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DESCRIPCION
Procedimiento de medicién de la activacion del complemento mediante IgG
Sector de la técnica

La invencion se refiere a un procedimiento de medicion de la activacion del complemento mediante
inmunoglobulinas G (IgG), en particular inmunoglobulinas G intravenosas humanas (IVIG). El procedimiento permite
seleccionar las IVIG en funcion de su efecto sobre el complemento.

Estado de la técnica

Las IVIG son un concentrado de inmunoglobulinas G no agregadas preparadas a partir de una mezcla de plasma
humano. Su funcion esta intacta, y su pureza es la mas alta posible (> 99,9 %).

Las IVIG modulan, mediante unos mecanismos moleculares selectivos y a menudo distintos, ciertos procesos
biolégicos implicados en la respuesta inmune innata o adquirida. Estos ultimos incluyen:

- un bloqueo funcional de los receptores Fc del sistema reticulo-endotelial. Esto permite en particular tratar las
citopenias auto-inmunes periféricas, como la purpura trombocitopénica idiopatica;

- la neutralizaciéon de auto-anticuerpos y la inhibicion de su produccion. Las IVIG contienen en efecto anticuerpos
anti-idiotipicos. Dicha actividad neutralizante o inhibidora se ha demostrado por ejemplo para los auto-
anticuerpos contra el factor VI, el ADN, el factor intrinseco, la tiroglobulina y los ANCA (Anti-Neutrophil
Cytoplasmic Antibodies);

- la modulacién de la produccion de citocinas (entre las que estan la IL-1, -2, -3, -4, -5, -10, la TNF-a y el GM-CSF)
y de sus antagonistas (como la IL-1 RA), de lo que resulta una actividad anti-inflamatoria;

- la activacién del complemento;

- o incluso la activacién o el bloqueo funcional del receptor de muerte celular Fas (CD95).

Hoy en dia, la administraciéon de IVIG se ha convertido en un gesto terapéutico que conlleva muy pocos riesgos o
efectos secundarios (< 1 %). Estos ultimos son leves gracias a la mejora constante de la calidad de estos productos.

La mayor parte de los efectos secundarios de caracter leve y transitorio se producen en la primera hora de perfusion;
comprenden mialgias, cefaleas, sofocos, sensacion de opresion, dorsalgias, nauseas, vomitos, broncoespamos, o
incluso alteraciones del pulso y/o de la tensidn arterial. Son probablemente la consecuencia de una cierta
agregacion de las inmunoglobulinas, de la formacién de complejos antigeno-anticuerpo y la activacién del
complemento, o de azlcares presentes en las IVIG con el objetivo de prevenir su agregacion. Estos efectos
secundarios se controlan por lo general reduciendo la velocidad de perfusion o administrando rapidamente
esteroides o antihistaminicos e incluso simpaticomiméticos.

Sin embargo, en determinados casos puede producirse una insuficiencia renal aguda y/o una anemia hemolitica. En
casos extremos, puede producirse una reaccion anafilactica, y esto en particular en pacientes que tienen una
deficiencia de IgA séricas.

Por lo tanto, la disminucion de los efectos secundarios de las IVIG, aunque estos sean leves, sigue siendo la
preocupacion principal en el desarrollo de estas moléculas.

Diferentes métodos estan actualmente disponibles para evaluar estos efectos secundarios, por ejemplo la prueba de
AAC (actividad anticomplementaria) de la farmacopea europea, también Illamado ensayo de actividad
anticomplementaria de la inmunoglobulina; o incluso la prueba de Coombs. La prueba de AAC es compleja y hace
que intervengan reactivos dificiles de normalizar. En efecto, la determinaciéon de la actividad anticomplementaria
(AAC) de la inmunoglobulina se realiza mediante incubacién de una cantidad dada de la inmunoglobulina que hay
que examinar con una cantidad dada de complemento de cobaya seguida de la valoracion del complemento
restante. El complemento restante se mide mediante la lisis de eritrocitos de oveja sensibilizados con anticuerpos de
conejo.

En cuanto a la prueba de Coombs, permite verificar la ausencia de inmunoglobulina que se pueda fijar en los
hematies y que pueda provocar la aglutinacion y la lisis de los hematies.

