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DESCRIPCION
Deteccion de la activacion del complemento
ANTECEDENTES

La inflamacion es la respuesta fisiologica del tejido vascularizado al dafio, infeccion y ciertas enfermedades. El
proceso inflamatorio es un requisito bioldgico para la cicatrizacion de heridas después de una lesion traumética y
para la eliminacion de la infeccién. Sin embargo, la inflamacion también puede dafiar al propio tejido. Por esta razon,
la inflamacién con frecuencia se considera una espada de doble filo.

El complemento es el brazo més antiguo del sistema inmunitario y estd enraizado profundamente en el proceso
inflamatorio. La cascada de proteinas del complemento es una primera linea de defensa contra los microbios
invasores y un jugador critico en el proceso de cicatrizacion de heridas. La cascada de complemento implica mas de
30 proteinas séricas y celulares y desempefia papeles importantes en la inmunidad innata y adaptativa. La
activacion del complemento puede producirse por medio de tres vias principales: la clasica, la alternativa y la via de
lectina. Las tres vias principales de activacion del complemento convergen en el componente 3 del complemento de
proteina central (C3). C3 es un mediador central de inflamacién y se activa por la mayor parte de factores que
provocan inflamacion. Las Figuras 1 y 2 proporcionan visiones generales esqueméticas de C3 y sus productos de
activacion.

El complemento, y en particular C3, se asocia con varias indicaciones de enfermedad tanto agudas como crénicas.
Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, traumatismo, insuficiencia respiratoria, septicemia, otras formas de
infeccion, enfermedades infecciosas (por ejemplo, fiebres hemorréagicas), fallo multiorganico, degeneracion macular
relacionada con la edad, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, nefritis glomerular, isquemia, lesion por
reperfusion, enfermedad de intestino inflamatorio, hemorragia intracraneal, infarto de miocardio, y paro cardiaco.

Varios informes han demostrado que la activacién del complemento se produce inmediatamente después de la
lesion y se correlaciona con la gravedad de la lesion. En un estudio, se encontré que los niveles circulantes de
proteina del complemento en pacientes con traumatismo se correlacionaban con el resultado del paciente. Véase
Hecke, et al., Circulating complement proteins in multiple trauma patients--correlation with injury severity,
development of sepsis, and outcome, Crit. Care Med. 25(12): 2015-24 (1997). En este estudio, los autores midieron
las concentraciones plasméaticas de C3a y C3 total directamente después de la lesion y en la UCI en los dias
posteriores a la lesion. Detectaron evidencia de activaciéon del complemento C3 en los primeros momentos después
de la lesion. Sin embargo, la activacion del complemento fue mas pronunciada en lo que no sobrevivieron que en los
supervivientes en las primeras ocho horas. En los primeros momentos, el grado de activacién de C3 se correlaciond
con el resultado del paciente. Hecke et al. también se encontraron que la relacion del producto dividido de C3, C3a,
cuando se toma como una relacion con respecto al complemento total, fue un mejor predictor del resultado que el de
C3a solo.

Un estudio similar de Zilow, et al., Complement activation and the prognostic value of C3a in patients at risk of adult
respiratory distress syndrome, Clin. Exp. Immunol. 79: 151-57 (1990), encontraron retrospectivamente que la
supervision de C3a y C3 total a intervalos frecuentes (6 h) podria ser Util para identificar pacientes con alto riesgo de
0 en las etapas tempranas de la dificultad respiratoria. Estos investigadores extrajeron la primera muestra de plasma
dentro de las 2 horas de la lesidn y repitieron muestreos de 6 horas durante las primeras 48 horas y después a
intervalos diarios a partir de entonces. Zilow et al. encontraron una correlacién significativa entre los niveles de C3ay
la relacion de C3a:C3 total a las 6 y 12 horas, asi como a partir de los 5 dias.

En el campo de la atencion de traumatismos, la primera hora después de la lesion a veces se denomina la "Hora
Dorada". Sin desear quedar ligando a la teoria, en general se cree que la intervencion dentro de la primera hora
después de una lesién traumatica aumenta considerablemente el resultado del paciente. Una mejor informacion de
diagnoéstico proporcionada antes ayudaria a mejorar la intuicién del especialista en cuidados intensivos al tomar
decisiones de tratamiento.

KABUT JACEK ET AL, "Levels of complement components iC3b, C3c, C4, and SC5b-9 in peritoneal fluid and serum
of infertile women with endometriosis”, FERTILITY AND STERILITY, ELSEVIER SCIENCE INC, NUEVA YORK, NY,
Estados Unidos, (20070504), vol. 88, n.° 5, doi:10.1016/J.FERTNSTERT.2006.12.061, ISSN 0015-0282, p&ginas
1298 - 1303 divulgan la medida de iC3b en individuos para evaluar si padecen endometriosis.
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El documento titulado "An enzyme immunoassay for the quantitation of the iC3b fragment of C3 protein in human
plasma or serum SPECIALTY PRODUCTS", (20091101), URL:
https://www.quidel.com/sites/default/files/product/documents/mvb_ic3b_pi.pdf divulga un kit de EIA para detectar el
nivel de iC3b en muestras de individuos que padecen una enfermedad. El documento WO 2010/135717, de Zhang
5 et al., publicado el 25 de noviembre de 2010, esta dirigido a métodos para evaluar la activacién del complemento a
través de los biomarcadores C3 intacto, iC3b y C3 total. Sin embargo, Zhang et al. se limita a los inmunoensayos
tradicionales tipo sandwich, tal como ELISA, que requieren procesamiento en el laboratorio y la experiencia de
técnicos cualificados. Ademas, los ensayos y métodos de Zhang et al. requieren etapas de preparacion,
almacenamiento y manipulacién de muestras que se sabe que activan el C3 intacto labil y producen resultados de
10 prueba de falsos positivos, lo que impide la capacidad de medir con precisién el C3 intacto. Ademas, los ensayos y
métodos de Zhang et al. requieren horas para el procesamiento y, por lo tanto, son incapaces de proporcionar los
datos casi en tiempo real, o que puede afectar a la atencion del paciente en los primeros momentos después de la
crisis fisiologica.

15 RESUMEN DE LA INVENCION
La invencién proporciona un método que comprende las etapas de

detectar en una muestra de un sujeto un nivel de iC3b, en el que la deteccion implica una interaccion
20 especifica entre el iC3b y un anticuerpo sin reactividad cruzada con respecto al mismo; y
comparar el nivel detectado con un nivel de referencia, cuyo nivel de referencia esta dentro de un intervalo
de aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 5.000 ng/ml; en el que la determinacién de que el nivel
detectado esta por encima del nivel de referencia, indica que el sujeto padece o es susceptible a una
activacion del complemento patoldgica y/o no deseable, en el que las etapas de deteccion y comparacion
25 se realizan en 30 minutos o menos utilizando un ensayo de flujo lateral. El anticuerpo sin reactividad
cruzada puede estar caracterizado por que una solucion de 1 ug/ul de C3 produce una sefal equivalente a
menos de aproximadamente 1 ng/ml de iC3b.

El anticuerpo sin reactividad cruzada puede ser o puede comprender un anticuerpo seleccionado del grupo que
30 consiste en A209, MCA2607 y HM2199.
En otro aspecto, la invencién proporciona un método que comprende las etapas de

detectar en una muestra de un sujeto un nivel de C3 intacto, en el que la deteccion implica una interaccion
especifica entre el C3 intacto y un anticuerpo sin reactividad cruzada con respecto al mismo; y
35 comparar el nivel detectado con un nivel de referencia, cuyo nivel de referencia esta dentro de un intervalo
de aproximadamente 350 ug/ml a aproximadamente 1.700 ug/ml; en el que la determinacién de que el nivel
detectado estad por debajo del nivel de referencia, indica que el sujeto padece o es susceptible a una
activacion del complemento patoldgica y/o no deseable, en el que las etapas de deteccidon y comparacion
se realizan en 30 minutos 0 menos utilizando un ensayo de flujo lateral.
40
En el aspecto anterior de la invencién, el anticuerpo sin reactividad cruzada se puede caracterizar porque una
solucion de 1 pg/ul de iC3b produce una sefial equivalente a menos de aproximadamente 1 ng/ml de C3. En el
aspecto anterior de la invencién, el anticuerpo sin reactividad cruzada puede ser o puede comprender HM2075.
La activacién del complemento no deseable y/o patolégica puede ser causada por un trastorno seleccionado del
45 grupo que consiste en lupus eritematoso sistémico, traumatismo, estrés inflamatorio, trastornos autoinmunes,
hemorragia intracraneal, infeccién, rechazo a trasplante, enfermedad ocular, enfermedad cardiaca, lesion por
isquemia/reperfusién, degeneracion macular relacionada con la edad, hemoglobinuria paroxistica nocturna,
angiodema hereditario, enfermedad renal, trastornos asociados con el embarazo, y trastornos neurolégicos.
La muestra puede seleccionarse del grupo que consiste en sangre entera, suero, plasma, orina, lagrimas, saliva,
50 exudado de heridas, liquido de lavado broncoalveolar y liquido cefalorraquideo.
La etapa de deteccion se puede realizar en condiciones controladas, de tal forma que la ejecucion de la etapa no
activa sustancialmente el complemento dentro de la muestra.
La invencion encuentra aplicacion, por ejemplo, en medicina, incluyendo en entornos de diagnéstico y
terapéuticos, y particularmente en entornos clinicos. Los métodos pueden usarse para dirigir la atencién al paciente
55 en los primeros momentos inmediatamente después de una lesién traumatica u otras crisis fisiolégicas. Como
alternativa, o adicionalmente, los métodos y ensayos son adecuados para su uso, por ejemplo, para seleccionar,
controlar y/o ajustar tratamientos para pacientes que padecen o son susceptibles a uno o méas estados de
enfermedad afectados por la presencia o el nivel de activacion del complemento. Dichos estados de enfermedad
incluyen, por ejemplo, enfermedades autoinmunes tal como lupus eritematoso sistémico.
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Como se describe en el presente documento, la seleccion, captura y deteccién cuidadosa de pares de anticuerpos
que evitan interferencias cruzadas, hace posible detectar y cuantificar biomarcadores de activacion del
complemento, incluyendo C3 intacto y/o iC3b nativos, mientras se evitan los falsos resultados de falso positivo que
han plagado los métodos de prueba mas convencionales para estos analitos. Los métodos de la invencién pueden
aplicarse en una diversidad de formatos; los inventores han encontrado ademas que un formato de tipo de ensayo
de flujo lateral, y particularmente un formato de inmunoensayo de flujo lateral, proporciona ventajas particulares y
caracteristicas sorprendentes.

Si bien la respuesta del complemento es un importante sistema de defensa contra la enfermedad, varias
caracteristicas dificultan la medicion precisa de la activacion del complemento, particularmente en un periodo de
tiempo clinicamente relevante. Las tecnologias conocidas requieren una hora y, a menudo, dos horas o méas para
determinar los niveles de complemento. Durante este tiempo, puede tener lugar un deterioro significativo de la
afeccién de un paciente que no se manifiesta visiblemente hasta que se produce un dafio significativo, o incluso
irreversible. Adicionalmente, se sabe que las proteinas del complemento se activan facilmente mediante la
manipulacion y otras condiciones experimentales. Los Solicitantes han descubierto, entre otras cosas, que los
niveles o tipos de manipulacién que no se apreciaron previamente para activar el complemento pueden afectar
significativamente a los resultados del ensayo. Quizas de forma mas sorprendente, los Solicitantes demuestran en el
presente documento que el paso del tiempo es un factor importante en la activacién espontanea del complemento,
incluso sin manipulacion.

Los métodos de la invencidon pueden completarse dentro de un periodo de tiempo, medido desde el inicio de la
recogida de muestras de un sujeto, que es inferior a aproximadamente 60 minutos o menos, aproximadamente 50
minutos o menos, aproximadamente 40 minutos 0 menos, aproximadamente 30 minutos 0 menos, aproximadamente
20 minutos o menos, aproximadamente 10 minutos o menos, 0 aproximadamente 5 minutos o menos. Por el
contrario, muchos ensayos de la técnica anterior no proporcionan datos durante horas. Tal diferencia en el tiempo
puede marcar la diferencia entre la vida o la muerte para un paciente.

La presente divulgacion identifica una fuente no apreciada previamente de un problema con los ensayos de la
técnica anterior que detectan cambios (por ejemplo, disminuciones) en los niveles de proteina del complemento
total. La razén detras de tales ensayos de la técnica anterior es que la lesién o enfermedad puede desencadenar
una activacion masiva del complemento, dando como resultado una disminucién en los niveles de proteina del
complemento total. Sin embargo, en el presente documento se describe el descubrimiento de que se pueden
desencadenar niveles méas altos de activacion del complemento que los que se apreciaron previamente en un
individuo por eventos no patégenos, tal como el ejercicio, y también en una muestra por manipulacion, o incluso por
el paso del tiempo. Por lo tanto, los ensayos de la técnica anterior carecen de especificidad ya que no pueden
distinguir la razén por la que se reducen las proteinas del complemento, o el destino de las proteinas del
complemento relevantes. Como se describe en el presente documento, es posible proporcionar ensayos que
permitan la discriminacion entre la activacion del complemento indeseable y/o patolégica y no indeseable y/o
patolégica. Por ejemplo, algunos de estos ensayos proporcionados miden los niveles de C3 intacto y/o de uno 0 mas
productos de activacion, tal como iC3b. La evaluacién de los niveles de proteina del complemento, en lugar de la
proteina del complemento total, distingue la activacion del complemento no deseable y/o patoldgica de una
disminucion general en la proteina del complemento circulante, por ejemplo, como puede ocurrir en respuesta a
cambios en el estilo de vida o similares.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La Figura 1 proporciona una descripcion esquematica del sistema del complemento. EI complemento se
activa por tres rutas principales, todas las cuales convergen en la activacion de C3 intacto. La activacion
proteolitica de C3 produce los productos divididos de C3 C3a y C3b. C3b también se modifica
proteoliticamente para formar iC3b, un biomarcador para la activacion de C3. C3 intacto e iC3b estan
encerrados en un circulo en el esquema.

La Figura 2 proporciona una representacion esquematica de la activacion y desactivacion de C3. El C3
intacto se activa proteoliticamente en C3a y C3b. Algunas moléculas de C3b se unen covalentemente a las
superficies; otras reaccionan con agua y se mantienen en circulaciéon. C3b se desactiva por el factor 1 de
proteasa. El primer producto de desactivacion es iC3b, que se forma por la actividad del Factor 1 que
elimina un péptido corto, C3f. iC3b se degrada adicionalmente en C3c y C3dg, degradandose este Ultimo
finalmente en C3d.

La Figura 3 es una representacion esquematica del reconocimiento especifico de C3 intacto e iC3b por
pares de anticuerpos. (A) El C3 intacto es reconocido por dos anticuerpos: un primer anticuerpo reconoce
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C3a, que solo esta presente en la molécula de C3 intacto; un segundo anticuerpo reconoce una region en
C3d que esta presente tanto en C3 intacto como en iC3b. El segundo anticuerpo participa en la distincion
de C3 vy sus derivados de otras moléculas de proteinas, pero no C3 intacto de iC3b. Un par alternativo de
anticuerpos para C3 intacto incluye anticuerpos que reconocieron C3a y C3f. (B) La proteina iC3b es
reconocida por otro par de anticuerpos. El primer anticuerpo entra en contacto con la proteina en un
neoepitopo que se cree que se encuentra cerca de la region C3g. Este epitopo se revela una vez que el
Factor | elimina el fragmento C3f. El neoepitopo se ocluye una vez que el Factor | degrada iC3b en C3c y
C3dg. El segundo anticuerpo reconoce el epitopo C3d. Un par alternativo para iC3b incluye el anticuerpo
iC3b mencionado anteriormente y un segundo que reconoce C3d activado (Quidel® A250).

La Figura 4 es un esquema de una forma de realizacion de un inmunoensayo de flujo lateral de la presente
invencion.

La Figura 5 es una representacion esquematica de dos formas de realizacién de un inmunoensayo de flujo
lateral de acuerdo con la presente invencion. (A) muestra un inmunoensayo de flujo lateral para la deteccion
de un analito individual. (B) muestra un inmunoensayo de flujo lateral para la deteccion de dos analitos
separados (C3 intacto e iC3b) en tiras de membrana paralelas.

La Figura 6 es una representacion de tres formas de realizacion de inmunoensayos de flujo lateral de
analito individual. (A) muestra un casete de prueba para un inmunoensayo de flujo lateral de C3 total. (B)
muestra un casete de prueba para un inmunoensayo de flujo lateral de C3 intacto. (C) muestra un casete de
prueba para un inmunoensayo de flujo lateral de iC3b.

La Figura 7 es una representacion de dos formas de realizacién de un casete de prueba de inmunoensayo
de flujo lateral de analito doble, para la evaluacién de C3 intacto e iC3b. (A) muestra un casete de prueba
gue comprende dos puertos separados para la carga de muestras y dos tiras de membrana en paralelo, una
para cada analito. (B) muestra un casete de prueba con un solo puerto para la carga de muestras y dos
tiras de membrana en paralelo, una para cada analito.

La Figura 8 es una representacion de dos formas de realizaciéon de un casete de prueba de inmunoensayo
de flujo lateral de triple analito, para la evaluacion del C3 total, C3 intacto e iC3b. (A) muestra un casete de
prueba que comprende tres puertos separados para la carga de muestras y tres tiras de membrana en
paralelo, una para cada analito. (B) muestra un casete de prueba con un solo puerto para la carga de
muestras y tres tiras de membrana en paralelo, una para cada analito.

La Figura 9 es una representacion esquematica de dos formas de realizacién de un inmunoensayo de flujo
lateral. (A) muestra un inmunoensayo de flujo lateral para la deteccion de un analito individual. (B) muestra
un inmunoensayo de flujo lateral para la deteccion de dos analitos separados (C3 intacto e iC3b) en serie
en la misma tira de membrana.

La Figura 10 es una representacion de dos formas de realizacién de un inmunoensayo de flujo lateral para
multiples analitos en serie. (A) muestra un inmunoensayo de flujo lateral para la deteccion de dos analitos y
un control en serie en la misma tira de membrana. (B) muestra un inmunoensayo de flujo lateral para la
deteccidn de tres analitos y un control en serie en la misma tira de membrana.

