida. Para la
determinacién de la concentracién de glucocalicina es necesario que se afiada a la preparacion de ensayo una
cantidad de proteina VWF, de tal manera que se obtenga una actividad de VWF de al menos el 50 %,
preferentemente de mas del 100 % de la norma en la preparacion de ensayo. Preferentemente se lleva a cabo una
calibracion con calibradores que contienen diferentes concentraciones de glucocalicina.

Descripcion de las figuras
Figura 1

La Figura 1 muestra que un ensayo de aglutinacion de particulas de latex basado en el procedimiento de acuerdo
con la invencion es sensible para distintas actividades de VWF.

Figura 2

La Figura 2 muestra que un ensayo de aglutinacion de particulas de latex basado en el procedimiento de acuerdo
con la invencion es sensible para diferentes concentraciones de glucocalicina.

Figura 3

La Figura 3 muestra que un ensayo de aglutinacion de particulas de latex basado en el procedimiento de acuerdo
con la invencion no es sensible para distintas actividades de VWF cuando se afiade un exceso de VWF a la
preparacion de ensayo.

Ejemplos

Ejemplo1l procedimiento de deteccién de acuerdo con la invencién para hallar muestras con una
interaccion VWF-GPIb alterada
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Como muestra se us0 plasma citrado humano de 6 donantes distintos. Se mezclaron 60 ul de muestra con 20 pl de
un plasma que contenia VWF (91 % de la norma de VWF, Kontroll Plasma N, Siemens Healthcare Diagnostics
Products GmbH, Marburg, Alemania), 13 ul de una solucion que contenia un fragmento de proteina GPIba con
ganancia de funcion recombinante (aminoacidos 1-285 con sustituciones de aminoacidos G233V y M239V; 8,4
pg/ml) y 70 pl de un tampon NaCl y se incubaron durante 2 minutos. A continuacién se afiadieron a la preparacion
de ensayo 40 pul de un reactivo de particulas de latex que contenia particulas de latex que estaban revestidas con
anticuerpos contra GPIba.

La extincion de la mezcla de reaccién se registré a 570 nm mediante turbidimetria. Debido a la unién de VWF a la
GPlba y la unidon de la proteina GPlba a las particulas de latex se produce la aglutinacion de las particulas. Esta
aglutinaciéon conduce a un aumento de la extincion, cuya velocidad maxima se establece (mE/min).

Como se representa en la Figura 1, el procedimiento es sensible para diferentes actividades de VWF. La velocidad
de aglutinacién es mayor cuanto mayor sea la actividad de VWF en una muestra de plasma.

En otro ensayo, en lugar de plasma de donante se usaron como muestra distintas diluciones de una solucion de
glucocalicina (0, 1,2, 2,5 y 5 ug/ml de glucocalicina). La solucion de glucocalicina se prepar6 mediante un
tratamiento con plasmina de trombocitos lavados.

Como esta representado en la Figura 2, el procedimiento es sensible para diferentes concentraciones de
glucocalicina. La velocidad de aglutinacién es mayor cuanto menor sea la concentracién de glucocalicina en una
muestra.

En otro ensayo, en lugar de plasmas de donante se usO plasma combinado normal (Kontrollplasma N) que se
enriquecié con distintas cantidades de un anticuerpo anti-GPIb que inhibe la unién de GPIba a VWF (anticuerpo
AK2; véase Hayata, K. et al., A new binding assay of von Willebrand factor and glycprotein Ib using solid-phase
biotinylated platelets. J Pharmacol Sci 2008, 108: 217-221). Ademas se midio el plasma citrado de un donante con
una actividad de VWF ligeramente menor. En la Tabla 1 estan resumidos los resultados. Por consiguiente, el
procedimiento en sensible para factores que inhiben la unién VWF-GPIb. La velocidad de aglutinacién es menor
cuanto mas inhibidor esté contenido en una muestra.

Tabla 1
Muestra Velocidad de aglutinacién (mE/min)
Plasma combinado normal 633
Plasma combinado normal + 10 yg/ml de anticuerpo AK2 266
Plasma combinado normal + 20 ug/ml de anticuerpo AK2 133
Plasma con actividad de VWF ligeramente reducida (63,1 %) 348

Ejemplo 2: Modificacion, adecuada como ensayo poster ior, del procedimiento de deteccién de acuerdo
con la invencion

Como en el Ejemplo 1 se us6 como muestra plasma citrado normal de 5 donantes distintos. En el lugar del plasma
normal que contenia VWF (91 % de la norma de VWF) se afiadieron, sin embargo, a la preparacion de ensayo 20 pl
de un plasma que gracias a la adicion de un concentrado de VWF (Hamate, CSL Behring GmbH, Marburg,
Alemania) presentaba una actividad de VWF del 2000 % de la norma.

Como esta representado en la Figura 3, el procedimiento debido a la presencia de un gran exceso de VWF ya no es
sensible para distintas actividades de VWF en las muestras de donante. Un procedimiento de este tipo ya solo es
sensible para alteraciones de la interaccién VWF-GPIb que se encuentran en el lado de GPlb.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH

<120> Procedimiento de deteccion para hallar muestras con una alteracién en la funcionalidad de la interaccién
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para hallar una muestra de paciente con una interaccion VWF-GPIb alterada, en el que

a. se pone en contacto una muestra de sangre, plasma o suero de un paciente con proteina GPlba aislada, con
proteina VWF y con una fase soélida que esta asociada a un anticuerpo con especificidad por la proteina GPlba
aislada y

b. se determina la formacion de complejo entre proteina VWF, proteina GPlba y la fase sélida.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, siendo la proteina GPlba una proteina GPlba de tipo natural
humana o un fragmento funcional de la misma y poniéndose en contacto la muestra, adicionalmente, con ristocetina
o botrocetina.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, estando mutada la proteina GPlba y conteniendo, en
comparacioén con la secuencia de tipo natural de la proteina GPIba humana, al menos los restos de aminoacidos 1-
268 y presentando, en al menos dos de las posiciones 233, 235 y 239, en cada caso una sustitucién Xaa (SEQ ID
NO: 1) y no poniéndose en contacto la muestra con ristocetina o botrocetina.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, presentando la proteina GPlba mutada una sustitucion del
grupo G233V, G233S, D235Y, M239V y M239S.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, poniéndose la muestra en contacto con
una cantidad de proteina GPIba, de tal forma que en la preparacién de ensayo en la que se determina la formacion
de complejo se obtiene una concentracién final de menos de 1,4 ug/ml de proteina GPIba, de forma particularmente
preferente de menos de 0,7 ug/ml de proteina GPlba.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, poniéndose en contacto la muestra con
una cantidad de proteina VWF, de tal manera que en la preparaciéon de ensayo en la que se determina la formacion
de complejo se obtiene una concentracion final del 0,1-20 % de la norma de la actividad de VWF, de forma
particularmente preferente del 0,5-10 % de la norma de la actividad de VWF.

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, siendo la fase sélida una fase soélida en
particulas.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, determinandose la formacion de complejo entre proteina VWF,
proteina GPIba y la fase sélida mediante la aglutinacién de la fase sélida en particulas.

9. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, no siendo la fase sélida una fase soélida en
particulas, siendo preferentemente la superficie de una placa de microtitulacion.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, determinandose la formacion de complejo entre proteina VWF,
proteina GPlba y la fase sélida mediante la determinacién de proteina VWF unida a fase sélida.

12
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