SPYCHER M. y ofros: "In vitro comparison of the complement-scavenging capacity of different intravenous
immunoglobulin preparations”, VOX SANGUINIS, vol. 97, n°. 4, 2009, pags. 348-354, describe la comparacion de las
propiedades de captura del complemento por diferentes IVIG. Esta comparacién se realiza de acuerdo con varios
protocolos, concerniendo a la captura de C3b/iC3b por las IVIG, al enlace del C3b activado con las IVIG y a la
generacién de Cha por las IVIG.

Existe, por lo tanto, la necesidad de disponer de pruebas lo suficientemente sensibles para seleccionar diferentes
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calidades de IVIG, que sean faciles de implementar para una utilizacion rutinaria. También existe la necesidad de
disponer de pruebas pertinentes y predictivas para el ser humano. Estas pruebas deben, en particular, demostrar
una buena calidad y una seguridad suficiente de las IVIG para el paciente.

Es la razén por la que la solicitante se ha centrado en el desarrollo de un nuevo procedimiento in vitro que permita
evaluar la accién de las 1gG, en particular de las IVIG, sobre la activacion del complemento. Este procedimiento
permite seleccionar facilmente las IgG que tienen el menor numero de efectos secundarios posible, y esto con una
sensibilidad suficiente para discriminar diferentes calidades de 1gG. Este procedimiento utiliza suero humano y es,
por consiguiente, predictivo del resultado en el ser humano.

Objeto de lainvencidn

La presente invencion tiene, por lo tanto, por objeto un procedimiento de medicién de la activacion del complemento
mediante unas inmunoglobulinas G, que comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de una muestra A de inmunoglobulinas G (IgG), y de una muestra B que comprende suero
nativo, diluyéndose dicho suero nativo eventualmente en una disolucién tampén;

b) mezcla de la muestra A con la muestra B en una proporcion (cantidad de IgG en A, en gramos) : (volumen de
suero nativo en B, en litros) comprendida entre 30 y 75, a una temperatura comprendida entre 2°C y 6 °C, y a
continuacioén incubacion de la mezcla reactiva obtenida a una temperatura comprendida entre 35°C y 40 °C
durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y 2 horas;

c) enfriamiento de la mezcla reactiva obtenida al final de la etapa b) a una temperatura comprendida entre 0 °C
y 4 °C, y en presencia de EDTA,;

d) medicion de la cantidad de fragmento C5a en la mezcla reactiva enfriada obtenida en c).

Por supuesto, el procedimiento de acuerdo con la invencion es un procedimiento in vitro.

Este procedimiento mide la activaciéon del complemento mediante unas IgG, de preferencia unas IgG humanas, de
preferencia unas IVIG. También de preferencia, la muestra A es una muestra de IVIG.

La etapa a) del procedimiento de acuerdo con la invencién comprende la preparacion de una muestra A de IgG. Esta
muestra A se puede obtener en particular a partir de IVIG comerciales, como Privigen de CSL Behring AG, Gamunex
de Bayer Corporation, Intratect de Biottest Pharma GmbH, Kiovig de Baxter AG o Octagam d'Octapharma. La
preparacion puede estar en forma liquida o liofilizada, como Sandoglobulin de CSL Behring AG.

La muestra A también se puede obtener a partir de IVIG no comerciales, como nuevas IVIG (IgNG).

Las IgG, de preferencia IVIG, se pueden diluir en un medio tampoén utilizado tradicionalmente, como el tampon
fosfato salino/suero de albumina bovina (p. ej. PBS-BSA). De preferencia, las IgG, en particular las IVIG, se diluyen
un tampon que comprende BSA.

La etapa a) también comprende la preparacion de una muestra B que comprende suero nativo.

Por suero, se entiende el plasma sanguineo sin fibrina. Por “suero nativo” se entiende un suero no diluido. El suero
nativo es, de preferencia, suero humano nativo. El suero nativo de la muestra B puede proceder de diferentes
donantes, con diferentes grupos sanguineos. De preferencia, el suero nativo es un suero humano de grupo
sanguineo AB+.

De preferencia, el suero nativo se conserva congelado hasta su utilizacién, por ejemplo a una temperatura de -80 °C.
Durante la utilizacién, se va descongelando lentamente hasta la temperatura de mezcla.

La muestra B puede contener Unicamente suero nativo; como alternativa, la muestra B comprende suero nativo
diluido en una solucién tampon.

Dicha solucion tampon es clasica y se puede seleccionar entre el tampon fosfato salino (PBS) y el PBS-BSA.
De preferencia, la solucion tampdn comprende BSA; de preferencia la solucion tampon es el PBS-BSA.