La Figura 11 muestra una comparacion de sensibilidades, rango dinamico, variabilidad entre pruebas, y
tiempo de prueba para tres formas de realizacién de los inmunoensayos de flujo lateral instantaneos. (A)
muestra un grafico de curva estandar para una tira reactiva que detecta iC3b sin una carcasa de casete. (B)
muestra un grafico de curva estandar de una forma de realizaciéon del inmunoensayo de flujo lateral en el
que las tiras reactivas estan encerradas en un casete, lo que permite una administracion mas controlada del
volumen de la muestra de ensayo. La concentracion de una solucién de anticuerpo utilizada para la
conjugacion de oro es de 0,5 mg/ml y se incluye BSA en la mezcla de reaccion. (C) muestra un grafico de
curva estandar de otra forma de realizacion de una tira reactiva integrada en un casete, en donde la
concentracién de la solucién de anticuerpo utilizada para la conjugacion de oro es 1 mg/ml y se elimina BSA
de la mezcla de reaccion. La sensibilidad del ensayo alcanza 10 ng/ml con un rango dindmico que se
extiende hasta 10 ug/ml.

La Figura 12 muestra la sensibilidad de una forma de realizacién de un inmunoensayo de flujo lateral para
iC3b. La sensibilidad varia de 10 ng/ml a 10 ug/ml. El error estandar es inferior al 3% a los 20 minutos. R
cuadrado = 0,9892.

La Figura 13 muestra la sensibilidad de una forma de realizacion de un inmunoensayo de flujo lateral para
C3 intacto. La sensibilidad varia de 20 ng/ml a 10 ug/ml. El error estandar es inferior al 3% a los 20 minutos.
R cuadrado = 0,9964. Se muestran las barras de error, pero son mas pequefias que los puntos trazados.

La Figura 14 muestra la interferencia entre los anticuerpos C3 intacto e iC3b en inmunoensayos de flujo
lateral ejemplares.

La Figura 15 muestra niveles de C3 intacto e iC3b en lagrimas basales de un solo individuo a intervalos de
12 horas, que se ensaya mediante inmunoensayos de flujo lateral ejemplares descritos en el presente
documento.
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La Figura 16 muestra los niveles de C3 intacto e iC3b en sangre entera de un individuo sano normal. Los
resultados muestran aproximadamente 2500 veces mas de C3 intacto que iC3b en sangre entera de un
donante sano.

La Figura 17 muestra los niveles de C3 intacto e iC3b en sangre entera de un individuo sano. Los
resultados muestran aproximadamente 333 veces mas de C3 intacto que iC3b en sangre entera de un
donante sano.

La Figura 18 muestra los niveles de C3 intacto e iC3b en un individuo normal 2 horas después de un
esfuerzo intenso (100 millas en bicicleta). Los resultados muestran 1000 veces mas de C3 intacto que iC3b
en la sangre entera de un individuo sano después de un esfuerzo.

La Figura 19 es una tabla de fluidos corporales ejemplares adecuados para su uso con los ensayos y
métodos divulgados en el presente documento.

La Figura 20 muestra dos representaciones esquematicas de formas de realizacion de flujo lateral de la
presente invencién que pueden usarse para medir un analito individual a partir de una muestra. (A) muestra
un esquema de una forma de realizacidon ejemplar de la presente invencién, y (B) muestra un esquema de
un proceso ejemplar de acuerdo con aspectos de la presente invencion.

La Figura 21 representa un método ejemplar para realizar uno o mas aspectos de la presente invencion.
También se muestran ilustraciones ejemplares de como puede verse el método cuando se realiza, asi como
imagenes de tiras reactivas de ensayo y un lector de tiras reactivas de acuerdo con aspectos de la presente
invencion.

La Figura 22 muestra fotografias de tiras reactivas de ensayo que se usaron de acuerdo con ciertas formas
de realizacion de la invencién, como se describe en los Ejemplos, para generar las curvas estandar en la
Figura 23. Cada punto de datos en la Figura 23 se generd a partir de mediciones por triplicado que se
muestran en esta Figura 22.

La Figura 23 muestra varias curvas estandar generadas de acuerdo con los métodos de la presente
invencion que muestran niveles de proteina C3 nativa 10 minutos, 20 minutos y 30 minutos después de la
preparacion de la muestra.

La Figura 24 muestra la varianza en los valores medidos para C3 nativo para las muestras mostradas en la
Figura 22 y los datos mostrados en la Figura 23.

La Figura 25 muestra fotografias de las tiras reactivas de ensayo que se usaron para generar las curvas
estandar en la Figura 26. Cada punto de datos en la Figura 26 se generé a partir de mediciones por
triplicado que se muestran en esta figura.

La Figura 26 muestra varias curvas estandar generadas de acuerdo con los métodos de la presente
invencion que muestran niveles de proteina iC3b 10 minutos, 20 minutos y 30 minutos después de la
preparacion de la muestra.

La Figura 27 muestra medidas por triplicado de (A) C3 nativo y (B) iC3b a partir de una Unica muestra de
sangre de acuerdo como se ensay6 de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

La Figura 28 muestra mediciones de niveles de C3 nativo de tres donantes medidos en sangre entera,
suero y plasma de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

La Figura 29 muestra las mediciones de los niveles de iC3b en plasma o suero medidos por los métodos
de la presente invencion y comparados con los métodos ELISA conocidos. Los paneles (A), (B) y (C)
muestran los datos por donante en forma de grafico de barras, mientras que (D) muestra los datos de los
tres donantes en forma de tabla.

La Figura 30 muestra los niveles de iC3b a partir de muestras de proteina iC3b purificada medidos por los
métodos de la presente invencion y en comparacion con los métodos ELISA conocidos, y muestra una
comparacion con los datos generados a partir de una muestra de plasma utilizando un ensayo de la
presente invencién o un ELISA tradicional.

La Figura 31 muestra los niveles de proteina iC3b medidos a partir de muestras de sangre entera, plasma
o suero de dos donantes. Los ensayos se realizaron cuando las muestras estaban frescas o cuando las
muestras habian estado expuestas a temperatura ambiente durante cuatro horas.

La Figura 32 muestra el efecto del tiempo en los niveles de iC3b medidos en muestras de sangre entera
(etiguetada "Sangre") en comparacién con una curva estandar de iC3b (etiquetada "iC3b"). Las muestras se
expusieron a temperatura ambiente durante (A) 5 minutos, (B) 10 minutos, (C) 15 minutos o (D) 20 minutos.
La Figura 33 muestra los niveles de iC3b medidos en muestras de plasma o suero de tres donantes. Las
muestras de cada donante se expusieron a una de dos condiciones, la exposicidon a temperatura ambiente
durante cinco (5) minutos o la exposicion a temperatura ambiente durante sesenta (60) minutos. Los niveles
de iC3b se midieron en seis intervalos durante el tiempo de exposicion y los niveles se normalizaron a una
curva estandar de iC3b para fines de comparacion directa.

La Figura 34 muestra el efecto del tiempo en la generacién de iC3b en muestras de plasma humano. (A)
muestra una foto de las tiras reactivas de flujo lateral de acuerdo con los aspectos de la invencion, y (B)
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muestra una grafica de la generacion de iC3b a lo largo del tiempo de acuerdo como se lee en las tiras
mostradas en (A).

La Figura 35 muestra la activacion de iC3b en muestras de plasma y suero humanos después de (A) 2
minutos de incubacién y (B) 5 minutos de incubacién usando un ensayo de formato ELISA.

La Figura 36 muestra un gréfico de barras de la activacion de iC3b en muestras de suero humano después
de 2 minutos, 5 minutos, 15 minutos o 60 minutos de incubacion en un ensayo de formato ELISA.

La Figura 37 muestra la deposicion de C3 derivada de suero humano y la activacion a lo largo del tiempo,
en ausencia de un complejo de antigeno:anticuerpo.

La Figura 38 muestra la deposicion de C3 derivada de suero humano y la activacién a lo largo del tiempo,
en ausencia de pocillos recubiertos de anticuerpos.

DESCRIPCION DETALLADA DE CIERTAS FORMAS DE REALIZACION DE LA INVENCION

Hasta ahora, no se ha conocido en la técnica un ensayo en el punto de atencién para medir la activacion del
complemento dentro de la ventana de tratamiento accionable. Aunque las asociaciones entre el complemento y la
enfermedad o el traumatismo han sido reconocidas durante mucho tiempo, el C3 se supervisa en solo un pequefio
numero de enfermedades o afecciones. Incluso en esos casos, los métodos de ensayo actuales tienen limitaciones.
Primero, en la mayoria de los casos, los ensayos del complemento tradicionales se dirigen a C3 total como el analito
objetivo (por ejemplo, mediante ensayos de turbidez y ELISA). El C3 total es una combinaciéon de productos de
activacion y desactivacion de C3 intacto (o nativo) y C3. Estas pruebas generalmente detectan disminuciones en los
niveles de C3 total circulante. Los niveles disminuidos de C3 total, por lo tanto, solo miden el agotamiento de C3
debido a la activacion masiva. Sin embargo, otros factores tales como la dieta o el ejercicio, pueden causar niveles
mas bajos de C3 en el estado de equilibrio. Como los ensayos de C3 totales no miden la renovacion, no se pueden
distinguir las causas de la activacion. Ademas, una prueba que mide el C3 total no puede supervisar los cambios en
tiempo real en la firma de activacion de C3 que serian Utiles para dirigir la atencion al paciente. Por ejemplo, los
pacientes que padecen traumatismos o lupus sistémico (marcado por la disminucion de los niveles de C3) se
beneficiaran de un mejor control de la activacion de C3. Actualmente, la eficacia del tratamiento para el lupus
sistémico se mide por un retorno de los niveles de C3 deprimidos a los niveles normales. Sin embargo, el médico
tiene dificultades para discernir si el proceso de la enfermedad subyacente se ha detenido o se ha retrasado lo
suficiente como para que los mecanismos homeostaticos devuelvan a C3 a los niveles fisiolégicamente normales.

Una segunda limitacion en la prueba de C3 actual es el tiempo requerido para realizar la mayoria de los ensayos. Un
ensayo ELISA tipico para la deteccion de la activacion del complemento requiere horas para realizarse y la
disponibilidad de un laboratorio y un técnico calificado. Por lo tanto, esta plataforma de ensayo no es Uutil para las
indicaciones de disfuncion inflamatoria, en la cual los biomarcadores cambian en el orden de minutos y se requiere
la intervencién clinica en una escala de tiempo similar.

Una tercera limitacion en la prueba de C3 actual reside en la naturaleza de la propia cascada de proteinas. El
complemento es notoriamente exigente y puede activarse en virtud de los procedimientos de analisis estandar
(manipulacion, almacenamiento y exposicion a materiales extrafios que entran en contacto con C3 durante el
andlisis). El complemento es muy efectivo en la lisis de microbios invasores y el inicio de la respuesta de
cicatrizacion de heridas en sitios de lesion. Esta eficacia se debe en parte a la capacidad de C3 para activarse por
materiales foraneos, tal como los componentes de la pared celular bacteriana. Si bien esta propiedad es (til para
dirigir una respuesta inmune a nuevos patdgenos foraneos, esta misma propiedad presenta desafios formidables
para el estudio experimental y de diagnéstico. Los materiales tales como los plasticos utilizados en el manejo de
muestras, la manipulacién de la propia muestra, y las condiciones de almacenamiento inadecuadas también pueden
desencadenar la activacion del complemento. Cuantas mas etapas de procesamiento y manejo se requieran para
realizar un ensayo dado, més falsos positivos se pueden esperar, debido a la activacion del complemento en virtud
del propio ensayo. Estos falsos positivos complican las pruebas tradicionales y hacen que los métodos de prueba
actuales no sean adecuados para su uso en la direccion de la atencién al paciente casi en tiempo real.

Una consideracion adicional en las pruebas de activacion del complemento es la seleccion del mejor biomarcador
para detectar cambios en tiempo real en la respuesta inflamatoria. C3 tiene varias cualidades atractivas como
biomarcador en la inflamacién. Primero, como la proteina central del sistema del complemento, C3 se activa por la
mayoria de los estimulos que causaran la activacion del complemento. Segundo, C3 se activa en proporcion al
grado de lesién o infeccion. En tercer lugar, C3 responde casi en tiempo real a un insulto fisiolégico. La activacion
del complemento se produce en respuesta directa a un agente que causa una crisis, en contraste con otros
marcadores inflamatorios de fase aguda que tardan horas o dias en responder. Esta propiedad de respuesta rapida
no esta presente en otros biomarcadores utilizados con frecuencia en la clinica.
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Especificamente, el C3 intacto (o nativo) es un marcador valioso del estado inflamatorio. El C3 intacto representa la
cantidad de C3 disponible para activaciéon. El C3 total representa el C3 intacto, asi como todos los productos de
activacion de C3. En la actualidad, los ensayos de complemento estandar generalmente miden el C3 total mediante
ensayos de turbidez o ELISA. Aunque técnicamente son mas faciles de realizar, los ensayos de C3 total no pueden
detectar el agotamiento de C3 con la misma precisién que los ensayos de C3 intacto. El control de C3 intacto,
especialmente a lo largo del tiempo, es util para seguir eventos de activacion masiva del complemento, como los que
ocurren en un traumatismo y otras indicaciones sistémicas de activacion del complemento. El control de C3 intacto a
lo largo del tiempo permite que un médico detecte el inicio de un estado inmunosupresor causado por el agotamiento
de C3. Ademas, el C3 intacto puede ser mas util que el C3 total al calcular los indices de activacion del
complemento. Los ensayos de C3 intacto han demostrado histéricamente ser dificiles de administrar o de los que
depender, en parte porque el C3 intacto es muy labil y puede desnaturalizarse o autoactivarse si no se maneja
adecuadamente.

El producto dividido de C3, iC3b, también es un marcador valioso de la respuesta inflamatoria. iC3b tiene una
semivida de 30 a 90 minutos, que sirve como un biomarcador menos volatil (en comparacion con C3a) pero que aln
responde rapidamente. Sin embargo, iC3b esta presente en niveles mucho mas bajos que el C3 intacto en muestras
de pacientes. Incluso un pequefio grado de interferencia (por ejemplo, 1%) entre la proteina C3 intacta y el ensayo
especifico de iC3b produce una sefial de iC3b de falso positivo a un nivel dos veces mayor que en iC3b circulante
normal. Por lo tanto, como un marcador deseable de inflamacién, hasta ahora iC3b ha planteado desafios
significativos en las pruebas de diagndstico.

Si bien se cree que los siguientes términos son bien entendidos por un experto en la técnica, las definiciones se
exponen para facilitar la explicacion de la materia objeto descrita actualmente.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece la materia actualmente
descrita.

A menos que se indique otra cosa, todos los nimeros que expresan cantidades de ingredientes, propiedades, tales
como las condiciones de reaccion, etc., que se utilizan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones deben
entenderse como modificados en todos los casos por el término "aproximadamente". Por consiguiente, a menos que
se indique otra cosa, los parametros numéricos expuestos en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se busca obtener por la materia
objeto descrita actualmente.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente”, cuando se refiere a un valor o a una
cantidad de masa, peso, tiempo, volumen, concentracidon o porcentaje, pretende incluir variaciones de, en algunas
formas de realizacion, +20%, en algunas formas de realizacidon +10%, en algunas formas de realizacién +5%, en
algunas formas de realizacion +1%, en algunas formas de realizacién +0,5%, y en algunas formas de realizacion
+0,1% de la cantidad especificada, ya que tales variaciones son apropiadas para realizar el método divulgado.

"Analito" significa cualquier entidad, particularmente una entidad quimica, bioquimica o biolégica a evaluar, por
ejemplo, cuya cantidad (por ejemplo, concentraciébn o masa), actividad, composiciébn u otras propiedades se
detectaran, mediran, cuantificaran, evaluaréan, analizaran, etc. Un "analito" puede ser una sola especie molecular o
puede estar compuesto por multiples especies moleculares distintas.

"Anticuerpo” incluye inmunoglobulinas intactas y/o de longitud completa de los tipos IgA, IgG (por ejemplo, IgG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4), IgE, IgD, IgM, IgY, fragmentos de unién a antigeno o cadenas simples de inmunoglobulinas
completas (por ejemplo, anticuerpos monocatenarios, fragmentos Fab, fragmentos F(ab')2, fragmentos Fd, scFv
(variable de monocatenaria), y fragmentos dAb), y otras proteinas que incluyen al menos una regién variable de
inmunoglobulina de union a antigeno, por ejemplo, una proteina que comprende una regién variable de
inmunoglobulina, por ejemplo, una regién variable de cadena pesada (H) (VH) y una region variable de cadena ligera
(L) (VL). Las cadenas ligeras de un anticuerpo pueden ser de tipo kappa o lambda. Un anticuerpo puede ser
policlonal o monoclonal. Un anticuerpo policlonal contiene moléculas de inmunoglobulina que difieren en la
secuencia de sus regiones determinantes de complementariedad (CDR) y, por lo tanto, tipicamente reconocen
diferentes epitopos de un antigeno. A menudo, un anticuerpo policlonal se deriva de multiples lineas de linfocitos B
diferentes, cada una de las cuales produce un anticuerpo con una especificidad diferente. Un anticuerpo policlonal
puede estar compuesto en gran parte por varias subpoblaciones de anticuerpos, cada uno de los cuales se deriva de
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una linea de linfocitos B individuales. Un anticuerpo monoclonal estd compuesto por moléculas de inmunoglobulina
individuales que comprenden CDR con la misma secuencia y, por lo tanto, reconocen el mismo epitopo (es decir, el
anticuerpo es monoespecifico). A menudo, un anticuerpo monoclonal se deriva de una Unica linea de linfocitos B o
hibridoma. Un anticuerpo puede ser un anticuerpo "humanizado" en el que, por ejemplo, un dominio variable de
origen de roedor se fusiona con un dominio constante de origen humano, o en el que algunos o todos los
aminoécidos de la regién determinante de la complementariedad a menudo junto con uno 0 mas aminoacidos marco
se "injertan” de un roedor, por ejemplo, un anticuerpo murino a un anticuerpo humano, conservan de este modo la
especificidad del anticuerpo de roedor.

Los inventores descubrieron que muchos anticuerpos publicados y disponibles en el mercado presentaban
interferencia entre C3 intacto y varios productos de escisién de C3 o entre diferentes productos de escisién de C3.
Por ejemplo, ciertos anticuerpos monoclonales contra C3a humano muestran reactividad cruzada significativa e
inesperada con C3b e iC3b. Se reconocid que la reactividad cruzada podria ser una fuente importante de inexactitud
en ciertas situaciones. De particular preocupacion en el desarrollo de un ensayo para iC3b fue la interferencia entre
C3 intacto e iC3b observada con muchos de los anticuerpos iC3b ensayados. Pruebas adicionales demostraron que
la interferencia entre C3b e iC3b fue alin mas significativa con al menos algunos de estos anticuerpos. Esto fue
motivo de preocupacion porque se espera que los niveles de iC3b estén presentes en niveles mucho mas bajos que
el C3 intacto en las muestras de pacientes. Como se describe en el presente documento, la seleccién de anticuerpos
con especificidad para C3 intacto o iC3b con el fin de minimizar dicha interferencia es posible, y los anticuerpos con
especificidad para C3 intacto o iC3b pueden no tener sustancialmente reactividad cruzada. En este contexto,
"sustancialmente sin reactividad cruzada" significa menos de aproximadamente el 0,1% de reactividad cruzada, lo
gue significa que una solucién de C3 de 1 ug/ml debe registrarse como inferior a aproximadamente 1 ng/ml de iC3b.
El umbral de aproximadamente el 0,1% se basa en los niveles fisiolégicos de C3 intacto e iC3b en un individuo
normal. Los niveles normales de iC3b son este problema previamente desconocido en la deteccion de la activacion
del complemento. Aproximadamente el 25% de la sefial de iC3b en un ensayo de activacion del complemento, el
ensayo puede producir resultados de falso positivo que anulan la utilidad del ensayo.

"Fluido corporal" significa cualquier fluido en el cuerpo que pueda analizarse para determinar la activacion del
complemento. Los fluidos corporales incluyen, pero sin limitacion, sangre entera, suero, plasma, orina, lagrimas,
saliva, exudado de heridas, liquido de lavado broncoalveolar y liquido cefalorraquideo. Véase la Figura 19 para una
lista no limitante de fluidos corporales adecuados.

"Nivel de activacion del complemento” significa la cantidad de complemento (generalmente C3) que se activa en un
momento dado. Las cantidades (es decir, los niveles) de C3 intacto, iC3b y/o C3 total se expresan tipicamente en
términos de concentracion, pero pueden expresarse en términos de masa o0 peso. La concentracion puede
expresarse de varias maneras, por ejemplo, en términos de molaridad, molalidad, fraccién molar, fraccion de masa
(masa de una sustancia en una mezcla como fraccidon de la masa de la mezcla completa), masa por unidad de
volumen, etc. Para los fines de la descripcidn en el presente documento, generalmente se utilizara la concentracion
(por ejemplo, masa por unidad de volumen). El nivel de activacion del complemento también se puede describir
como una relacion de iC3b con respecto a C3 intacto o total, 0 como una relacion de C3a a C3 total.

"Trastorno asociado con el complemento”, como se usa en el presente documento, se refiere a un trastorno o
afeccion caracterizada por una modificacion en la activacion del complemento. Los ejemplos de trastornos asociados
al complemento incluyen, pero sin limitacion, traumatismo, tal como lesién cerebral traumatica, lesion de la médula
espinal, cirugia, y presion intracraneal; distrés inflamatorio, tal como alergias graves, sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS), fallo multiorganico (MOF), sindrome de insuficiencia respiratoria aguda o del adulto
(ARDS), choque séptico, y choque; hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH); angiodema hereditario; enfermedad
renal, tal como nefritis glomerular, infeccién, nefritis lUpica, y enfermedad renal que requiere trasplante de 6rganos;
enfermedad autoinmune, tal como diabetes mellitus |, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn,
esclerosis mdultiple, miastenia gravis, artritis reumatoide, y Ilupus eritematoso sistémico; lesién por
isquemia/reperfusion; enfermedad del corazén, tal como infarto de miocardio y paro cardiaco; embarazo, incluyendo
preeclampsia y sindrome de hipoxia fetal; enfermedad ocular, tal como degeneracion macular relacionada con la
edad, sindrome del ojo seco, e infeccidn ocular; trasplante de érganos, incluido rechazo al trasplante, deteccion del
rechazo inminente, deteccibn de infecciones, y ajustes de seguimiento en los regimenes de farmacos
inmunosupresores; infeccién, incluyendo sepsis, neumonia, infeccion de vejiga, infeccion del tracto urinario, e
infeccion renal; y trastornos neuroldgicos, incluyendo esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, esquizofrenia, y trastorno por estrés postraumatico.

"Control" se refiere a una muestra que tiene un nivel de referencia conocido de activacion del complemento. En
algunas formas de realizacion, el control tiene un nivel de activacién del complemento comparable al de un individuo
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gue no esta experimentando un trastorno asociado con el complemento, de manera que una muestra de ensayo que
tenga un nivel de activacion del complemento que se desvie en comparacion con el control es indicativa de un
trastorno asociado con el complemento. En ciertas formas de realizacion, un trastorno asociado con el complemento
esta indicado cuando el nivel de activacion del complemento de la muestra de ensayo se desvia estadisticamente de
manera significativa en comparacion con el control.

La "firma de activacion de C3", como se usa en el presente documento, significa cambios en los niveles de
activacion C3 a lo largo del tiempo.

"Desviado" y "una desviacion" como se usan en el presente documento, se refieren a desviaciones estadisticamente
significativas en comparacion con un nivel de referencia en un control. Dependiendo del analito que se esté
analizando, un nivel de muestra de ensayo desviado puede elevarse o disminuirse en relaciéon con el nivel de
control.

"Disminuido”, en comparacion con un nivel de referencia en un control, significa una disminucion estadisticamente
significativa. En una respuesta inflamatoria aguda, los niveles de C3 intacto se agotan a medida que C3 se
descompone en sus productos de activacion. En ciertas formas de realizacion, los niveles de C3 intacto se
consideran disminuidos en comparacion con un nivel de referencia en un control en aproximadamente el 10%.

"Elevado”, en comparacion con un nivel de referencia en un control, significa una elevaciéon estadisticamente
significativa. En una respuesta inflamatoria aguda, los niveles de iC3b aumentan a medida que C3 se descompone
en sus productos de activacion. En ciertas formas de realizacion, una relacion de iC3b con respecto a C3 intacto que
se eleva en comparacion con la relacion normal de 0,005 es indicativa de la activacion de C3.

"Epitopo" se refiere a la porcién minima de una molécula que es reconocida por, y por lo tanto determina la
inmunoespecificidad de, un anticuerpo que se une a dicho epitopo. El término también se usa en el presente
documento para referirse a la porciobn minima de una molécula que es reconocida por un agente de unién no
especifico de anticuerpo. A menos que se indique otra cosa, en el presente documento se supone que un agente de
union especifico que se une a una proteina del complemento se une a un epitopo presente y accesible para la union
en la proteina nativa, es decir, el epitopo no es un neoepitopo.

"Distrés inflamatorio” o "disfuncion inflamatoria” se produce cuando la respuesta inflamatoria no logra resolver o
eliminar los estimulos hacia los que se dirige la respuesta inflamatoria. En tales casos agudos, la respuesta
inflamatoria aumenta hasta que se erosiona el control homeostatico sobre el proceso. En una forma de realizacion,
un nivel de activacion del complemento determinado por los ensayos y métodos divulgados en el presente
documento se correlaciona directamente con la gravedad del distrés inflamatorio que experimenta un individuo. Por
ejemplo, cuando la concentracién de iC3b es de aproximadamente el 12,5% de C3 intacto, se puede decir que el
distrés inflamatorio del paciente es levemente grave. Cuando la concentracion de iC3b es de aproximadamente el -
5% de C3 intacto, se puede decir que el distrés inflamatorio del paciente es moderadamente grave. Cuando la
concentracion de iC3b es superior al 5% de C3 intacto, se dice que el distrés inflamatorio del paciente es muy grave.
Comprender la gravedad del distrés inflamatorio de un paciente puede dar informacion sobre el tratamiento del
médico para la persona. Por ejemplo, si el individuo presenta un nivel de distrés inflamatorio altamente grave, como
se indica por los ensayos y métodos divulgados en el presente documento, el médico puede proporcionar
tratamiento médico de emergencia en los primeros momentos del distrés inflamatorio, para minimizar el dafio de la
respuesta inflamatoria.

"Etiqueta” se refiere a un resto que facilita la deteccion directa o indirecta y/o la medicién cuantitativa o relativa de
una molécula a la que esta unida. Una etiqueta detectable a menudo produce una sefial tal como fluorescencia,
guimioluminiscencia, radioactividad, color, propiedades magnéticas o paramagnéticas, etc., que la hace detectable,
por ejemplo, mediante el uso de instrumentos que detectan fluorescencia, quimioluminiscencia, radioactividad, color,
campo magnético, resonancia magnética, etc., o en algunos casos por inspeccion visual. La etiqueta puede ser, por
ejemplo, una sustancia fluorescente; pigmento; sustancia quimioluminiscente o luminiscente; sustancia coloreada;
sustancia magnética; o una particula de metal no magnética tal como coloide de oro. En una forma de realizacion
especifica, los anticuerpos de deteccidn adecuados para su uso en los métodos y ensayos instantaneos se conjugan
con una etiqueta de oro coloidal, que proporciona una sefial de color.

"Neoepitopo” se refiere a un epitopo que se genera o se vuelve detectable como resultado de la escision proteolitica
de un componente del complemento o producto de escision.
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En ciertas formas de realizacion de los ensayos y métodos divulgados en el presente documento, el complemento
presente en la muestra de fluido corporal analizada no se activa sustancialmente por el ensayo o el propio método.
"No sustancialmente activado”, como se usa en este contexto, significa que los métodos y ensayos de la presente
invencién estan sustancialmente libres de activacion in vitro causada por los métodos y/o materiales de ensayo. De
esta manera, se evitan los resultados de falso positivo de las pruebas para la activacion del complemento, ya que el
inmunoensayo de flujo lateral es rapido y requiere menos manipulaciéon de la muestra, evitando de este modo
muchos de los estimulos que contribuyen a la activacion in vitro del complemento.

"Punto de atencién”, como se usa en el presente documento, se refiere a un dispositivo 0 método que se puede usar
o realizar junto a la cama o en el lugar de la lesién del paciente. Las pruebas en el punto de atencién generalmente
no requieren el envio de una muestra a un laboratorio para su procesamiento o la experiencia de un técnico de
laboratorio cualificado. Los métodos y las pruebas en el punto de atencién que se describen en el presente
documento permiten a un médico recibir informacion critica junto a la cama del paciente, o en el lugar de la lesién
traumatica o de clasificacion, que puede dirigir la atencién del paciente durante los primeros momentos criticos
después de una crisis fisioldgica que desencadena la activacion del complemento.

"Lector" se refiere a un instrumento adecuado para la deteccién de la sefial producida por la etiqueta. Se conocen
diversos instrumentos en la técnica para la deteccion de sefiales de etiquetas en pruebas de diagnostico. En una
forma de realizacion especifica de la presente invencion, la etiqueta es oro coloidal y el lector es un instrumento
adecuado para la deteccién cualitativa y/o cuantitativa de la sefial de color producida por la etiqueta. Los lectores
adecuados estan disponibles comercialmente a partir de una diversidad de proveedores, incluyendo BioAssay Works
(llamsville, MD), ESE-Quant de Qiagen (Hilden, Alemania), Easterline LRE (Nordlingen, Alemania) y Detekt
Biomedical (Austin, TX). En algunas formas de realizacion especificas, el lector es un lector de mano que cuantifica
la cantidad o concentracién de C3 intacto, iC3b o C3 total.

El "tratamiento”, como se usa en el presente documento, incluye cualquier tratamiento de diagndstico, terapéutico,
preventivo o correctivo administrado a un individuo. En algunas formas de realizacion, el tratamiento incluye la forma
de realizacion de pruebas de diagnéstico adicionales en el individuo. En otras formas de realizacion, el tratamiento
incluye el tratamiento terapéutico, tal como administrar un agente terapéutico al individuo. En ciertas formas de
realizacion, el agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en antibiéticos, agentes antiinflamatorios e
inhibidores del complemento. En otras formas de realizacioén, el tratamiento incluye la modificaciéon de un tratamiento
que el individuo ya ha recibido o esté recibiendo. Por ejemplo, en una forma de realizacion, tratar a un individuo en
un ventilador abarca la optimizacion del ventilador.

Descripcion general del sistema del complemento

El sistema del complemento comprende méas de 30 proteinas séricas y celulares y desempefia papeles importantes
en la inmunidad innata y adaptativa. Hay tres vias principales de activacién del complemento. La ruta clasica se
activa principalmente por complejos inmunes, especificamente anticuerpos IgG/IgM unidos a antigeno. Otros
activadores incluyen lipopolisacarido, mielina, compuestos polianionicos, proteina C reactiva (PCR) y ADN y ARN
microbianos. La ruta de lectina se activa por polisacaridos con un grupo libre de manosa y otros azGicares comunes
a los hongos y bacterias. La ruta alternativa esta mediada por la activacion directa de C3 por sustancias "foraneas"
gue a menudo incluyen componentes de la pared celular microbiana. Las tres vias principales de activacion del
complemento convergen en el componente 3 del complemento de proteina central (C3). C3 es un mediador central
de inflamacién y se activa por la mayor parte de factores que provocan inflamacién. Véanse las Figuras 1 y 2 para
una descripcién esquematica del sistema del complemento.

La ruta clasica se desencadena tipicamente por complejos inmunes, que son complejos de antigenos unidos con
anticuerpos, que generalmente pertenecen a los isotipos IgM o 1gG. Los complejos inmunes, a su vez, se unen al
componente del complemento C1, que estd compuesto por Clg, Clr y Cls. La union de Clg a un complejo
antigeno-anticuerpo desencadena la activacion de Clr y Cls. Cls activado escinde entonces el componente C4
para producir C4a y C4b. C4b es capaz de unirse covalentemente a las superficies celulares, aunque solo un cinco
por ciento lo hace. El 95 por ciento restante reacciona con el agua para formar un C4b soluble, activado. El
componente 2 puede entonces asociarse con C4b, que después se activa por Cls a C2a y C2bh. C4b y C2a se
combinan para formar C4bC2a, la C3 convertasa de ruta clasica (CP).

La convertasa de CP escinde C3 para formar C3a y C3b. Al igual que el C4b activado, el C3b puede unirse

covalentemente a las superficies celulares o reaccionar con H20 y permanecer en solucion. C3b activado tiene
multiples roles. Por si mismo, puede servir como una opsonina para hacer que las células o particulas decoradas
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sean mas faciles de ingerir por los fagocitos. Ademas, C3b puede asociarse con C4bC2a (la C3 convertasa de CP)
para formar una C5 convertasa. El complejo, denominado C4bC2aC3b, se denomina C5 convertasa de CP. Como
alternativa, C3b puede formar el nlcleo de otra C3 convertasa llamada C3 convertasa de ruta alternativa (AP).

La ruta alternativa (AP) es otro mecanismo por el cual C3 puede activarse. Por lo general, se activa por dianas tales
como las superficies microbianas y varios polisacaridos complejos y otros materiales. Esta ruta alternativa también
puede iniciarse espontaneamente mediante la escision del enlace tioéster en C3 por una molécula de agua para
formar C3(H20). C3(H20) se une al factor B, lo que permite que el factor D escinda el factor B en Ba y Bb. Bb
permanece asociado con C3(H20) para formar el complejo B3 de C3(H20), que actia como una C3 convertasa y
escinde C3, dando como resultado C3a 'y C3b.

El C3b formado a través de este proceso o a través de las rutas clasica o de lectina se une a las dianas (por
ejemplo, en las superficies celulares) y forma un complejo con el factor B, que posteriormente se escinde por el
factor D y forma Bb, dando como resultado C3bBb, que se denomina C3 convertasa de ruta alternativa (AP). La
unién de otra molécula de C3b a la C3 convertasa de AP produce C3bBbC3b, que es la C5 convertasa de AP.

La ruta del complemento de lectina se inicia mediante la unién de la lectina de unién a manosa (MBL) y la serina
proteasa asociada a MBL (MASP) a los carbohidratos. El gen MB 11 (conocido como LMANL1 en los seres humanos)
codifica una proteina de membrana integral de tipo 1 localizada en la regidn intermedia entre el reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi. El gen MBL2 codifica la proteina soluble de uniéon a manosa que se encuentra
en el suero. En la ruta de la lectina humana, MASpl y MASP2 participan en la protedlisis de C4 y C2, lo que lleva a
la C3 convertasa, lo que conduce a la produccion de una C5 convertasa como se ha descrito anteriormente para la
CP.

La C5 convertasa generada a través de cualquiera de las tres rutas escinde C5 para producir C5a y C5b. Después,
C5b se une a C6, C7 y C8, que cataliza la polimerizaciéon de C9 para formar el complejo de ataque de membrana
C5b-9 (MAC). El MAC de ensamblaje se inserta en la membrana de la célula diana, formando un poro delineado por
un anillo de moléculas C9. La formacion de MAC causa la lisis celular de los microbios invasores, la formacion de
MAC en las células huésped también puede causar la lisis, pero no necesariamente. Las cantidades subliticas de
MAC en la membrana de las células pueden afectar a la funcién celular de varias maneras. Los productos de
escision pequefios C3a, C4a y C5a son anafilatoxinas y median reacciones mdltiples en la respuesta inflamatoria
aguda. C3a y Cha también son potentes factores quimiotacticos que atraen a las células del sistema inmunoldgico,
tales como neutrofilos y macréfagos, al area de crisis.

Complemento como biomarcador para crisis fisiologicas

El componente C3 del complemento es Gtil como un biomarcador de alerta general de que el cuerpo esta
respondiendo a alguna forma de crisis fisiologica, tal como una lesion, infeccién u otro proceso de enfermedad. El
complemento se ha asociado con una amplia diversidad de enfermedades, incluyendo lupus, artritis, hemorragia
intracraneal, diabetes, esclerosis miltiple, cardiopatia y degeneracion macular relacionada con la edad. En muchos
casos, la gravedad de la enfermedad se correlaciona con el nivel de activacion del complemento. En algunos casos,
el complemento puede desempefiar un papel en la patologia de la enfermedad. En estos casos, el cuerpo no puede
controlar con éxito la causa de la inflamacién, que va de local a sistémica. La activacion del complemento puede
dafiar directamente el tejido o hacerlo indirectamente mediante la activacion excesiva de las células y el
reclutamiento de células inmunitarias que a su vez causan la destruccion del tejido. Los ejemplos de activacion
excesiva incluyen choque anafilactico, fallo multiorganico (MOF), sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS) y
el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS).