De preferencia, la muestra A comprende unas IgG diluidas en un tampén idéntico a la solucion tampdn de la muestra
B.

Una vez preparadas las muestras A y B, estas ultimas se mezclan y a continuacién se incuban en unas condiciones
especificas durante la etapa b) del procedimiento de acuerdo con la invencion.

En efecto, la mezcla de las muestras A y B se hace:
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- en una proporcién (cantidad de IgG en A, en gramos) : (volumen de suero nativo en B, en litros) comprendida
entre 30y 75; y
- auna temperatura comprendida entre 2 °C y 6 °C.

La proporcion (cantidad de IgG en A, en gramos) : (volumen de suero nativo en B, en litros) define la cantidad de IgG
que actua sobre un volumen de suero nativo. La cantidad de IgG presente en A se determina en gramos, y el
volumen de suero nativo presente en B se determina en litros.

Por ejemplo, si la muestra A corresponde a 20 pl de una solucién de IgG con 100 g/l, entonces la cantidad de IgG
presente en A es de 100*20*10°® = 2.107 g. Del mismo modo, si la muestra B corresponde a 80 pl de una solucién
de suero nativo diluido al 25 % en una solucién tampoén, entonces el volumen de suero nativo en B es de
80*10*0,25 = 2*10°° | (esto es 20 pl). En este caso, la proporcion (cantidad de IgG en A, en gramos) : (volumen de
suero nativo en B, en litros) es de 2/0,02, esto es 100.

De preferencia, la proporcion (cantidad de IgG en A, en gramos) : (volumen de suero nativo en B, en litros) esté
comprendida entre 35 y 70, de preferencia entre 40 y 65, de preferencia entre 45 y 60, de preferencia entre 45 y 55,
de preferencia es de aproximadamente 50.

La temperatura de mezcla esta comprendida entre 2 °C y 6 °C, de preferencia entre 3 °C y 5 °C, de preferencia es de
aproximadamente 4 °C. De este modo, la mezcla puede hacerse en un recipiente, por ejemplo un tubo de ensayo,
conservado en el hielo hasta su incubacion.

Si deben probarse varias muestras A y B, todas las mezclas reactivas se realizan a una temperatura comprendida
entre 2 °C y 6 °C, de preferencia a 4 °C, y a continuaciéon se realiza simultdneamente la incubacién de forma
uniforme.

Una vez obtenida la mezcla de las muestras A y B (de aqui en adelante mezcla reactiva), la mezcla reactiva se
incuba a una temperatura comprendida entre 35 °C y 40 °C durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y 2
horas. De preferencia, la mezcla reactiva se incuba a una temperatura de aproximadamente 37 °C, durante un
tiempo comprendido entre 45 minutos y 1 h 30, de preferencia comprendido entre 45 minutos y 1 hora, de
preferencia aproximadamente 1 hora.

La incubacién se hace con unos aparatos estandar, por ejemplo en el horno o en un bafio maria controlado por
termostato.

La mezcla reactiva se enfria a continuacién durante una etapa c), con el fin de detener las reacciones bioldgicas que
se desarrollan durante la incubacion. Este enfriamiento de la mezcla reactiva obtenida al final de la etapa b) se hace
a una temperatura comprendida entre 0 °C y 4 °C en presencia de EDTA. De este modo, la etapa c) puede
desarrollarse poniendo los tubos de ensayo que comprenden las mezclas reactivas incubadas en hielo, y afiadiendo
EDTA en cantidad suficiente. De preferencia, el EDTA se utiliza en una concentracion comprendida entre 50 mM y
200 mM, de preferencia de aproximadamente 100 mM.

En la mezcla reactiva obtenida al final de la etapa c), se mide (etapa d) entonces la cantidad de fragmento C5a del
complemento.

La etapa d) se puede hacer mediante cualquier método de medicion utilizado tradicionalmente, y en particular por
medio de kits comerciales. Por ejemplo, se puede hacer mediante ELISA, utilizando unos kits comerciales de
detecciodn de la proteina C5a, como los que vende Quidel o R&D system o Abcam.

La cantidad de fragmento C5a liberada a lo largo del procedimiento de acuerdo con la invencion es determinante
para evaluar los eventuales efectos secundarios de las IgG probadas. Cuanto mas importante es esta cantidad, mas
efectos indeseables tendran las IgG.