La activacion del complemento en el periodo postraumatico inmediato y temprano ha sido bien documentada y se
produce mediante varios mecanismos diferentes, que probablemente involucran a las tres rutas principales. La
liberacién y activacion de enzimas proteoliticas pueden activar directamente los componentes del complemento. El
dafio tisular y la alteracidn del revestimiento endotelial exponen superficies que carecen de moléculas inhibidoras del
complemento endégeno que normalmente protegen los tejidos del huésped. Estas superficies son susceptibles a la
deposicion de C3b y la activacién de rutas alternativas. La activacién del complemento también se desencadena por
la reperfusion de los tejidos después de la isquemia postraumatica.

Las mudltiples lineas de evidencia sugieren que la activacion del complemento es un factor importante en muchas de

las complicaciones de traumatismo grave, que contribuye significativamente a la lesion 1/R, ARDS, MODS, lesion
secundaria del SNC y sepsis. Primero, esta claro que la activacion del complemento es una aparicién comuan en el

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2711921 T3

periodo inmediato postraumatico en victimas de traumatismo humanas, y varios estudios han proporcionado
evidencias que sugieren que el grado de activacién del complemento se correlaciona positivamente con malos
resultados. En segundo lugar, existe evidencia considerable de que la activacién del complemento es una causa
importante de lesion I/R en modelos animales de traumatismo, asi como en victimas de traumatismo humanas. En
tercer lugar, numerosos estudios han demostrado que la deficiencia del complemento o la administraciéon de
inhibidores del complemento reducen el dafio tisular y mejoran los resultados en una diversidad de modelos
experimentales que incluyen hemorragia, lesién I/R y lesion del SNC.

Varios estudios midieron la activacion del complemento en pacientes con traumatismo en puntos de tiempo
secuenciales después de un traumatismo grave e investigaron la existencia de una correlacién entre la activacion del
complemento y la gravedad de la lesion. Los resultados adversos, tal como ARDS, fallo multiorganico, sepsis y
muerte, también se controlaron en relaciéon con la activacion del complemento. En un estudio, los paradmetros del
complemento se determinaron durante 14 dias en pacientes con traumatismo con riesgo de ARDS. Todos los
pacientes mostraron una disminucién en los niveles séricos de C3, C4, C5 y de los inhibidores C1-INH, el factor de
complemento H (CFH) y el factor de complemento | (CFl) en las primeras 24 horas, lo que indica el consumo por
altos niveles de activacion del complemento. Véase Catania et al., Immunological consequences of trauma and
shock, Ann. Acad. Med. Singapore 28:120-32 (1999); Hecke, et al., Circulating complement proteins in multiple
trauma patients--correlation with injury severity, development of sepsis, and outcome, Crit. Care Med. 25(12): 201524
(1997); Huber-Lang et al., Complement-induced impairment of innate immunity during sepsis, J, Immunol. 169:3223-
31 (2002); Kang et al., Change of complement system predicts the outcome of patients with severe thermal injury, J.
Burn Care Rehabil. 24:148-53 (2003); y Younger et al., Detrimental effects of complement activation in hemorrhagic
shock, J. Appl. Physiol. 90:441-46 (2001).

Ensayos para la deteccidn y cuantificacidon de la activacion del complemento y sus métodos de uso

Los ensayos y métodos divulgados actualmente proporcionan varias ventajas sobre los ensayos y métodos del
complemento anteriores conocidos en la técnica: por ejemplo, los ensayos y métodos instantaneos son adecuados
para el uso en el punto de atencién, produciendo resultados en cuestion de minutos, en lugar de horas. El rapido
retorno de los resultados permite a un médico actuar sobre los cambios en la activacién de C3 casi en tiempo real
para dirigir la atencion al paciente durante los primeros momentos criticos después de una lesion traumatica o al
inicio de una crisis fisioldgica. Los ensayos y métodos proporcionados son relativamente faciles de usar y no
requieren la disponibilidad de un laboratorio externo o de un técnico de laboratorio cualificado. Como alternativa o
adicionalmente, los ensayos y métodos proporcionados requieren menos etapas de manejo y, por lo tanto,
minimizan la activacion de C3 intacto debido al manejo y procesamiento, lo que conduce a resultados de pruebas de
falso positivo. Como alternativa o adicional, los ensayos y métodos descritos en el presente emplean pares de
anticuerpos seleccionados cuidadosamente para permitir la medicion de las proteinas del complemento C3 intacto
y/o iC3b, el biomarcador de activacion principal de C3. Esta medida més precisa de la activacion del complemento,
en comparacién con los ensayos tradicionales de C3 total, permite el analisis de la renovacion y la cantidad real de
C3 restante y disponible para la activacion.

Las muestras utilizadas en los métodos de la presente invencion pueden variar de acuerdo con la aplicacion
especifica de la invencion. Tipicamente, se tomara una muestra de un individuo que padece un trastorno asociado al
complemento. Los trastornos asociados al complemento ejemplares incluyen traumatismo, distrés inflamatorio,
trastornos autoinmunes, hemorragia intracraneal, infeccion tal como bacteriemia, rechazo de trasplante, enfermedad
ocular, enfermedad cardiaca, lesion por isquemia/reperfusion, degeneracion macular relacionada con la edad,
hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), angiodema hereditario, enfermedad renal, trastornos asociados al
embarazo, y trastornos neuroldgicos. En algunas formas de realizacion, el trastorno asociado con el complemento es
un trastorno autoinmune. Los trastornos autoinmunes incluyen una diversidad de enfermedades y afecciones
asociadas con una respuesta inmune inadecuada contra tejidos y sustancias que normalmente se encuentran en el
cuerpo. Los ejemplos de enfermedades autoinmunes incluyen, pero sin limitacién, lupus eritematoso sistémico,
esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, enfermedad de Graves, y artritis
reumatoide, entre otras. En otras formas de realizacion, el trastorno asociado con el complemento es distrés
inflamatorio. El distrés inflamatorio, también conocido como disfuncién inflamatoria, incluye una diversidad de
enfermedades y afecciones asociadas con la hiperinflamacion. Los ejemplos de enfermedades y afecciones
asociadas con el distrés inflamatorio incluyen, pero sin limitacion, insuficiencia organica, sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS), sindrome de distrés respiratorio en adultos (ARDS), sepsis, neumonia asociada al
ventilador (VAP), insuficiencia respiratoria y neumonia.

La muestra puede ser una muestra de fluido corporal o un derivado del mismo. Los fluidos corporales ejemplares
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que pueden comprender o procesarse para producir una muestra incluyen sangre entera, suero, plasma, orina,
lagrimas, saliva, exudado de heridas, liquido de lavado broncoalveolar y liquido cefalorraquideo. Véase la Figura 19
para una lista no limitante de fluidos corporales adecuados. En algunas formas de realizacion, el fluido corporal
puede obtenerse del individuo en una hora después de un evento fisiolégico que activa la activacion del
complemento. En otras formas de realizacion, el fluido corporal puede ser sangre entera.

Los niveles de activacion del complemento pueden evaluarse para determinar la desviacion de un valor de
referencia de un control (es decir, un nivel "normal") que indica que el complemento esté activado en el individuo.
Como ejemplo, en ciertas formas de realizacion, el nivel o la concentracion de iC3b en la muestra de ensayo puede
elevarse en comparacion con un control, lo que indica que C3 esta activado y se ha dividido adicionalmente en su
producto de activacion, iC3b. Como un ejemplo adicional en otras formas de realizacion, el nivel o la concentracion
de C3 intacto disminuye en comparacién con un control, lo que indica que C3 intacto se ha convertido en sus
productos de ruptura o activacion y, por lo tanto, se agota en el individuo.

Un nivel de C3 intacto "normal” en una muestra de paciente (por ejemplo, fluido corporal) puede estar dentro de un
intervalo con un limite inferior y un limite superior que es mas alto que el limite inferior. En algunas formas de
realizacién, el limite inferior se selecciona del grupo que consiste en 30 ug/ml, 35 ug/ml, 40 ug/ml, 45 ug/ml, 50
ug/ml, 55 ug/ml, 60 ug/ml, 65 ug/ml, 70 ug/ml, 75 ug/ml, 80 ug/ml, 85 ug/ml, 90 ug/ml, 95 ug/ml, 100 ug/ml, 110
ug/ml, 120 ug/ml, 130 ug/ml, 140 ug/ml, 150 ug/ml, 160 ug/ml, 170 ug/ml, 180 ug/ml, 190 ug/ml, 200 ug/ml, 210
ug/ml, 220 ug/ml, 230 ug/ml, 240 ug/ml, 250 ug/ml, 260 ug/ml, 270 ug/ml, 280 ug/ml, 290 ug/ml, 300 ug/ml, 350
ug/ml, 400 ug/ml, 450 ug/ml, 500 ug/ml, 550 ug/ml, 600 ug/ml 650 ug/ml, 700 ug/ml o mas. En algunas formas de
realizacion, el limite superior se selecciona del grupo que consiste en 2.000 ug/ml, 1.900 ug/ml, 1.800 ug/ml, 1.700
ug/ml, 1.600 ug/ml, 1.500 ug/ml, 1.400 ug/ml, 1.300 ug/ml, 1.200 ug/ml, 1.100 ug/ml, 1.000 ug/ml, 900 ug/ml, 800
ug/ml, 700 ug/ml, 600 ug/ml, 500 ug/ml, 400 ug/ml, 300 ug/ml o menos. Por lo tanto, un nivel "normal” de C3 intacto
puede estar dentro del intervalo de 30 ug/ml-2.000 ug/ml; dentro del intervalo de 100 ug/ml-1.500 ug/ml; dentro del
intervalo de 200 ug/ml-1.200 ug/ml; dentro del intervalo de 200 ug/ml-1.000 ug/ml; dentro del intervalo de 200 ug/ml-
800 ug/ml; dentro del intervalo de 200 ug/mlI-500 ug/ml; dentro del intervalo de 600 ug/ml-1.800 ug/ml; o dentro del
intervalo de 700 ug/ml-1700 ug/ml.

Cuando la muestra es sangre, plasma o suero, un nivel "normal" de C3 intacto puede estar dentro del intervalo 300
ug/ml-1.700 ug/ml; en otros casos, un nivel "normal" de C3 intacto puede estar dentro del intervalo 400 ug/mil-1.400
ug/ml; dentro del intervalo 500 ug/ml-1.300 ug/ml; dentro del intervalo 500 ug/ml-1.200 ug/ml; dentro del intervalo
500 ug/ml-1.100 ug/ml; dentro del intervalo 500 ug/ml-1.000 ug/ml; dentro del intervalo 500 ug/ml-900 ug/ml; dentro
del intervalo 500 ug/ml-800 ug/ml; dentro del intervalo 500 ug/ml-700 ug/ml; o dentro del intervalo 500 ug/ml-600
ug/ml.

Cuando la muestra es sangre entera, un nivel "normal" de C3 intacto puede estar dentro del intervalo 500 ug/ml-
1.000 ug/ml.

Cuando la muestra es plasma, un nivel "normal" de C3 intacto puede estar dentro del intervalo 700 ug/ml-1.700
ug/ml.

Cuando la muestra es suero, un nivel "normal" de C3 intacto puede estar dentro del intervalo 700 ug/ml-1.700 ug/ml.

Cuando la muestra son lagrimas, un nivel "normal" de C3 intacto puede estar dentro del intervalo 30 ug-ml-100
ug/ml, dentro del intervalo 40 ug/ml-90 ug/ml; dentro del intervalo 50 ug/ml-80 ug/ml; dentro del intervalo 50 ug/ml-70
ug/ml; o dentro del intervalo 50 ug/ml-60 ug/ml.

El C3 intacto puede detectarse utilizando un anticuerpo sin reactividad cruzada caracterizado por que una solucién
de 1 ug/ul de iC3b produce una sefal equivalente a menos de aproximadamente 1 ng/ml de C3. El anticuerpo sin
reactividad cruzada puede ser HM2075.

El nivel de activacion del complemento puede correlacionarse con una severidad del distrés inflamatorio: cuanto
mayor sea el nivel de activacion del complemento, mayor sera el riesgo de desarrollar una angustia inflamatoria y/o
mayor sera la gravedad del distrés inflamatorio experimentado por el individuo. Por lo tanto, el trastorno asociado
con el complemento puede ser distrés inflamatorio y la concentracion de uno o mas de C3 intacto e iC3b se
correlaciona con una gravedad del distrés inflamatorio.

El nivel de activacion del complemento determinado por el método instantaneo puede proporcionar informacion de
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diagndstico en el punto de atencidon que puede dirigir la atencién del paciente. Basandose en el riesgo del trastorno
asociado al complemento o la gravedad de la enfermedad o trastorno, un médico puede seleccionar el tratamiento
adecuado para el individuo. En algunas formas de realizacion, el tratamiento comprende realizar pruebas adicionales
en el individuo para determinar la causa del distrés inflamatorio. Por ejemplo, los pacientes con traumatismo grave
gque requieren asistencia respiratoria con ventilacion para respirar corren el riesgo de sufrir dificultad respiratoria
aguda causada por neumonia asociada a ventilaciéon (VAP) o disfuncién inflamatoria no infecciosa. Un nivel de
activacion del complemento puede indicar una disfuncién inflamatoria activa o inminente antes de presentar signos
clinicos de crisis respiratoria. Los ensayos y métodos instantaneos pueden indicar si el individuo esta
experimentando VAP o dificultad respiratoria no infecciosa. Como alternativa, los ensayos y métodos instantaneos
pueden indicar pruebas adicionales (tal como el lavado broncoalveolar (BAL)) en un punto de tiempo anterior a la
practica habitual. Si el individuo padece VAP, el tratamiento puede consistir en administrar un agente terapéutico tal
como un antibiético o un conjunto de antibiéticos. Si la disfuncion inflamatoria es causada por medios no infecciosos,
se puede seleccionar una terapia del grupo que consiste en ajuste del ventilador, agentes antiinflamatorios e
inhibidores del complemento.

Si el individuo padece lupus eritematoso sistémico, las pruebas adicionales pueden ser pruebas genéticas. Si el
individuo padece una lesion cerebral traumatica o una hemorragia intracraneal, las pruebas adicionales pueden
comprender obtener una muestra de liquido cefalorraquideo para un andlisis adicional. Si el individuo padece una
herida, incluyendo una herida que no cicatriza, las pruebas adicionales pueden comprender obtener una muestra de
exudado de la herida para un analisis adicional.

Se conocen muchos inhibidores del complemento en la técnica y son adecuados para su uso con los métodos de la
presente invencion. En algunas formas de realizacion, el inhibidor del complemento se selecciona del grupo que
consiste en inhibidores de complemento naturales y derivados de los mismos, compstatina y analogos del mismo,
anticuerpos contra el complejo de ataque a la membrana (MAC), anticuerpos anti-C3, anticuerpos anti-C5,
antagonistas del receptor C3a, y antagonistas del receptor C5a. Se pueden encontrar ejemplos de inhibidores del
complemento adicionales, por ejemplo, en Emlen et al., Therapeutic complement inhibition: new developments,
Semin. Thromb. Hemost. 36(6):660-68 (2101); Wagner et al., Therapeutic potential of complement modulation, Nat.
Rev. Drug Discov. 9(1):43-56 (21010); y Ricklin et al., Complement-targeted therapeutics, Nat. Biotechnol.
25(11):1265-75 (2007).

Uno de los beneficios de los métodos de la presente invencién es el rapido retorno de los resultados, que permite a
un médico dirigir la atencién del paciente en respuesta a los cambios en la activacién del complemento casi en
tiempo real. Mientras que los ensayos anteriores para la activacion del complemento conocidos en la técnica
requieren laboratorios completos, técnicos especializados y horas para completarlos, los métodos y los ensayos
instantaneos proporcionan resultados en un marco de tiempo mucho més corto. En algunas formas de realizacion, el
método instantaneo puede proporcionar una medicion del nivel de activacion del complemento en la muestra en
aproximadamente 30 minutos 0 menos. En otras formas de realizacion, el método puede proporcionar un nivel de
activacion del complemento en la muestra en aproximadamente 30, aproximadamente 25, aproximadamente 20,
aproximadamente 15, aproximadamente 10, aproximadamente 5, o aproximadamente 3 minutos o menos. La
rapidez del método permite al médico determinar un nivel de activacion del complemento y seleccionar una terapia
adecuada en respuesta, durante un periodo de tiempo clinicamente significativo. De hecho, los métodos
instantaneos pueden realizarse junto a la cama o incluso en el lugar de la lesiéon traumatica, por ejemplo, en una
ambulancia o en la clasificaciéon de un paciente en el campo de batalla, y el nivel de activacion del complemento
determinado por el ensayo y el método puede dirigir la atencion del paciente dentro de la primera hora critica
postraumatica.

Las muestras utilizadas en los métodos de la presente invencion pueden provenir de cualquiera de una diversidad
de fuentes. Tipicamente, se tomara una muestra de un individuo que padece un trastorno asociado al complemento.
Los trastornos asociados al complemento ejemplares incluyen traumatismo, distrés inflamatorio, trastornos
autoinmunes, hemorragia intracraneal, infeccion tal como bacteriemia, rechazo de trasplante, enfermedad ocular,
enfermedad cardiaca, lesion por isquemia/reperfusién, degeneracibn macular relacionada con la edad,
hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), angiodema hereditario, enfermedad renal, trastornos asociados al
embarazo, y trastornos neuroldgicos. En algunas formas de realizacion, el trastorno asociado con el complemento es
un trastorno autoinmune. Los trastornos autoinmunes incluyen una diversidad de enfermedades y afecciones
asociadas con una respuesta inmune inadecuada contra tejidos y sustancias que normalmente se encuentran en el
cuerpo. Los ejemplos de enfermedades autoinmunes incluyen, pero sin limitacién, lupus eritematoso sistémico,
esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, enfermedad de Graves, y artritis
reumatoide, entre otras. En otras formas de realizacion, el trastorno asociado con el complemento es distrés
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inflamatorio. El distrés inflamatorio, también conocido como disfuncién inflamatoria, incluye una diversidad de
enfermedades y afecciones asociadas con la hiperinflamacion. Los ejemplos de enfermedades y afecciones
asociadas con el distrés inflamatorio incluyen, pero sin limitacion, insuficiencia organica, sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS), sindrome de distrés respiratorio en adultos (ARDS), sepsis, neumonia asociada al
ventilador (VAP), insuficiencia respiratoria y neumonia.

De acuerdo con varios aspectos de la invencion, la muestra puede ser una muestra de fluido corporal o derivada del
mismo. Los fluidos corporales ejemplares que pueden comprender o procesarse para producir una muestra incluyen
sangre entera, suero, plasma, orina, lagrimas, saliva, exudado de heridas, liquido de lavado broncoalveolar y liquido
cefalorraquideo. Véase la Figura 19 para una lista no limitante de fluidos corporales adecuados. En algunas formas
de realizacion, el fluido corporal puede obtenerse del individuo en una hora después de un evento fisiolégico que
activa la activacion del complemento. En otras formas de realizacién, el fluido corporal puede ser sangre entera.

Un nivel de iC3b "normal" en una muestra de paciente (por ejemplo, fluido corporal) puede estar dentro de un
intervalo con un limite inferior y un limite superior que es mas alto que el limite inferior. El limite inferior puede
seleccionarse del grupo que consiste en 75 ng/ml, 80 ng/ml, 85 ng/ml, 90 ng/ml, 95 ng/ml, 100 ng/ml, 110 ng/ml, 120
ng/ml, 130 ng/ml, 140 ng/ml, 150 ng/ml, 160 ng/ml, 170 ng/ml, 180 ng/ml, 190 ng/ml, 200 ng/ml, 210 ng/ml, 220
ng/ml, 230 ng/ml, 240 ng/ml, 250 ng/ml, 260 ng/ml, 270 ng/ml, 280 ng/ml, 290 ng/ml, 300 ng/ml o mas. El limite
superior puede seleccionarse del grupo que consiste en 5 ug/ml, 4,5 ug/ml, 4 ug/ml, 3,5 ug/ml, 3 ug/ml, 2,5 ug/ml, 2
ug/ml, 1,9 ug/ml, 1,8 ug/ml, 1,7 ug/ml, 1,6 ug/ml, 1,5 ug/ml, 1,4 ug/ml, 1,3 ug/ml, 1,2 ug/ml, 1,1 ug/ml, 1,0 ug/ml, 0,9
ug/ml, 0,8 ug/ml, 0,7 ug/ml, 0,6 ug/ml, 0,5 ug/ml, 0,4 ug/ml, 0,3 ug/ml 0 menos. Por lo tanto, un nivel "normal" de
iC3b puede estar dentro del intervalo de 100 ng/ml-5 ug/ml; dentro del intervalo de 100 ng/ml-4 ug/ml; dentro del
intervalo de 100 ng/ml-3 ug/ml; dentro del intervalo de 100 ng/ml-2 ug/ml; dentro del intervalo de 100 ng/ml-1.5
ug/ml; dentro del intervalo de 200 ng/ml-1 ug/ml; dentro del intervalo de 200 ng/ml-0,7 ug/ml; dentro del intervalo de
200 ng/ml-0,5 ug/ml; dentro del intervalo de 200 ng/ml-0,3 ug/ml.

Cuando la muestra es sangre, plasma o suero, un nivel "normal" de iC3b puede estar dentro del intervalo 150 ng/ml-
5.000 ng/ml; en otros casos, un nivel "normal" de iC3b puede estar dentro del intervalo 150 ng/ml -4.000 ng/ml;
dentro del intervalo 150 ng/ml-3.000 ng/ml; dentro del intervalo 150 ng/ml-2.000 ng/ml; dentro del intervalo 150
ng/ml-1.000 ng/ml; dentro del intervalo 175 ng/ml-900 ng/ml; dentro del intervalo 200 ng/mI-800 ng/ml; dentro del
intervalo 200 ng/ml-700 ng/ml; dentro del intervalo 200 ng/ml-600 ng/ml; dentro del intervalo 200 ng/mlI-500 ng/ml;
dentro del intervalo 200 ng/ml-400 ng/ml; o dentro del intervalo 200 ng/ml-300 ng/ml.

Cuando la muestra es sangre entera, un nivel "normal" de iC3b puede estar dentro del intervalo 10 ng/ml-1.500
ng/ml.

Cuando la muestra es plasma, un nivel "normal" de iC3b puede estar dentro del intervalo 10 ng/ml-3.000 ng/ml.
Cuando la muestra es suero, un nivel "normal" de iC3b puede estar dentro del intervalo 10 ng/ml-5.000 ng/ml.

Cuando la muestra son lagrimas, un nivel "normal" de iC3b puede estar dentro del intervalo 1 ng-ml-50 ng/ml; dentro
del intervalo 1 ng/ml-40 ng/ml; dentro del intervalo 1 ng/ml-30 ng/ml; dentro del intervalo 1 ng/ml-20 ng/ml; dentro del
intervalo 2 ng/ml-10 ng/ml; o dentro del intervalo 4 ng/ml-10 ng/ml.

Es posible detectar iC3b utilizando un anticuerpo sin reactividad cruzada caracterizado por que una solucion de 1
ug/ul de C3 intacto produce una sefial equivalente a menos de aproximadamente 1 ng/ml de iC3b. El anticuerpo sin
reactividad cruzada puede seleccionarse del grupo que consiste en A209, MCA2607 y HM2199.

Algunas formas de realizacion de la invencién comprenderan una relacion de referencia en el intervalo de 0,001 a
0,005. En ciertas formas de realizacion, la relacién de referencia se selecciona del grupo que consiste en 0,001,
0,002 y 0,005.

La forma del ensayo es un inmunoensayo de flujo lateral que detecta la presencia o ausencia de uno o mas de C3
intacto e iC3b en la muestra. El ensayo de flujo lateral detecta la presencia de C3 total. El inmunoensayo de flujo
lateral puede leerse por un lector. El lector puede cuantificar una concentracién de uno o mas de C3 intacto e iC3b
en la muestra o puede cuantificar una concentracion de C3 total en la muestra.

En las formas de realizacién de ensayo de flujo lateral de la invencion, la Patente de Estados Unidos 7.910.381
(Ford et al.) describe varios de dichos ensayos que se consideran Utiles de acuerdo con la presente invencion. Las
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formas de realizacion de los ensayos de flujo lateral descritos actualmente se venden con el nombre CFLAT®. La
Figura 20 muestra una forma de realizacion de un casete de ensayo de flujo lateral de acuerdo con las ensefianzas
de la Patente de Estados Unidos 7.910.381.

Como se describe en el presente documento, el médico puede detectar una disminuciéon en la activacion del
complemento en respuesta al tratamiento que esta recibiendo el paciente. Por consiguiente, el médico puede
modificar el tratamiento del individuo ajustando la dosis de los medicamentos administrados, tales como agentes
antiinflamatorios o inhibidores del complemento, o interrumpir el tratamiento una vez que los niveles del
complemento hayan vuelto a la normalidad (es decir, un nivel en un individuo que no esta experimentando un
trastorno asociado al complemento). EI médico puede detectar un aumento en los niveles de activacion del
complemento en respuesta al tratamiento que recibe el paciente. Por consiguiente, el médico puede modificar el
tratamiento del individuo aumentando la dosis de medicamentos, tales como agentes antiinflamatorios o inhibidores
del complemento, hasta que se logre una estabilizacion deseada o una disminucién en los niveles de activacion del
complemento. Si no se detecta ningn cambio en el nivel de activacion del complemento, el médico puede modificar
el tratamiento del individuo o puede optar por mantener el régimen de tratamiento del individuo hasta que se observe
un cambio en los niveles de activacion del complemento.

Haciendo referencia a la Figura 4, una forma de realizacion de inmunoensayo de flujo lateral de la presente
invencién se describe en el presente documento y comprende una tira de membrana de celulosa 3, sobre la cual se
dispone una almohadilla de muestra 1 para absorber el fluido de muestra y permitir la migracién gradual de los
complejos inmunes de muestra y configurado de particulas, una mecha 6 en el extremo distal de la tira que absorbe
la muestra liquida y el material conjugado para facilitar la migracion capilar a través de la tira de membrana de
celulosa 3, y una almohadilla de conjugado de particulas 2 que comprende un anticuerpo de deteccion unido a una
etiqueta, o conjugado de deteccion. La tira de membrana de celulosa 3 es la region de la zona de prueba, sobre la
cual se dispone una linea de prueba 4, que comprende anticuerpos monoclonales o policlonales divididos para
capturar el conjugado de deteccién y una linea de control 5, que comprende un anticuerpo que se une a un analito
de control, tal como IgG, e indica al usuario que la prueba se ejecutd con éxito. El inmunoensayo de flujo lateral
comprende ademas un respaldo de pelicula de poliéster 7 unido a la tira de membrana de celulosa 3, y un respaldo
de pelicula de laminado sensible a la presion 8. Cada inmunoensayo de flujo lateral se puede empaquetar en una
bolsa de barrera de vapor nulo MYLAR®, por ejemplo.

Cuando se aplica una muestra de ensayo a la almohadilla de muestra 1, la muestra migra desde la almohadilla de
muestra 1 a través de la almohadilla de conjugado de particulas 2, donde cualquier analito diana presente se unira al
conjugado de anticuerpo de deteccion. Después, la muestra continda migrando a través de la membrana 3 hasta
gue llega a la linea de prueba 4 donde el complejo objetivo/conjugado se unird a los anticuerpos inmovilizados que
producen una linea visible en la membrana. La muestra migra entonces a lo largo de la tira de membrana 3 hasta
gque alcanza la linea de control 5, donde el exceso de conjugado de anticuerpo que no se unié a la linea de prueba
se unira a la linea de control y producird una segunda linea visible en la membrana. El ligando de la linea de control
es a menudo un anticuerpo contra la region Fe del anticuerpo conjugado. Esta linea de control indica que la muestra
ha migrado a través de la membrana de acuerdo con lo previsto.

En ciertas formas de realizacion, un inmunoensayo de flujo lateral de acuerdo con la presente invencion comprende
una tira de membrana Unica para la deteccion de un analito individual. En otras formas de realizacion, el
inmunoensayo de flujo lateral detecta dos o méas analitos. Cuando el inmunoensayo de flujo lateral detecta dos o
mas analitos, la prueba se puede configurar con multiples tiras de membrana dispuestas en paralelo (véase, por
ejemplo, el esquema de la Figura 5(B)), o con mdltiples lineas de prueba dispuestas en serie en una tira de
membrana Unica (véase, por ejemplo, el esquema de la Figura 9(B)).

Haciendo referencia a la Figura 6, en algunas formas de realizacion, la tira de membrana de inmunoensayo de flujo
lateral esta encerrada en un casete de prueba 9 que tiene un puerto 10 para instilar la muestra de ensayo y una
ventana 11 para ver los resultados de la prueba. Los inmunoensayos de flujo lateral de la Figura 6 estan
configurados para analizar un solo analito y cada uno comprende una linea de prueba 4 y una linea de control 5.

Haciendo referencia a la Figura 7, en algunas formas de realizacion, el inmunoensayo de flujo lateral esta
configurado para analizar dos analitos en un solo casete de prueba en paralelo. En algunas formas de realizacion, el
inmunoensayo de flujo lateral comprende dos puertos 10 para instilar las muestras de ensayo y una tira de
membrana 3 separada para cada analito (véase la Figura 7(A)). En otras formas de realizacion, el inmunoensayo de
flujo lateral comprende un puerto 10 para instilar la muestra y una tira de membrana 3 separada para cada analito
(véase la Figura 7(B)).
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Haciendo referencia a la Figura 8, en algunas formas de realizacion, el inmunoensayo de flujo lateral puede estar
configurado para analizar tres analitos en un solo casete de prueba en paralelo. En algunas formas de realizacion, el
inmunoensayo de flujo lateral puede comprender tres puertos 10 para instilar la muestras de ensayo y una tira de
membrana 3 separada para cada analito (véase la Figura 8(A)). En otras formas de realizacion, el inmunoensayo de
flujo lateral puede comprender un puerto 10 para instilar la muestras de ensayo y una tira de membrana 3 separada
para cada analito (véase la Figura 8(B)).

Haciendo referencia a la Figura 10, en ciertas formas de realizacion, el inmunoensayo de flujo lateral puede estar
configurado para analizar multiples analitos en un solo casete de prueba en serie. La Figura 10(A) representa un
casete de prueba que comprende una tira de membrana 3 con dos lineas de prueba 4 y una linea de control 5
dispuestas en serie. La Figura 10(B) representa un casete de prueba que comprende una tira de membrana 3 con
tres lineas de prueba 4 y una linea de control 5 dispuestas en serie.

El inmunoensayo de flujo lateral actualmente divulgado puede proporcionar una deteccién cualitativa y/o cuantitativa
de los marcadores diana. Cualitativamente, dos lineas claras en la membrana pueden representar un resultado
positivo, mientras que una sola linea en la zona de control puede representar un resultado negativo.

En algunas formas de realizacion de la invencién, se proporciona un inmunoensayo de flujo lateral para la deteccion
en el punto de atencién de un marcador de activacion del complemento en una muestra de fluido corporal que
comprende proteinas del complemento, comprendiendo el inmunoensayo de flujo lateral ejemplar: una tira de
membrana; un anticuerpo de deteccién que se une a un primer epitopo del marcador; una linea de prueba que
comprende un anticuerpo de captura que se une a un segundo epitopo del marcador; y una linea de control que
comprende un anticuerpo que se une a un analito de control, en el que el marcador se selecciona del grupo que
consiste en C3 intacto e iC3b.

Se muestra una forma de realizacion ejemplar de un dispositivo de este tipo en la Figura 20, donde (A) muestra una
representacion conceptual de la estructura del dispositivo, siendo la tira de membrana una tira de membrana de
nitrocelulosa y empleando una almohadilla de conjugado marcada con oro, que es deseable en ciertas aplicaciones,
y donde (B) muestra un método de uso de la forma de realizacion mostrada en (A) para evaluar los niveles de
activacion del complemento en una muestra.

En algunas formas de realizacion, el anticuerpo de deteccion comprende una etiqueta que proporciona una sefial
gue puede ser leida visualmente por un médico o electronicamente a través de un lector comercial. Son adecuadas
diversas etiquetas para su uso en los presentes ensayos divulgados. En una forma de realizacién especifica, la
etiqueta puede ser oro coloidal como se muestra en la Figura 20(A).

De acuerdo con varias formas de realizacion, la deteccion y captura de pares de anticuerpos debe seleccionarse
cuidadosamente para evitar interferencias entre C3 e iC3b. La principal preocupacion es el C3 intacto que produce
una sefial en un ensayo para la deteccion de iC3b. Dado que ambas moléculas se derivan de la misma molécula de
proteina, la interferencia puede presentar un problema. Como C3 estad presente en niveles aproximadamente 200
veces mas altos que iC3b en individuos normales, incluso un ligero grado de interferencia puede tener un gran
impacto en la medicion precisa de la activacion de iC3b y C3. Esto se complica alin mas por el hecho de que el
manejo inadecuado, el almacenamiento inadecuado e incluso los propios reactivos pueden causar la activacion in
vitro de C3. Sorprendentemente, los Solicitantes descubrieron que no todos los anticuerpos adecuados para su uso
en ensayos ELISA tradicionales son igualmente adecuados para su uso en los ensayos de la presente invencion.

Las tablas 1 y 2 a continuacion muestran las dificultades para identificar pares de anticuerpos adecuados para su
uso en los ensayos de la presente invencion. Los inventores analizaron 19 pares de anticuerpos en el inmunoensayo
de C3 intacto y 18 pares de anticuerpos en el inmunoensayo de flujo lateral de iC3b. De estos pares, Hycult®
HM2075 y MP Biomedicals® 55237 dieron los mejores resultados, sin reactividad cruzada, en el inmunoensayo de
flujo lateral de C3 intacto. Quidel® A209 con MP Biomedicals® 55237 o Quidel® A250 produjo los mejores
resultados en el inmunoensayo de flujo lateral de iC3b. Curiosamente, los inventores observaron que los pares de
anticuerpos adecuados para su uso en ensayos ELISA tradicionales no son necesariamente adecuados para su uso
en los inmunoensayos de flujo lateral descritos en el presente documento. Por ejemplo, Hycult® HM2198 produjo un
ensayo con aproximadamente un 1% de reactividad cruzada, con una considerable variabilidad entre pruebas. Esta
reactividad cruzada produjo una sefial de iC3b de falso positivo a un nivel de dos veces la de iC3b en circulacion
normal. Dado que el doble o el triple real de los niveles de iC3b seran signos de una activacion masiva del
complemento, un inmunoensayo de flujo lateral con un 1% de reactividad cruzada carece de utilidad clinica. MP
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Biomedicals® (55237) funciond mucho mejor, produciendo una reactividad cruzada de menos de aproximadamente
el 0,5% (aproximadamente el 0,05%), compatible con la utilidad clinica. Sin embargo, cabe destacar que ambos
anticuerpos se desempefiaron igualmente bien en los ensayos ELISA tradicionales.