Con el fin de evaluar la calidad de las IgG de la forma mas precisa y sensible posible, el procedimiento de acuerdo
con la invencién comprende de manera ventajosa una etapa adicional €) de comparacion de la cantidad obtenida en
d) (p. €j. cantidad de fragmento C5a liberada por medio de la muestra A y, por lo tanto, por medio de las IgG
probadas) con la cantidad obtenida al sustituir la muestra A por un control positivo.

Por control positivo se entiende una muestra responsable de una activacion maxima del complemento y, por lo tanto,
de una liberacion maxima de fragmento C5a. De este modo este control positivo sirve de referencia, ya que
corresponde al 100 % de activacion del complemento.

El control positivo se selecciona de manera entre las muestras de lipopolisacaridos (LPS) y, en particular, entre los
LPS de Escherichia Coli (E. Coli) de serotipo 0127:B8 purificados mediante cromatografia intercambiadora de iones,
los LPS de E. Coli de serotipo K-235, los LPS de Salmonella enterica de serotipo typhimurium, los LPS de Klebsiella
pneumoniae, los LPS de E. Coli de serotipo 0127:B8 extraidos con acido tricloroacético, los LPS de mutantes de
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Shigella flexneri, y los LPS de E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados mediante extraccion con fenol.

De preferencia, el control positivo estd compuesto por los LPS de E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados mediante
extraccion con fenol. Estos LPS activan, en efecto, enormemente la liberacion de fragmento C5a, y lo hacen de
forma reproducible.

De preferencia, el procedimiento de acuerdo con la invencién también comprende una etapa adicional f) de
comparacion de la cantidad obtenida en d) (p. ej. cantidad de fragmento C5a liberada por medio de la muestra A y,
por lo tanto, por medio de las IgG probadas) con la cantidad obtenida al sustituir la muestra A por un control
negativo. Por control negativo se entiende una muestra responsable de la liberacién de una cantidad basal de
fragmento C5a. Este control negativo corresponde, en particular, a una muestra que comprende Unicamente la
disoluciéon tampdn de la muestra B, por ejemplo el tampdn PBS o el tampdn PBS-BSA.

Esta etapa f) se puede realizar al mismo tiempo, con anterioridad o con posterioridad a la etapa e).

De preferencia, el procedimiento de acuerdo con la invenciéon comprende, como la etapa e) anterior, una etapa de
medicion del porcentaje de activacion del complemento, obtenida mediante la siguiente formula:

[prueba - control negativo] / [activacion maxima del complemento - control negativo] * 100
en la que:

“prueba” es la cantidad de fragmento C5a medida en la mezcla reactiva probada;

“control negativo” es la cantidad de fragmento C5a medida en la mezcla reactiva en la que se ha sustituido la
muestra A por la disolucion tampon;

“activacion maxima del complemento” es la cantidad de fragmento C5a medida en la mezcla reactiva en la que
se sustituye la muestra A por unos LPS de E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados mediante la extraccion con
fenol.

De preferencia, cuando se utiliza un control positivo compuesto por unos LPS, en particular los LPS de E. Coli de
serotipo 0127:B8 purificados mediante la extraccion con fenol, la proporcién (cantidad de LPS, en
gramos) : (volumen de suero nativo en B, en litros) estd comprendida entre 6 y 15, de preferencia entre 7 y 14, de
preferencia entre 8 y 13, de preferencia la proporcion es de aproximadamente 10.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion sin por ello limitar su alcance.

Descripcion detallada de lainvencién

Ejemplo 1: procedimiento de medicién de la activaciéon del complemento mediante unas 1gG

Material:

Suero humano nativo: obtenido mezclando el suero nativo de 4 donantes de tipo AB, y conservado a -80 °C. El suero
se descongela cuidadosamente a 4 °C antes de su utilizacion. Para la prueba ELISA, los anticuerpos monoclonales
anti-C5a humano (para el recubrimiento) y los anticuerpos policlonales anti-C5a humano biotinilados (para el
revelado) proceden de R&D system.

Prueba de liberacién de C5a:

Etapa a): preparacion de 20 ul de IgG probadas con 50 mg/ml en un tampén PBS-BSA al 1 % (muestra A) y de
80 pl de suero humano nativo diluido al 25 % en PBS-BSA al 1 % (muestra B).

Etapa b): mezcla de la muestra A con la muestra B. Todos los tubos de mezcla se mantienen en una mezcla
agua/hielo hasta la incubacién.

Para cada muestra, se realizan 5 pruebas independientes de activacién de C5a:

= La activaciéon maxima del complemento (control positivo) se obtiene al sustituir la muestra A que comprende las
IgG probadas por unos LPS E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados mediante la extracciéon con fenol (10 mg/ml);

= Se realiza un control negativo con Unicamente tampén PBS-BSA.

Se incuban las mezclas 1 hora a 37 °C.

Etapa c): se detienen las reacciones colocando los tubos en hielo y afiadiendo 1 yl de EDTA en 100 mM.

Etapa d): después de la incubacioén y el enfriamiento, se mide la liberaciéon del fragmento C5a por triplicado para
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cada tubo mediante una prueba ELISA:

= Dilucién de cada mezcla: 1/50 en PBS/BSA al 1 %.
= Anticuerpos para el recubrimiento: 0,4 pg/ml - 100 pl / Anticuerpo para el revelado: 100 ng/ml - 100 pl.

La densidad 6ptica se mide para cada mezcla por medio de un lector de microplacas (Perkin) adaptado al sistema
de revelado asociado al anticuerpo. Puede tratarse tanto de un lector en lo visible en el marco de un revelado clasico
HRP-OPD como de un lector de fluorescencia si el anticuerpo esta injertado con un grupo fluorescente.

Resultados: el porcentaje de activacion del complemento se obtiene mediante la siguiente férmula:

[prueba - control negativo] / [activacion maxima del complemento - control negativo] * 100

Para cada mezcla, se mide la media obtenida para las 5 pruebas independientes y la desviacion estandar.

Ejemplo 2: evaluacién de la activacion maxima del complemento mediante diferentes LPS

El protocolo del ejemplo 1 se utiliza para medir la activacion maxima del complemento de los diferentes LPS
siguientes:

LPS A: LPS de E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados mediante cromatografia intercambiadora de iones.
PS B: LPS de E. Coli de serotipo K-235.

PS C: LPS de Salmonella enterica de serotipo typhimurium.

PS D: LPS de Klebsiella pneumoniae.

PS E: LPS de E. Coli de serotipo 0127:B8 extraidos con acido tricloroacético.

PS F: LPS de mutante de Shigella flexneri.

PS de referencia: LPS de E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados mediante la extraccion con fenol.
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Se evalla la cantidad de fragmento C5a liberado en los dias 1 a 5 para cada mezcla.

En la figura 1 se presentan los resultados. Para cada uno de los LPS A a F figuran sucesivamente las densidades
opticas (DO) obtenidas en D1, D2, D3, D4 y D5.

Para el LPS de referencia, las DO obtenidas durante cada medicion para los 5 dias se dan sucesivamente (p. ej. D1:
12 medicion, 22 medicién y 32 medicion del triplicado; D2: 12 medicidn, 22 medicion y 32 medicion del triplicado...
hasta el D5: 12 medicién, 22 medicion y 32 medicidn del triplicado).

Los resultados demuestran que el LPS de referencia forma parte de aquellos que activan enormemente C5a, y esto
de forma constante a lo largo del tiempo.

Ejemplo 3: mediciéon de la activacién del complemento mediante unas IVIG

Protocolo:

El protocolo del ejemplo 1 se utiliza para medir el porcentaje de activacion de una IgNG y de diferentes IVIG
comerciales.

La IgNG (ClairYG) se obtiene de acuerdo con el procedimiento desarrollado por la solicitante en el ejemplo 1 de la
solicitud de patente internacional WO 2007/077365.

También se prueban 4 IVIG comerciales, que son:

IVIG1 = Octagam® comercializadas por Octapharma;
IVIG2 = Gammagard® comercializadas por Baxter;
IVIG3 = Gamunex® comercializadas por Talecris;
IVIG4 = Privigen® comercializadas por CSL Behring.