Tabla 1: Resultados de cribado de anticuerpos en ensayo de C3 intacto

anticuerpo de captura anticuerpo de deteccion notas
especie | antigeno proveedor especie | antigeno proveedor
MP . -
raton C3a (ngg;ts) cabra C3 Biomedicals S'g;ﬁ;itig’:%zd d‘g%ﬁi%@gn
(55237)
MP . .
raton C3a Quidel (A203) cabra C3 Biomedicals varianza entre e;:;s:yos demasiado
(55237)

GenTex . Abcam . o .
pollo C3a (GTX78198) conejo C3d (ab15981) sin lecturas positivas (no funciona)
raton C3a Quidel (A203) | conejo C3ad (aﬁtl)gzgl) reaccion cruzada con C3b/iC3b+++
cabra C3a SantaCruz coneio c3d Abcam el AB solamente puede reaccionar

(scl7237) ! (ab15981) con C3a, no con C3 intacto
raton C3a Hycult coneio c3d Abcam reacciona de forma cruzada con

(HM2073) ! (ab15981) C3bliCb+
. Hycult . Abcam . .
raton C3a (HM2074) conejo Cc3d (ab15981) sin lecturas positivas

Abcam . Abcam . .
pollo C3a (ab48580) conejo C3d (ab15981) sin lecturas positivas

. Hycult Abcam . i,
ratén C3a (HM2073) pollo C3a (ab48580) sin lecturas positivas
. : Abcam . .
raton C3a Quidel (A203) pollo C3a (ab48580) sin lecturas positivas
ollo C3a Abcam cabra c3 Biom,\gz)icals reacciona de forma cruzada con
P (ab48580) (55237) C3b/iC3b+++
raton C3a Hycult cabra c3 Bioml\gZicals reacciona de forma cruzada con
(HM2073) (55237) C3b/iC3b+++
MP - .
cabra C3a S(:tglt%cgr%z cabra C3 Biomedicals similar a HMzgﬁag]ejor en suero
(55237)
conejo Cc3d (aAb?ggrgl) raton C3a Quidel (A203)
. Abcam GenTex
conejo C3d (ab15981) pollo C3a (GTX78198) .
) Abcam SantaCruz cuando anti-C3d es Ab de captura,
conejo C3d cabra C3a también se une a C3b y iC3b, lo que
(ab15981) (scl7237) . T .
Abcam Abcam evita la union eficiente de C3 intacto
conejo Cc3d (ab15981) pollo C3a (aba8580) cuando se zrinr;)zz\tlgzsan muestras
conejo C3ad Abcam raton C3a Hycult .
(ab15981) (HM2073)
. Abcam . Hycult
conejo c3d (ab15981) ratén C3a (HM2074)
Tabla 2: Resultados de cribado de anticuerpos en ensayo de iC3b
anticuerpo de captura anticuerpo de deteccion notas
especie | antigeno proveedor especie | antigeno proveedor
MP sin reactividad cruzada en
raton iC3b Quidel (A209) cabra C3 Biomedicals condiciones de ensayo, buena
(55237) sefial
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MP -
. . AbD serotec . . reactividad cruzada con C3b/C3c
raton iC3b cabra C3 Biomedicals
(MCA2607) (55237) a alta conc.
. . AbD serotec . Abcam menor intensidad de sefial que
raton IC3b (MCA2607) | conelo | c3d (ab15981) usando anti-C3
. . . . Abcam menor intensidad de sefial que
raton iC3b Quidel (A209) | conejo C3d (ab15981) usando anti-C3
. . . Hycult buena sefial, menor que usando
ratén iC3b Quidel (A209) rata C3d (HM2198) anti-C3
raton iC3b Quidel (A209) rata C3g Hycult Sin sefial
(HM2199)
menor intensidad de sefal que
ratén iC3b Quidel (A209) ratén neo C3d | Quidel (A250) usando HRP-anti C3, mejor
especificidad que usando anti-C3d
Hycult MP
rata iC3b (HMy2199) cabra C3 Biomedicals buena sefial
(565237)
. Hycult . C3 Hycult < -
rata iC3b (HM2199) raton activo (HM2168) sefial débil
. Hycult . C3 Hycult . ~
rata iC3b (HM2199) ratén activo (HM2257) Sin sefal
rata ic3b Hycult raton | iC3b | Quidel (A209) Sin sefial
(HM2199)
. Hycult . . . o
rata iC3b (HM2199) ratén neo C3d | Quidel (A250) Sin sefial
MP
. C3 Hycult . .
raton activo (HM2168) cabra 3 Blc()ggzdsl%a Is demasiada interferencia con sefial
C3 Hycult Hycult débil de C3
ratén ; y rata C3g y
activo (HM2168) (HM2199)
MP
raton a((:ii?/o (HFI\%:%?) cabra C3 Biomedicals
(55237) sin sefial sin sefial
. C3 Hycult Hycult
ran | chivo (HM2257) rata C39 (HM2199)
Meridian MP
raton C3 alfa (H54189M) cabra C3 Biomedicals Sin sefal
(55237)
. . Hycult ~ .
raton neo C3d | Quidel (A250) rata C3g (HM2199) sefial muy baja
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En una forma de realizacion ejemplar, el marcador puede ser C3 intacto y el anticuerpo de deteccion se une a un
primer epitopo de C3 intacto, en el que el primer epitopo es un dominio C3a que esta presente en C3 intacto y que
se pierde tras la activacion de C3. En una forma de realizacién adicional, el marcador es C3 intacto y el anticuerpo
de captura se une a un segundo epitopo en C3, en el que el segundo epitopo es una regién en el dominio C3d que
esta presente en C3 intacto, C3b, iC3b y C3d. Véase la Figura 3(A).

En otra forma de realizacion ejemplar, el marcador puede ser iC3b y el anticuerpo de deteccion se une a un primer
epitopo de iC3b, en el que el primer epitopo es un neoepitopo en iC3b que se revela cuando C3b se desactiva en
iC3b y que se ocluye cuando iC3b se degrada ademas en C3c y C3d. En una forma de realizacion adicional, el
marcador es iC3b y el anticuerpo de captura se une a un segundo epitopo en iC3b, en el que el segundo epitopo es
un neoepitopo presente solo en C3b, iC3b y C3dg. Véase la Figura 3(B).

En un ejemplo especifico, el marcador es C3 intacto, el anticuerpo de captura es Hycult® HM2075 y el anticuerpo de
deteccién es MP Biomedicals® 55237. En otro ejemplo muy especifico, el marcador es iC3b, el anticuerpo de
captura es Quidel® A209 y el anticuerpo de deteccion es MP Biomedicals® 55237. En otro ejemplo especifico, el
marcador es iC3b, el anticuerpo de captura es Quidel® A209 y el anticuerpo de deteccion es Quidel® A250.
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Un experto en la técnica apreciara que son adecuados diversos analitos de control para su uso en los métodos de la
presente invencion para proporcionar una verificacion de que el ensayo se completé con éxito. En una forma de
realizacion, el analito de control es IgG.

Otra ventaja de los métodos instantaneos es evitar la activacion sustancial del complemento en la muestra en virtud
de la propia prueba, lo que puede conducir a resultados de falsos positivos. Es bien sabido que C3 es una proteina
delicada capaz de autoactivarse debido a la manipulacién, almacenamiento y contacto de las muestras con
materiales o sustancias extrafas. Por lo tanto, la naturaleza de C3 puede llevar a falsos positivos en los ensayos
ELISA tradicionales y de turbidez para la activacién del complemento que implican un manejo extenso de la muestra
y multiples etapas. Los métodos instantaneos evitan dichos falsos positivos al reducir y/o eliminar las etapas de
preparacion y manejo de la muestra, particularmente cuando se usan en el contexto de un ensayo de flujo lateral,
por ejemplo. Por consiguiente, en una forma de realizacion de los métodos, el complemento en la muestra de fluido
corporal no se activa sustancialmente de manera experimental mediante un inmunoensayo de flujo lateral.

En algunas formas de realizacion de los presentes métodos, es deseable tener un inmunoensayo de flujo lateral que
pueda detectar mas de un marcador de activacion del complemento en un solo ensayo. Por ejemplo, puede ser muy
deseable un inmunoensayo de flujo lateral dual que pueda detectar cualitativamente y cuantitativamente tanto C3
intacto como iC3b en la misma alicuota de un fluido corporal. Por lo tanto, en otra forma de realizacion, se
proporciona un inmunoensayo de flujo lateral para la deteccion en el punto de atencién de marcadores de activacion
del complemento en una muestra de fluido corporal que comprende proteinas del complemento, comprendiendo el
inmunoensayo de flujo lateral: una tira de membrana; un primer anticuerpo de deteccién que se une a un primer
epitopo de C3 intacto; una primera linea de prueba que comprende un primer anticuerpo de captura que se une a un
segundo epitopo del C3 intacto; un segundo anticuerpo de deteccidon que se une a un primer epitopo de iC3b; una
segunda linea de prueba que comprende un segundo anticuerpo de captura que se une a un segundo epitopo de
iC3b; y al menos una linea de control que comprende un anticuerpo que se une a un analito de control.

En algunas formas de realizacion, el primer y el segundo anticuerpo de deteccion comprenden una etiqueta que
proporciona una sefial. Son adecuadas diversas etiquetas para su uso en los presentes métodos divulgados. En
algunas formas de realizacion, la etiqueta es oro coloidal.

De acuerdo con varios aspectos de la invencion, el complemento en la muestra no se activa sustancialmente de
manera experimental mediante el inmunoensayo de flujo lateral.

En algunas formas de realizacion, el primer anticuerpo de deteccién se une a un primer epitopo de C3 intacto, en el
que el primer epitopo de C3 intacto es un dominio C3a que esta presente en C3 intacto y que se pierde tras la
activacion de C3.

En otras formas de realizacién, el primer anticuerpo de captura se une a un segundo epitopo de C3 intacto, en el
que el segundo epitopo es una regién en el dominio C3d que esta presente en C3 intacto, C3b, iC3b y C3d.

En otras formas de realizacion, el segundo anticuerpo de deteccién se une a un primer epitopo de iC3b, en el que el
primer epitopo de iC3b es un neoepitopo en iC3b que se revela cuando C3b se desactiva en iC3b y que se ocluye
cuando iC3b se degrada alin mas en C3c y C3d.

En aun otras formas de realizacién, el segundo anticuerpo de captura se une a un segundo epitopo de iC3b, en el
que el segundo epitopo de iC3b es un neoepitopo presente solo en C3b, iC3b y C3dg.

En otras formas de realizacion mas, los anticuerpos que se unen a C3 intacto y los anticuerpos que se unen a iC3b
no tienen sustancialmente reactividad cruzada.

De acuerdo con varias formas de realizacion, las etapas de deteccidon y comparaciéon se pueden realizar en 30
minutos 0 menos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion y de ninguna manera pretenden limitar el alcance de
la presente invencion.

Ejemplo 1
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Clasificacion de pacientes

Antes de analizar la primera muestra de ensayo, se realiza una curva estandar utilizando 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100
ng/ml, 300 ng/ml, y 1000 ng/ml de los estandares de C3 intacto e iC3b. Los casetes de inmunoensayo de flujo lateral
se leen con un lector electrénico después de 20 minutos.

La prueba se utiliza para medir la gravedad de la lesion a los 15, 30 o 60 minutos de la lesion. Es mas util para
pacientes que pueden haber sufrido lesiones que no son obvias por inspeccion visual. Se extrae una gota de sangre
de una linea arterial (linea A) o puncion digital. Se extrae una muestra de 10 ul con una pipeta de volumen fijo.
Después, la muestra se mezcld con 990 ul de tampdn de muestra. La sangre y el tampén de la muestra se mezclan.
Usando un bulbo de pipeta de volumen fijo, se extraen 100 ul y se afiaden por pipeteo en el casete de
inmunoensayo de flujo lateral que contiene las tiras de ensayo integradas de C3 intacto e iC3b. Como alternativa, se
pueden aplicar 100 ul para separar los casetes de ensayo de flujo lateral de C3 intacto e iC3b. Después de 10
minutos, pero antes de 40 minutos, el casete se lee y los resultados se registran, preferiblemente de forma
electronica por un lector. Si la primera lectura tiene un nivel de iC3b (o0 una relacion equivalente de iC3b:C3 intacto)
superior a 50 pg/ml en sangre, existe evidencia de activacién del complemento y alta inflamacién. El personal asume
lesiones graves y alerta al personal de emergencias. De lo contrario, se toma una segunda lectura 5 minutos mas
tarde. Si el nivel de iC3b (o la relacion equivalente de iC3b:C3 intacto) es superior a 50 pg/ml en sangre o si el nivel
de iC3b ha aumentado en mas del 25%, se supone que el paciente tiene una lesién grave y se alerta al personal de
emergencias. Un aumento menor o ningln aumento es sugestivo, pero no concluyente, de lesiones menos graves.

Ejemplo 2
Supervision de la trayectoria de un paciente de traumatismo

Al inicio del turno, el personal de la UCI realiza una curva estandar utilizando 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100 ng/ml, 300
ng/ml y 1000 ng/ml de los estandares de C3 intacto e iC3b. Los casetes de inmunoensayo de flujo lateral se leen con
un lector electrénico después de 20 minutos.

El objetivo de la supervision de la trayectoria es detectar cambios en el estado inflamatorio e inmune de pacientes
gue se han estabilizado después de un traumatismo grave. En este ejemplo, se debe detectar la dificultad
respiratoria causada por neumonia o disfuncion inflamatoria. El perfil esperado del paciente es aquel que tiene una
puntuacién de gravedad de la lesion (ISS) igual o mayor a 16 y que requiere asistencia por ventilador para respirar.

El paciente recibe una prueba del complemento a intervalos frecuentes, que se alinea con los puntos de tiempo para
analizar los niveles de glucosa en sangre. Este intervalo entre las pruebas suele ser de aproximadamente dos horas.
La sangre se recoge utilizando el mismo método que para la prueba de glucosa, ya sea mediante una linea A o con
puncion digital. Se extrae una muestra de 10 ul con una pipeta de volumen fijo. Después, la muestra se mezclé con
990 ul de tamp6n de muestra. La sangre y el tampon de la muestra se mezclan. Usando un bulbo de pipeta de
volumen fijo, se extraen 100 ul y se afiaden por pipeteo en el casete de LFA gue contiene casetes de inmunoensayo
de flujo lateral de C3 intacto e iC3b integrados. Como alternativa, se pueden aplicar 100 ul para separar los casetes
de C3 intacto e iC3b. El casete o casetes se colocaran en el lector junto a la cama del paciente. El lector esta
configurado para tomar una lectura después de 20 minutos. Los datos se recopilan y los valores de iC3b, C3 intacto
e iC3b:(C3 intacto) se registran en cada punto de tiempo.

Los cambios en los niveles de C3 intacto o iC3b a lo largo del tiempo o los cambios en la tasa de cambio pueden
indicar un cambio en el estado inflamatorio. Un aumento brusco en iC3b, acompafiado por un descenso en C3
intacto, indica una dificultad respiratoria inminente. Como siguiente curso de accion, un médico realiza un lavado
broncoalveolar (BAL) en el paciente para determinar si el paciente esta experimentando VAP. Si las bacterias estan
presentes en niveles de 104 por ml o mas, se indica VAP y el paciente recibe tratamiento con antibiéticos. De lo
contrario, se asume una disfuncién inflamatoria no infecciosa y el paciente puede ser tratado con agentes
antiinflamatorios y/o inhibidores del complemento. El paciente también puede tener ajustada la configuracién del
ventilador.

Ejemplo 3

Determinacion de la gravedad de la enfermedad y la eficacia del tratamiento en un paciente con lupus
eritematoso sistémico (SLE)
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Antes de analizar la primera muestra de ensayo, se realiza una curva estandar utilizando 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100
ng/ml, 300 ng/ml, y 1000 ng/ml de los estandares de C3 intacto e iC3b. Los casetes de inmunoensayo de flujo lateral
se leen con un lector electrénico después de 20 minutos.

La prueba se utiliza para medir la gravedad inicial de la enfermedad, asi como la eficacia de la terapia. Uno de los
diagndsticos estandar realizados en pacientes con SLE es la medicion de los niveles totales de C3. Los niveles de
C3 normalmente estan deprimidos en pacientes con SLE y vuelven a la normalidad (>1 mg/ml) después de un
tratamiento exitoso. Sin embargo, en general no se sabe si la activacion de C3 ha sido suprimida o solo se ha
ralentizado lo suficiente como para permitir que los mecanismos normales de reposicién restauren los niveles de C3
a la normalidad.

En cada visita al médico, se recoge sangre de un paciente para las pruebas de C3 total, C3 intacto e iC3b. Solo se
requiere una gota para las 3 pruebas combinadas. La sangre se recoge mediante puncién digital a menos que se
extraiga sangre para otras pruebas, en cuyo caso, la sangre provendra de esa fuente. Se extrae una muestra de 10
ul con una pipeta de volumen fijo. Después, la muestra se mezcld con 990 ul de tampdn de muestra. La sangre y el
tampo6n de la muestra se mezclan. Con un bulbo de pipeta de volumen fijo, se extraen 100 ul y se afiaden por
pipeteo en el casete de LFA que contiene un casete de flujo lateral integrado que mide el C3 total, el C3 intacto y el
iC3b. Como alternativa, se pueden aplicar 100 ul a casetes separados para cada ensayo. El casete o casetes se
colocan en el lector en el consultorio del médico. El lector estd configurado para tomar una lectura después de 20
minutos.

Los datos se recogen en cada visita al médico. En la visita inicial, la adicion de las pruebas de iC3b y C3 intacto
proporciona al especialista mas informacion sobre la gravedad de la afeccién del paciente de lo que ahora es
posible. La nueva informacion estara disponible en el momento en que el especialista consideraria estable el estado
del paciente. En este punto, los niveles de iC3b y C3 intacto indican la extension del proceso de enfermedad
restante. Si los niveles de iC3b, en particular, estan por encima de lo normal (generalmente >1%), el proceso
subyacente de la enfermedad sigue siendo muy activo y el especialista puede optar por ajustar ain mas la terapia
aumentando las dosis de farmacos antiinflamatorios o afiadiendo medicacion adicional.

Ejemplo 4

Determinacion de los niveles basales de C3 intacto e iC3b en el liquido lagrimal basal de un individuo sano
durante un periodo de 24 horas.

Antes de analizar la primera muestra de ensayo, se realiza una curva estandar utilizando 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100
ng/ml, 300 ng/ml, 1000 ng/ml y 3000 ng/ml de los estandares de C3 intacto e iC3b. Los casetes de inmunoensayo de
flujo lateral se leen con un lector electrénico después de 20 minutos.

Para determinar los niveles de C3 intacto e iC3b en el ojo de un individuo sano, se tomaron tres lecturas en total.
Las muestras se recogieron y se evaluaron en el Tiempo = 0 horas, 12 horas y 24 horas.

Para la recogida de lagrimas, se tira hacia atras del parpado inferior y se seca brevemente con un Kimwipe® en la
parte inferior del ojo. El Kimwipe® se corta rapidamente donde se recogié la lagrima, dejando unos milimetros de
borde seco rodeando el punto de la lagrima. La muestra de lagrima del Kimwipe® se coloca luego en 220 ul de
tampodn de diluyente BioAssay Works y se agita vorticialmente durante 10 segundos. Después de un periodo de
espera de un minuto, la muestra se agita vorticialmente de nuevo brevemente. A continuacion, se transfieren 100 pl
de muestra a cada inmunoensayo de flujo lateral (C3 intacto e iC3b) y se analizan.

Para el analisis, cada casete se inserta en el lector y se lee después de 20 minutos.

Los resultados variaron entre 50-60 p/ml de C3 intacto y entre 5-8 p/ml de iC3b (véase la Figura 15).

Ejemplo 5

Determinacion de los niveles basales de C3 intacto e iC3b en dos individuos sanos en un solo punto de
tiempo

Antes de analizar la primera muestra de ensayo, se realiza una curva estandar utilizando 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100
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ng/ml, 300 ng/ml, 1000 ng/ml y 3000 ng/ml de los estandares de C3 intacto e iC3b. Los casetes de inmunoensayo de
flujo lateral se leen con un lector electronico después de 20 minutos.