Para la prueba ELISA se cubren unas placas microperforadas con 100 ul de anticuerpos anti-C5a con 0,4 mg/ml en
un tampoén que comprende carbonato 0,1 M, pH 9,6, toda una noche a 4°C. Después de la saturacion con PBS + un
1 % de BSA, las muestras y controles se diluyen en el tampon de saturacién, se depositan sobre una placa y se
incuban 2 horas a 20 °C. A continuacion se afiade el anticuerpo policlonal biotinilado y se revela con estreptavidina
acoplada a una peroxidasa. La absorbancia en 492 nm se mide con un lector ELISA (Bio-Tek instrument). Se
obtiene el Porcentaje de Activacion del Complemento de acuerdo con la siguiente formula:

[prueba - control negativo] / [activacion maxima del complemento - control negativo] * 100

Para cada muestra el resultado corresponde a la media de las 5 activaciones independientes.
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Resultados:
En la figura 2 se presentan los resultados.
Es evidente que el porcentaje de activacion de Cb5a mediante ClairYg es significativamente mas bajo

(aproximadamente un 15 %), lo que sugiere, de manera significativa, una mejor tolerancia de este IVIG comparado
con los 4 IVIG comerciales.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de medicion de la activacion del complemento mediante inmunoglobulinas G, que comprende las
siguientes etapas:

a) preparacion de una muestra A de inmunoglobulinas G (IgG), y de una muestra B que comprende suero
nativo, diluyéndose dicho suero nativo eventualmente en una solucién tampén;

b) mezcla de la muestra A con la muestra B en una proporcién “cantidad de IgG en A, en gramos” : “volumen de
suero nativo en B, en litros” comprendida entre 30 y 75, a una temperatura comprendida entre 2°C y 6 °C, y a
continuacioén incubacion de la mezcla reactiva obtenida a una temperatura comprendida entre 35°C y 40 °C
durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y 2 horas;

c) enfriamiento de la mezcla reactiva obtenida al final de la etapa b) a una temperatura comprendida entre 0 °C
y 4 °C, y en presencia de EDTA;

d) medicion de la cantidad de fragmento C5a en la mezcla reactiva enfriada obtenida en c).

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que la proporcién “cantidad de IgG en A, en
gramos” : “volumen de suero nativo en B, en litros” de la etapa b) esta comprendida entre 35y 70.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por que la proporcion “cantidad de IgG en A, en
gramos” : “volumen de suero nativo en B, en litros” de la etapa b) esta comprendida entre 40 y 65.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, caracterizado por que la proporcion “cantidad de IgG en A,
en gramos” : “volumen de suero nativo en B, en litros” de la etapa b) estd comprendida entre 45 y 60.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la incubacién de la etapa
b) se hace a una temperatura de aproximadamente 37 °C, durante un tiempo comprendido entre 45 minutos y 1
hora.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que el EDTA se
utiliza en la etapa c) en una concentracion comprendida entre 50 mM y 200 mM.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que el EDTA se utiliza en la etapa c) en una
concentracion de aproximadamente 100 mM.

8. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que la muestra A
es una muestra de IVIG.

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que el suero
nativo de la muestra B es un suero humano de grupo sanguineo AB+.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que comprende
una etapa e) de comparacion de la cantidad obtenida en d) con la cantidad obtenida al sustituir la muestra A por
unos lipopolisacaridos (LPS) de E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados mediante la extraccion con fenol.

11. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que comprende
una etapa e) de medicion del porcentaje de activacion del complemento, obtenida mediante la siguiente formula:

[prueba - control negativo] / [activacion maxima del complemento - control negativo] * 100
en la que:

“prueba” es la cantidad de fragmento C5a medida en la mezcla reactiva probada;

“control negativo” es la cantidad de fragmento C5a medida en la mezcla reactiva en la que se ha sustituido la
muestra A por la disolucién tampén;

“activacion maxima del complemento” es la cantidad de fragmento C5a medida en la mezcla reactiva en la
que se sustituye la muestra A por unos lipopolisacaridos (LPS) de E. Coli de serotipo 0127:B8 purificados
mediante la extraccion con fenol.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 10 u 11, caracterizado por que la proporcién “cantidad de LPS,
en gramos” : “volumen de suero nativo en B, en litros” esta comprendida entre 6 y 15.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 12, caracterizado por que la proporcion “cantidad de LPS, en
gramos” : “volumen de suero nativo en B, en litros” esta comprendida entre 7 y 14.

14. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 12 o 13, caracterizado por que la proporcion
“cantidad de LPS, en gramos” : "volumen de suero nativo en B, en litros” est4d comprendida entre 8 y 13.
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15. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado por que la etapa d)
de medicion de la cantidad de fragmento C5a se realiza mediante una prueba ELISA.
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Figura 1
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Figura 2
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