Los niveles de reposo de C3 intacto e iC3b se recogen de dos donantes sanos. El lector de inmunoensayo de flujo
lateral se enciende. Dedo se limpia con un hisopo con alcohol. El dedo se pincha con una lanceta y se aprieta
suavemente para recoger 10 ul de sangre usando el tubo MICROSAFE® por accién capilar. La muestra de sangre
se expulsé directamente a un tubo lleno de 990 ml de tamp6n de ensayo de muestra y luego se tapd y se mezcld por
inversion 6-8 veces. Se transfirieron 100 ul de la mezcla de muestra de sangre a una prueba CompAct de C3 intacto
usando la pipeta de volumen exacto de 100 ul. Después, una segunda mezcla de 100 pl de muestra de sangre se
transfirio a la prueba CompAct de iC3b utilizando una pipeta de volumen exacto de 100 pl. El temporizador se
configurd para leer después de 20 minutos ambas pruebas.

Se determind que los resultados del primer paciente eran aproximadamente 500 pg/ml para C3 intacto y 200 ng/ml
para iC3b. Esto indica que hay una relacion de 2500 de C3 intacto con respecto a iC3b en este individuo (véase la
Figura 16). Los resultados del segundo individuo fueron aproximadamente 1000 pg/ml para C3 intacto y 300 ng/ml
para iC3b (véase la Figura 17). Ambos valores estan dentro de los intervalos normales esperados. Los valores de
iC3b estan en el intervalo inferior de lo que se considera normal.

Ejemplo 6

Determinacién de los niveles basales de C3 intacto e iC3b en un individuo sano en un solo punto de tiempo
después de un ejercicio intenso

Usando el protocolo anterior del Ejemplo 5, uno de los individuos sanos se analizé de nuevo después de un ejercicio
intenso (véase la Figura 18). El esfuerzo no alteré significativamente los niveles de iC3b o C3.

Ejemplo 7
Interferencia entre los anticuerpos de C3 intacto e iC3b en los inmunoensayos de flujo lateral

En un volumen de 1 mililitro, se mezclaron 50 ng/ml de iC3b con cantidades variables de C3 intacto (que variaban de
0 ng/ml a 100.000 ng/ml). Las muestras se mezclaron por inversion 6-8 veces y luego se afiadieron por pipeteo 0,1
ml en el casete. Las lecturas se tomaron a los 20 minutos. El resultado del lector se convirtié a la concentracion de
iC3b usando una curva estandar generada de 10 ng/ml a 100.000 ng/ml. Se resté el fondo de un casete ejecutado
solo con tampon. Las contribuciones fraccionarias se calcularon restando la concentracion real de iC3b (de la prueba
de iC3b sin C3 afiadido) de la concentracion aparente de iC3b en cada punto y luego normalizando frente a las
concentraciones reales de iC3b. Véase la Figura 14. Para los casetes HO8K-01, con la concentracion mas alta de C3
ensayada, aproximadamente la mitad de la sefial de iC3b provino de C3 intacto y la mitad de iC3b real. Para la
version J24K03, aproximadamente cuatro veces mas la sefial de iC3b provino de la interferencia de C3 intacto que
de iC3b real. Aunque estos pares de anticuerpos funcionan bien en los ensayos ELISA, presentan interferencias
significativas cuando se usan en inmunoensayos de flujo lateral para los mismos analitos. En las relaciones
fisiologicamente relevantes de 250:1 y 500:1, el C3 intacto contribuye mas a la salida de sefial de iC3b que el propio
iC3b en J24K-03.

J24K-03 es un ensayo con anti-C3a monoclonal de ratén en el conjugado de oro y anti-C3d monoclonal de ratén en
la linea de prueba. HO8K-01 tiene anti-iC3b monoclonal de ratén en el conjugado de oro y Anti-C3 policlonal en la
linea de prueba.

Ejemplo 8
Generacion de la curva estandar de iC3b para inmunoensayos de flujo lateral

Una forma de realizacién de la invencion comprende una tira de ensayo de flujo lateral sin las carcasas del casete.
Estas tiras tenian un anticuerpo monoclonal anti-iC3b (Quidel® A209) conjugado con el oro y el anticuerpo anti-C3
(MP Biomedical® 55237) conjugado con la tira. Las curvas estandar se muestran en la Figura 11(A). Las curvas
estandar indicaron un rango lineal de aproximadamente 10 veces y una sensibilidad de aproximadamente 100 ng/ml.
Otra forma de realizacion de la invencion configura las tiras para su uso en un casete que permite la aplicacion
controlada de la muestra a la tira de ensayo. Esto mejor6 la reproducibilidad entre ensayos, aunque todavia hay una
considerable dependencia del tiempo en el ensayo. Los resultados de la curva estandar se muestran en la Figura
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11(B). Una tercera forma de realizacién aumenta la concentracién de anticuerpo de 0,5 mg/ml a 1 mg/ml aplicado
sobre el conjugado de oro y elimina BSA del tampén de absorcion. Los resultados de la curva estandar se muestran
en la Figura 11(C).

Las curvas estandar se generan como se describe en el ejemplo 9 a continuacion.
Ejemplo 9
Generacion de la curva estandar de iC3b para inmunoensayos de flujo lateral

Se diluyeron diez (10) ul de una solucién madre de iC3b (concentracion 1 mg/ml) en 990 ul de tampédn de dilucién de
muestra para crear 10 ug/ml de solucién madre de trabajo utilizando un tubo tapado de 2 ml. Se mezclé el tubo por
inversion lentamente 10-12 veces. El investigador diluy6é 500 ul de 10 pug/ml de soluciéon madre en 500 ul de tampon
BAW para crear una solucién madre de 5 ug/ml en otro tubo tapado de 2 ml. La mezcla se realiz6 invirtiendo
lentamente el tubo 10-12 veces. La dilucién 1:1 (500 ul:500 ul) se repiti6, como se ha descrito anteriormente, nueve
veces mas para crear las siguientes soluciones madre de trabajo: 10 ug/ml, 5 ug/ml, 2,5 ug/ml, 1,25 ug/ml, 625
ng/ml, 313 ng/ml, 156 ng/ml, 78 ng/ml, 39 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml, y 0 ng/ml (tampon solo).

Los casetes de inmunoensayo de flujo lateral (LFA) se prepararon etiquetandolos y se distribuyeron en grupos de
tres. Para cada dilucion, el investigador afiadié por pipeteo 100 ul de la primera solucién madre de trabajo (10 ug/ml
para C3 intacto y 5 ug/ml para iC3b) en el puerto de muestra del 1¢" LFA. Para cada concentracion, el investigador
esperé 20 segundos antes de cargar 100 ul de la misma solucién madre de trabajo en el 2° LFA. Los casetes se
leyeron después de 10, 20 y 30 minutos usando el lector de BioAssay Works LFDR 101 (Forsite Diagnostics) usando
la configuracion de la linea de prueba seguida de la configuracién de la linea de control y los datos registrados.

Una vez finalizado el experimento, los datos se representaron utilizando el software GraphPad Prism 5. La curva
estandar se ajusta a la ecuacion logistica de tres pardmetros: Y = Interior + (Superior-Inferior)/(1+EC50/X). Véase la
Figura 12.

Ejemplo 10
Generacion de la curva estandar de C3 intacto para inmunoensayos de flujo lateral

Se diluyeron diez (10) pl de una solucion madre de intacto (concentracién 1 mg/ml) en 990 ul de tampdn de dilucion
de muestra para crear 10 ug/ml de solucién madre de trabajo utilizando un tubo tapado de 2 ml. Se mezclé el tubo
por inversién lentamente 10-12 veces. El investigador diluyé 500 pl de 10 pg/ml de solucion madre en 500 ul de
tampdn BAW para crear una solucién madre de 5 ug/ml en otro tubo tapado de 2 ml. La mezcla se realiz6 invirtiendo
lentamente el tubo 10-12 veces. La dilucion 1:1 (500 ul:500 ul) se repitid, como se ha descrito anteriormente, nueve
veces mas para crear las siguientes soluciones madre de trabajo:

10 ug/ml, 5 ug/ml, 2,5 ug/ml, 1,25 ug/ml, 625 ng/ml, 313 ng/ml, 156 ng/ml, 78 ng/ml, 39 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml, y O
ng/ml (tampdn solo).

Los casetes de LFA se prepararon etiquetdndolos y se distribuyeron en grupos de tres. Para cada dilucion, se
afiadieron por pipeteo 100 ul de la primera solucién madre de trabajo (10 ug/ml para C3 intacto y 5 ug/ml para iC3b)
en el puerto de muestra del 1°" LFA. Para cada concentracion, el investigador esperé 20 segundos antes de cargar
100 ul de la misma solucidon madre de trabajo en el 2° LFA. Los casetes se leyeron después de 10, 20 y 30 minutos
usando el lector de BioAssay Works LFDR 101 (Forsite Diagnostics) usando la configuracion de la linea de prueba
seguida de la configuracion de la linea de control y los datos registrados.

Una vez finalizado el experimento, los datos se representaron utilizando el software GraphPad Prism 5. La curva
estandar se ajusta a la ecuacion logistica de tres parametros: Y = Interior + (Superior-Inferior)/(1+EC50/X). Véase la
Figura 13.

Ejemplo 11

Forma de realizacion de un procedimiento de ensayo de flujo lateral CompAct™

La Figura 21 representa una forma de realizacién ejemplar de un inmunoensayo de formato de flujo lateral.
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Inicialmente, el dedo de un paciente se limpia con un algodén con alcohol y el dedo se pincha con una lanceta.
Después se aprieta el dedo para facilitar la presentacion de la sangre, que luego se recoge en un tubo Microsafe™.
La sangre se expulsa del tubo Microsafe™ directamente a un puerto de muestra de un casete de prueba CompAct™.
A continuacion, se afiaden tres gotas de tampén de ensayo en el puerto de muestra para mezclar y diluir la muestra
de sangre. Las muestras se dejan reposar durante un periodo de tiempo, por ejemplo, de 15 a 20 minutos. Si se
desea, se puede extraer una segunda muestra de sangre como se describe, y después la muestra se introduce en
un segundo casete de prueba CompAct™ ("B"). En algin momento en o antes del final del periodo de tiempo
deseado, cada casete de prueba puede inspeccionarse visualmente para asegurarse de que la linea de control sea
facilmente visible y que el frotis de la muestra no cause un problema en la lectura de los datos. Una vez ha
transcurrido el periodo de tiempo deseado, cada casete de prueba puede introducirse en un dispositivo de lectura
para capturar datos de cada prueba, por ejemplo, como se muestra en la Figura 21. También se muestran en la
Figura 21 bocetos conceptuales de los procedimientos de limpieza y extraccion de muestras, asi como fotografias de
casetes de prueba y un lector de prueba contemplado dentro del alcance de la presente invencion.

Ejemplo 12
Sensibilidad de la forma de realizacién del ensayo de flujo lateral CompAct™ para C3 humano

Se diluyeron diez (10) pl de una solucién madre de proteina C3 humana purificada (Complement Technology, Inc.,
N.° A113, concentracion 1 mg/ml) en 990 ul de tampdn de diluyente de muestra (BioAssay Works, 1SOT-003) para
crear 10 ug/ml de solucion madre de trabajo en un tubo tapado de 2 ml. La solucion madre de trabajo se mezcl6 por
inversion lentamente 10-12 veces. El investigador diluyé 500 pl de 10 pg/ml de solucion madre en 500 ul de tampon
BAW para crear una solucion madre de 5 ug/ml en otro tubo tapado de 2 ml. La mezcla se realiz6 invirtiendo
lentamente el tubo 10-12 veces. La dilucién 1:1 (500 ul:500 ul) se repitié, como se ha descrito anteriormente, nueve
veces mas para crear las siguientes soluciones madre de trabajo: 10 ug/ml, 5 ug/ml, 2,5 ug/ml, 1,25 ug/ml, 625
ng/ml, 313 ng/ml, 156 ng/ml, 78 ng/ml, 39 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml, y 0 ng/ml (tampon solo).

Los casetes de ensayo de flujo lateral (LFA) se prepararon etiquetandolos y se distribuyeron en grupos de tres. Cada
conjunto de pruebas por triplicado se fotografié (Nikon D80 con lente Micro Nikkor AF de 60 mm), y las imagenes se
reunieron en una sola imagen utilizando la aplicacion Paint. Las fotografias de cada réplica se pueden ver en la
Figura 22.

Para cada dilucidn, se afiadieron por pipeteo 100 ul de la primera solucion madre de trabajo (10 ug/ml para C3
intacto y 5 ug/ml para iC3b) en el puerto de muestra de un primer LFA. Para cada concentracion, el investigador
esperd 20 segundos antes de cargar 100 ul de la misma solucion madre de trabajo en el 2° LFA. Los casetes se
leyeron después de 10, 20 y 30 minutos usando el lector de BioAssay Works LFDR-001 (Forsite Diagnostics) usando
la configuracién de la linea de prueba seguida de la configuracion de la linea de control y los datos registrados. El
valor de Sandwich para cada punto de tiempo se calculé como un porcentaje: [Linea de prueba]/[Linea de control] x
100% vy los resultados se muestran en la Figura 23. La evaluacion de la variabilidad de los ensayos utilizados en
este ejemplo se calculé y se muestra en la Figura 24.

Ejemplo 13
Sensibilidad de la forma de realizacién del ensayo de flujo lateral CompAct™ para iC3b humano

Se diluyeron diez (10) pl de una solucién madre de proteina iC3b humana purificada (Complement Technology, Inc.,
N.° A115, concentracion 1 mg/ml) en 990 ul de tampon de diluyente de muestra (BioAssay Works, ISOT-003) para
crear 10 ug/ml de solucion madre de trabajo en un tubo tapado de 2 ml. La solucion madre de trabajo se mezcl6 por
inversion lentamente 10-12 veces. El investigador diluyé 500 pl de 10 pg/ml de solucién madre en 500 ul de tampon
BAW para crear una solucion madre de 5 ug/ml en otro tubo tapado de 2 ml. La mezcla se realizo invirtiendo
lentamente el tubo 10-12 veces. La dilucion 1:1 (500 ul:500 ul) se repitid, como se ha descrito anteriormente, nueve
veces mas para crear las siguientes soluciones madre de trabajo: 10 ug/ml, 5 ug/ml, 2,5 ug/ml, 1,25 ug/ml, 625
ng/ml, 313 ng/ml, 156 ng/ml, 78 ng/ml, 39 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml, y 0 ng/ml (tampdn solo).

Los casetes de inmunoensayo de flujo lateral (LFA) se prepararon etiquetandolos y se distribuyeron en grupos de
tres. Cada conjunto de pruebas por triplicado se fotografié (Nikon D80 con lente Micro Nikkor AF de 60 mm), y las
imagenes se reunieron en una sola imagen utilizando la aplicacion Paint. Las fotografias de cada réplica se pueden
ver en la Figura 25.
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Para cada dilucion, el investigador afiadié por pipeteo 100 pl de la primera solucion madre de trabajo (10 ug/ml para
C3intacto y 5 ug/ml para iC3b) en el puerto de muestra del 1¢" LFA. Para cada concentracion, el investigador espero
20 segundos antes de cargar 100 ul de la misma solucion madre de trabajo en el 2° LFA. Los casetes se leyeron
después de 10, 20 y 30 minutos usando el lector de BioAssay Works LFDR-001 (Forsite Diagnostics) usando la
configuracion de la linea de prueba seguida de la configuracion de la linea de control y los datos registrados. El valor
de Sandwich para cada punto de tiempo se calcul6 como un porcentaje: [Linea de prueba]/[Linea de control] x 100%
y los resultados se muestran en la Figura 26.

Ejemplo 14
Evaluacion de C3 e iC3b nativos humanos utilizando una forma de realizacion de ensayo de flujo lateral

La sangre entera se recogié mediante una puncién digital usando una lanceta de seguridad (Fisher Healthcare, 02-
675-160) y se transfirio a través de una pipeta a un tubo de 2 ml. A continuacion, se diluyeron inmediatamente 30 ul
de sangre en 270 pl de tampon de diluyente de muestra (BioAssay Works, ISOT-003) en un tubo de 2 ml separado,
y se aplicaron 100 pl de la dilucion de sangre 1:10 al LFA de iC3b. La dilucion de la sangre 1:10 se diluyd
adicionalmente en tamp6n de diluyente de muestra hasta una concentracion final de 1:3162, y se aplicaron 100 ul al
LFA de C3. Las lineas de Prueba y Control se leyeron para cada prueba a los 20 y 30 minutos utilizando un lector
(Forsite, N.° LFDR-001) y se ejecutaron muestras por triplicado para cada punto de datos. La concentracion
estimada de C3 nativo e iC3b se derivo utilizando el valor de Sandwich para la muestra y la curva estandar para el
ensayo particular. Los datos para estos ensayos se muestran en la Figura 27.

Ejemplo 15
Evaluacion de los niveles de C3 humano a partir de muestras de sangre entera, plasmay suero humanos

Este estudio analiz6 muestras de donantes humanos de sangre entera, plasma y suero para determinar los niveles
de C3 nativo y los niveles de iC3b. Se tomaron muestras de tres donantes en tres puntos de tiempo diferentes
durante un periodo de una semana los dias 1, 2 y 5. Los procedimientos utilizados para extraer las muestras e
introducirlas en los casetes fueron sustancialmente como se describe en el Ejemplo 11. Se analizaron las muestras
de sangre entera inmediatamente después de la extraccion mediante una prueba de ensayo de flujo lateral
CompAct™, mientras que las muestras de plasma y suero se prepararon y se analizaron a través de una prueba de
ensayo de flujo lateral CompAct™ o un ensayo ELISA estandar.

Para las muestras analizadas con un ensayo de flujo lateral CompAct™, se prepararon plasma-EDTA y suero a partir
de sangre entera fresca de acuerdo con los protocolos del fabricante (Becton, Dickinson and Company) y se
congelaron en partes alicuotas a -80°C. Las alicuotas se descongelaron en hielo y se analizaron mediante el ensayo
CompAct™. Las concentraciones estimadas de iC3b se derivaron de curvas estandar de proteinas purificadas.

Para las muestras analizadas en un ensayo ELISA estandar, se utilizaron los siguientes procedimientos. Primero, se
recubrieron placas de 96 pocillos utilizando 50 ul de anticuerpo monoclonal diluido a 2 ug/ml en 1x PBS. Para los
ensayos ELISA C3 humanos, las placas Immnulon 4HBX (Thermo Scientific, 3855) se recubrieron con anticuerpo
monoclonal C3/C3a antihumano de ratén (Cell Sciences, HM2075). Para los ensayos ELISA de iC3b humanos, las
placas Immulon 1B de 96 pocillos (Thermo Scientific, 3355) se recubrieron con anticuerpo monoclonal anti-iC3b
humano (Quidel, A209). Las placas de ELISA se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 1-2 horas. El
liquido que contenia el anticuerpo monoclonal se desechd y cada pocillo se lavé dos veces con IX PBS-Tween al
0,05% (PBS-T). A continuacion, los pocillos se bloguearon con 200 ul de tampdn StartingBlock (Thermo Scientific,
37538) y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. Después, el tampon se descart6 y las células se
lavaron tres veces con IX PBS-T. Los estandares de proteina purificada se diluyeron en IX PBS a una concentracion
de 1 ug/ml en una placa de microtitulacién separada (Thermo Fisher N.° 9205). El estandar C3 humano utilizado fue
de Complement Technology, Inc (N.° A113) y el estandar iC3b humano usado también fue de Complement
Technology, Inc. (N.° A115). Cada estandar se diluyé entonces en serie utilizando volimenes iguales de IX PBS.

Cada muestra de plasma y suero se prepar6 a partir de sangre entera como se ha descrito anteriormente, y luego se
diluy6é 1:20 en IX PBS en la placa de microtitulacién separada y después se diluyd en serie utilizando IX PBS.
Después, se transfirieron 50 ul de cada muestra diluida al pocillo apropiado de la placa ELISA y se dejé incubar a
temperatura ambiente durante una hora. Después, el liquido se descartd y cada pocillo se lavo seis veces con IX
PBS-T. Se diluyeron 1:2000 cincuenta (50) ul de anti-C3-HRP de cabra (MP Biomedicals, n.° 55237) en tampdn
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StartingBlock y se afiadieron a cada pocillo de la placa ELISA. Las muestras se incubaron entonces durante una
hora a temperatura ambiente. El liquido se descart6 después y cada pocillo se lavé seis veces con IX PBS-T. Se
afiadieron cincuenta (50) ul de una mezcla 1:1 de sustrato de peroxidasa de rdbano picante TMB (Thermo Fisher n.°
1854060 y n.° 1854050) a cada pocillo. Después de tres minutos, se afiadieron 25 ul de H2SO4 1 M a cada pocillo
para detener la reaccion. Después se analizé la placa ELISA utilizando un lector de placas BMG Labtech
POLARstart Omega a 450 nm. Los resultados de estos experimentos se pueden ver en las Figuras 28 y 29.

La Figura 28 muestra que los niveles de proteina C3 humana evaluados utilizando una forma de realizacion de
ensayo de flujo lateral CompAct™ de la invencion generalmente coinciden con los niveles observados en la
bibliografia que se generaron utilizando métodos ELISA.

La Figura 29 muestra que los niveles de proteina iC3b detectados en muestras de plasma y suero varian
significativamente entre la forma de realizacion del ensayo de flujo lateral CompAct™ y los métodos ELISA
conocidos previamente. Los datos mostrados en (A), (B) y (C) se muestran como graficos de barras por donante,
mientras que los datos en (D) se muestran numéricamente en una tabla. Este fue un resultado sorprendente que
destaca las ventajas de los métodos y ensayos de la presente invencion. Sin desear limitarse a una teoria particular,
los solicitantes proponen que los niveles significativamente mas bajos de iC3b analizados utilizando el ensayo
CompAct pueden deberse a las rapidas velocidades a las que se generan los datos en comparacion con los
métodos ELISA mucho mas lentos y mas numerosos. Es posible que acortar los tiempos de reaccion no permita que
los factores en una muestra actlen y potencialmente activen las proteinas del complemento. El aumento en el
nimero de etapas de manipulacion y manejo requeridas por el ELISA también puede contribuir a estos resultados de
una manera similar, por ejemplo, facilitando la interaccion entre C3 intacto y los agentes de activacion.

Esta hipétesis se apoya como se muestra en la Figura 30, donde resulta evidente que cuando se usan muestras
purificadas de iC3b, tanto las pruebas CompAct™ como las pruebas ELISA producen datos similares. Sin embargo,
cuando se utilizan muestras derivadas de fluidos corporales, el resultado varia significativamente.
Independientemente del mecanismo detras de los resultados, una diferencia tan grande en los niveles detectados de
iC3b en la misma muestra puede conducir facilimente a diagndésticos clinicos erroneos, destacando una de las
ventajas de las formas de realizacion de la presente invencion.

Ejemplo 16
El efecto del tiempo en los niveles detectados de iC3b

En un esfuerzo por evaluar los efectos del tiempo en los niveles de iC3b detectados en muestras expuestas a
temperatura ambiente usando el ensayo CompAct™, las muestras diluidas de sangre entera, plasma y suero
obtenidas en el Ejemplo 15 se volvieron a ensayar después de cuatro horas de tiempo a temperatura ambiente.
Otros métodos y condiciones de ensayo fueron los mismos que los descritos en el Ejemplo 15 y los datos se
muestran en la Figura 31. Los datos muestran claramente que hay un aumento de aproximadamente 100 veces los
niveles de iC3b en cada muestra debido al paso del tiempo a temperatura ambiente. Este efecto previamente
desconocido indica fuertemente que los aumentos sustanciales en los niveles de iC3b tienen lugar rapidamente a
temperatura ambiente. Esto resalta aln mas una ventaja de las formas de realizacion de la presente invencion y los
posibles datos falsos generados por métodos anteriores, incluidos los ensayos ELISA, que requieren horas para
generar datos.

En un esfuerzo por conseguir una mejor resolucion en términos de los aumentos de activacién de C3 a lo largo del
tiempo en diversas muestras, se evaluaron alicuotas de sangre entera, plasma y muestras de suero obtenidas en el
Ejemplo 15 anterior en diferentes puntos de tiempo para determinar la rapidez con que puede observarse la
activacion de C3.

La Figura 32 muestra los niveles de iC3b detectados utilizando una forma de realizacion de ensayo CompAct™ de la
invencién en muestras de sangre entera en comparacion con muestras que contienen estandares de proteina iC3b
purificada. Las muestras se analizaron después de 5, 10, 15 o0 20 minutos de exposicidn a temperatura ambiente y
los ensayos se realizaron sustancialmente como se describe en el ejemplo 15. (A) muestra que se pueden detectar
algunos aumentos en iC3b en sangre entera después de solo 5 minutos la temperatura ambiente, y la magnitud de
este aumento parece acelerarse con el tiempo, como puede verse por la pendiente creciente de los datos en (B), (C)

y (D).
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La Figura 33 muestra la diferencia en los niveles de iC3b detectados en una forma de realizacion de ensayo
CompAct™ de la invencién después de una exposiciéon de 5 minutos o 60 minutos a temperatura ambiente. Las
muestras de plasma y suero se obtuvieron y se prepararon como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 15.
Como se puede ver en la Figura 33, el aumento en los niveles de iC3b detectado fue mucho mas fuerte a los 60
minutos que a los 5 minutos. Ademas, e inesperadamente, los aumentos en los niveles de iC3b no parecen
aumentar uniformemente con el tiempo, como lo demuestran las alteraciones significativas en la pendiente con el
tiempo. Este fendbmeno aflade una capa adicional de complejidad al analisis adecuado de la activaciéon del
complemento y resalta ain mas la importancia de minimizar el tiempo y el procesamiento del ensayo. Varias formas
de realizacion de la presente invencion abordan este problema previamente desconocido en la deteccion de la
activacion del complemento.

Ejemplo 17
Generacion dependiente del tiempo de iC3b en plasma humano

En este ejemplo, el plasma humano de un donante sano se diluyé 1:10 en un tampdn de diluyente de muestra y se
ensay6 inmediatamente mediante tiras de LFA de iC3b. El plasma diluido continué incubandose a temperatura
ambiente y se ensay0 después de un tiempo de incubacién adicional de 30 minutos, 1 h, 2 h, 4 hy 72 h (3 dias). Las
lineas de prueba y control para cada punto de tiempo se leyeron por un lector (Forsite, N.° LFDR-001) 30 minutos
después de la aplicacion de la muestra al LFA. El valor de Sandwich se calcul6 como un porcentaje (linea de
prueba/linea de control x 100%) después de restar la sefial de la linea de prueba de una muestra de tampon solo (no
se muestra). La Figura 34 muestra la activacion dependiente del tiempo de iC3b en plasma, mostrando (A) las tiras
reactivas después de la incubacion y mostrando (B) los datos de acuerdo con lo leido por el lector Forsite. La gréafica
de (B) se representa con horas en el eje X y el valor de Sandwich en el eje .

Ejemplo 18
Generacion dependiente del tiempo de iC3b en plasmay suero humanos usando ELISA

En este ejemplo, como se muestra en la Figura 35, el plasma y el suero humanos de un donante sano se diluyeron
en serie en tampoén ELISA y se incubaron con pocillos recubiertos con anticuerpo monoclonal anti-iC3b durante (A) 2
minutos o (B) 5 minutos antes de detener la incubacion mediante extraccién y lavado. Después, todos los pocillos se
incubaron con anticuerpo policlonal anti-C3 conjugado con HRP para la deteccion. La proteina iC3b purificada
también se diluy6 y se incubd conjuntamente con las muestras de plasma y suero durante los tiempos indicados
para generar una curva estandar para cada punto de tiempo como se muestra en la Figura 35. La concentracion de
iC3b en el suero diluido se derivé de la curva estandar correspondiente de iC3b para cada punto de tiempo.

Como se muestra en la Figura 35, (A) y (B), la activacién de iC3b en plasma y suero humanos puede tener lugar
muy rapidamente, incluso tan rapido como dos minutos en algunos casos. La activacion de iC3b en suero humano
fue particularmente fuerte en este ejemplo y destaca el efecto drastico que puede tener el tiempo en las muestras
analizadas utilizando ensayos de tipo ELISA.

En otro experimento, el suero humano de un donante sano se diluy6é en serie en tampén ELISA y se incubd con
pocillos recubiertos con anticuerpo monoclonal anti-iC3b durante los tiempos indicados antes de detener la
incubacién mediante extraccién y lavado. Después, todos los pocillos se incubaron con anticuerpo policlonal anti-C3
conjugado con HRP para la deteccién. La proteina iC3b purificada también se diluy6 y se incub6 conjuntamente con
el suero diluido durante los tiempos indicados para generar una curva estandar para cada punto de tiempo. La
concentracion de iC3b en el suero diluido se derivé de la curva estandar correspondiente de iC3b para cada punto
de tiempo. La Figura 36 muestra los niveles relativos de iC3b detectados a lo largo del tiempo en estas muestras,
con una duplicacion de los niveles de iC3b mostrada en tan solo 15 minutos de incubacion.

Ejemplo 19

Activacién de C3 en ausencia de complejos de antigeno:anticuerpo

Después de recubrir los pocillos con anticuerpo anti-ovoalbimina (no reconoce C3 ni iC3b) y el bloqueo con el
tampodn StartingBlock (Pierce 37538), el suero humano se diluy6é en tampoén Veronal (Lonza, 12-624E) en los pocillos

y se dejo incubar durante 10 o 60 minutos +/- EDTA 10 mM. Después del lavado, los pocillos se incubaron durante
60 minutos con el anticuerpo policlonal anti-C3 conjugado con HRP para la deteccion utilizando una solucién de
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peréxido (Thermo Sci., 1854060) y el sustrato de peroxidasa TMB (Thermo Sci., 1854050). Los pocillos se leyeron
para determinar la absorbancia a 450 nm.

La Figura 37 muestra que el C3 derivado del suero en este experimento se activo significativamente después de 10
minutos o 60 minutos de incubacién en la placa recubierta con OVA. Sin desear quedar sujeto a una teoria
especifica, parece que esta activacion es a través de una via de activacién sensible a EDTA. Cabe destacar que la
deposicion de C3 se produjo en los pocillos recubiertos con anticuerpo anti-ovoalbimina en ausencia de
ovoalbumina, lo que demuestra que no se requiere un complejo de ovoalbdmina:anticuerpo contra ovoalbimina para
la activacion y deposicién de C3. Este resultado altamente inesperado significa que la deposicion observada de C3
probablemente no tenga lugar a través de un fendmeno de captura tradicional que normalmente esta asociado con
un ensayo ELISA.

Ejemplo 20
Activacion de C3 en ausencia de pocillos recubiertos con anticuerpo

Los pocillos se blogquearon con tampon StartingBlock (en ausencia de anticuerpo), el suero humano se diluyo en el
tampon Veronal (Lonza, 12-624E) en los pocillos y se dej6 incubar durante 10 o 60 minutos +/- EDTA 10 mM.
Después del lavado, los pocillos se incubaron durante 60 minutos con el anticuerpo policlonal anti-C3 conjugado con
HRP para la deteccion utilizando una solucion de perdxido (Thermo Sci., 1854060) y el sustrato de peroxidasa TMB
(Thermo Sci., 1854050). Los pocillos se leyeron para determinar la absorbancia a 450 nm.

La Figura 38 muestra que, aparentemente, el C3 derivado del suero humano se activa a través de una ruta sensible
a EDTA y se deposita en pocillos bloqueados con tamp6n en ausencia de anticuerpo. Por lo tanto, no solo no se
requiere un complejo de antigeno:anticuerpo para la activacion y deposicion de C3, como se muestra en el Ejemplo
19, sino que ni siquiera se requiere un anticuerpo para observar este fenémeno. Al igual que con el Ejemplo 19
anterior, este resultado altamente inesperado indica que la deposicion de C3 observada no es un fendmeno de
captura que normalmente se asocie con la inmunodeteccion ELISA.
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REIVINDICACIONES
1. Un método que comprende las etapas de

detectar en una muestra de un sujeto un nivel de iC3b, en el que la deteccion implica una interaccion
especifica entre el iC3b y un anticuerpo sin reactividad cruzada con respecto al mismo; y

comparar el nivel detectado con un nivel de referencia, cuyo nivel de referencia esta dentro de un intervalo
de 10 ng/ml a 5.000 ng/ml; en el que la determinacion de que el nivel detectado esta por encima del nivel de
referencia, indica que el sujeto padece o es susceptible a una activaciéon del complemento patolégica y/o no

deseable, en el que las etapas de deteccién y comparacion se realizan en 30 minutos o menos utilizando un
ensayo de flujo lateral.
2. El método de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo sin reactividad cruzada esta caracterizado

por que una solucion de 1 ug/ul de C3 produce una sefal equivalente a menos de aproximadamente 1 ng/ml de
iC3b.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo sin reactividad cruzada es o comprende un
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en A209, MCA2607 y HM2199.

4, Un método que comprende las etapas de

detectar en una muestra de un sujeto un nivel de C3 intacto, en el que la deteccién implica una interaccion
especifica entre el C3 intacto y un anticuerpo sin reactividad cruzada con respecto al mismo; y

comparar el nivel detectado con un nivel de referencia, cuyo nivel de referencia esta dentro de un intervalo
de 350 ug/ml a 1.700 ug/ml; en el que la determinacion de que el nivel detectado esté por debajo del nivel
de referencia, indica que el sujeto padece o es susceptible a una activacion del complemento patoldgica y/o
no deseable, en el que las etapas de deteccién y comparacion se realizan en 30 minutos o menos utilizando
un ensayo de flujo lateral.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo sin reactividad cruzada esta caracterizado
por que una solucién de 1 ug/ul de iC3b produce una sefial equivalente a menos de aproximadamente 1 ng/ml de
C3.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que el anticuerpo sin reactividad cruzada es o comprende
HM2075.
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la activaciéon del

complemento no deseable y/o patol6gica estd causada por un trastorno seleccionado del grupo que consiste en
lupus eritematoso sistémico, traumatismo, estrés inflamatorio, trastornos autoinmunes, hemorragia intracraneal,
infeccion, rechazo a trasplante, enfermedad ocular, enfermedad cardiaca, lesion por isquemia/reperfusion,
degeneracion macular relacionada con la edad, hemoglobinuria paroxistica nocturna, angiodema hereditario,
enfermedad renal, trastornos asociados con el embarazo, y trastornos neuroldgicos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra se selecciona del
grupo que consiste en sangre entera, suero, plasma, orina, lagrimas, saliva, exudado de heridas, liquido de lavado
broncoalveolar y liquido cefalorraquideo.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de deteccion se

realiza en condiciones controladas, de tal forma que la ejecucion de la etapa no activa sustancialmente el
complemento dentro de la muestra.
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LFA de C3 nativo 20 minutos después de la aplicacion de la muestra: la sensibilidad visual es de aproximadamente 10-20 ng/ml

C TC TC
@ [ 1000ng @ [CT3] 1000 ng [CTT] 1000 ng
TC T
@ [ 500ng @ 500ng @ ﬁSGUnQ
TC TC
(o) mamn | (o) T2 @ 8 250ng
T T
@ & 125ng @ 125ng @ 125ng
T T
@ 62,5 @ 62,5 @ Eﬁ 62,5
T T
(o) m s | (o) 13 | (o) O o3
T T T
@ 15,6ng @ 15,6ng @ [CT0] 15,6 ng
TC i TC
[t 78 | (o) T 781 T 78ng
T T
@ ] 39ng @ 3,9ng @ 3,9ng
T T T
®2ng @2ng ®2ng
®1ng @1ng ®1ng
T T TC
O m | (o) cm | (o) =1 o
FIG. 22
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El ensayo de iC3b 20 minutos después de la aplicacion de la muestra: La sensibilidad visual es de aproximadamente 10-20 ng/ml

© C0E 500ng O O 500ng O T 500y
@ 250ng @ ET::j 250 ng @ 250ng
@ 125ng @ 125ng @ 125ng
@ 63ng @ 63ng @ 63ng
@ 31,3ng @ 31,3ng @ 31,3ng
1C 1C 10
@ [C] 15,6 ng @ [CCT] 15,6 ng @ [CC] 156 ng
C 1C 1C
@ [l 78ng @ 7.8ng @ [C] 78ng
@ E:CIZI 3,9ng @ E:C-Zl 39ng @ 3,9ng
1C 1C 1C
(o) g | (o) £ 2w | (o) CTT 2
@1ng @1ng @Mg
®0ng @Ung @Mg
FIG. 25
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