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DESCRIPCION
Agente de pre-tratamiento y método de pre-tratamiento para antitrombina Ill que se va a someter a una prueba de Limulus

La presente invencion se refiere al uso de una sal de metal divalente en el pretratamiento de antitrombina Ill que se
va a someter a una prueba de Limulus, a métodos de pretratamiento de antitrombina Ill que se va a someter a una
prueba de Limulus, y a métodos para medir una sustancia diana de una prueba de Limulus contenida en
antitrombina llI.

En la presente invencion, se pueden emplear las siguientes abreviaturas.
Et: endotoxina
BG: (1 — 3) -B-D-glucano
AT llI: antitrombina 1l

La endotoxina es un lipopolisacarido que esta presente en la membrana externa de la pared celular de las bacterias
Gram negativas y se sabe que es un pirégeno fuerte. También se sabe que la endotoxina causa diversas afecciones
patolégicas que incluyen no solamente fiebre sino también choque y similares. Por lo tanto, la deteccién y
cuantificacion de la endotoxina es esencial en productos farmacéuticos tales como una preparacion inyectable, agua,
dispositivos médicos, y similares, desdel punto de vista de garantizar la seguridad de los productos farmacéuticos y
similares.

Como se sabe, el cangrejo herradura experimenta coagulacion de la sangre cuando se infecta con una bacteria
Gram negativa. Este fendmeno se ha empleado convencionalmente para la deteccién de endotoxinas. Es decir, la
endotoxina se puede determinar mediante el uso de extractos de corplsculo sanguineo de cangrejo herradura (es
decir, producto lisado de amebocitos de Limulus, en lo sucesivo denominado "LAL"). Este método se denomina
"prueba de Limulus", que emplea una reaccion en cascada de una variedad de proteinas (todas serina proteasas)
presentes en LAL, reaccién que se produce a través del contacto entre la endotoxina y LAL.

La AT lll es un anticoagulante de la sangre y se utiliza para el tratamiento de la coagulacién intravascular
diseminada (DIC) o similar. Dado que la AT Ill es un inhibidor de la serina proteasa, inhibe las actividades de las
proteinas que estan presentes en LAL y que estan involucradas en la reaccion en cascada (Documento no de
patente 1). De ese modo, en algunos casos, un cierto tipo de espécimen inhibe un reactivo de Limulus. Semejante
accion inhibidora se puede evitar diluyendo un espécimen (Documento no de patente 2). Sin embargo, la AT I
muestra una accion inhibidora muy fuerte sobre un reactivo de Limulus y, por lo tanto, para llevar a cabo la prueba
de Limulus de una preparacion de AT lll (inyeccion), la preparacion debe diluirse a un factor de dilucién de 64 o
superior (Documento no de patente 2). Por lo tanto, tomando en consideracion la sensibilidad de deteccion de un
reactivo de Limulus (es decir, la concentracion mas baja de endotoxinas en la curva de calibracion), se considera
dificil someter una preparacion de AT Ill a una prueba de Limulus (Documento no de patente 2). En realidad, incluso
en la actualidad, la deteccién de endotoxinas en especimenes que contienen cada uno AT Il se realiza a través de
la prueba de pirégeno en conejos (Documento no de patente 1).

El Documento no de patente 1 describe un método para determinar Et en una preparacién de AT lll, en cuyo método
la preparacion de AT lll se diluye 100 veces; el producto diluido se calienta a 70°C durante 20 minutos como
pretratamiento; el producto pretratado se hace reaccionar con LAL; y se detecta Et a través del método de dispersion
de luz. Una caracteristica técnica del método reside en el empleo del método de dispersion de luz por medio de un
aparato de medicidon de dispersion de luz en lugar de un ensayo turbidimétrico por medio de un espectrofotémetro,
para lograr una alta sensibilidad en la deteccién de Et. Sin embargo, de manera similar al caso mencionado
anteriormente, el método requiere la dilucién del espécimen a un alto factor de dilucién, e implica al menos los
siguientes problemas.

(1) Los espectrofotdbmetros se emplean ampliamente como un aparato de medicion para la prueba de Limulus, y
ademas se debe proporcionar un aparato de medicién de dispersion de luz y utilizarlo para llevar a cabo el
método de dispersion de luz.

(2) La Farmacopea Japonesa especifica solamente el ensayo turbidimétrico y el ensayo cromogénico como
métodos de ensayo fotométrico de Et, y guarda silencio en lo que respecta a un método de dispersion de luz.

El Documento de patente 1 describe un método de ensayo de Et y BG para muestras biolégicas, comprendiendo el
método poner una muestra biolégica en contacto con un sulfato de metal alcalinotérreo o un haluro de metal
alcalinotérreo, calentar la mezcla como pretratamiento y someter a continuacion el producto pretratado a un ensayo
mediante el uso de un reactivo de Limulus.

El Documento de patente 2 describe un método de ensayo de Et y BG para muestras de sangre, comprendiendo el
método mezclar una muestra biolégica con un compuesto de hexadimetrina, un hidréxido de metal alcalino, un
tensioactivo no iénico y un haluro de metal alcalinotérreo, calentar la mezcla como pretratamiento y a continuacion
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someter el producto pretratado a un ensayo mediante el uso de un reactivo de Limulus.

El Documento de patente 3 describe un método de ensayo de Et para una muestra que posiblemente contenga AT
I1l, comprendiendo el método poner una muestra bioldgica en contacto con un portador en el que se inmoviliza el
péptido de union a lipopolisacarido y/o el péptido de unién a lipido A para recuperar de ese modo Et a través de la
absorcion en el portador, y a continuacion someter la Et recuperada a un ensayo mediante el uso de un reactivo de
Limulus o similar.

Por otra parte, el documento EP 0 569 033 A2 describe el pretratamiento de sistemas de reactivos como medio para
desnaturalizar o eliminar factores que interfieren en reacciones biogquimicas, y también como método para la
utilizacion de estos.

Sin embargo, ninguno de los documentos mencionados anteriormente describe o sugiere someter a la AT Ill a un
tratamiento de inactivacion de proteinas como pretratamiento en presencia conjunta de una sal de metal divalente
para llevar a cabo la prueba de Limulus de AT III.

Documentos de la técnica anterior
Documentos de patentes
Documento de patente 1: WO 2006/080448
Documento de patente 2: Solicitud de Patente Japonesa (Kokai) NUm. Hei 6-70796
Documento de patente 3: Solicitud de Patente Japonesa (Kokai) NUm. 2010-243342
Documentos no de patentes

Documento no de patente 1: Endotoxin and natural Immunity Research 15 -Rapidly Developing Natural Immunity
Research-, Igakutosho-shuppan Ltd., pag. 27 a 30, 2012

Documento no de patente 2: Endotoxin Research 12 -New Development in Natural Immunity Research-, Igakutosho-
shuppan Ltd., pag. 93 a 97, 2009

Un objeto de la presente invencion es proporcionar medios para reducir la interferencia de la reaccién observada
cuando AT lll se somete a prueba de Limulus, por lo que la prueba de Limulus de AT Il se puede llevar a cabo con
gran precision. El término "interferencia de la reaccion” referido en la presente memoria se refiere a cualquier accion
que esté causada por un factor diferente de las sustancias diana de la prueba de Limulus (p. €j., Et y BG) y que
afecte a los resultados de la prueba de Limulus. Por lo tanto, la "interferencia de la reaccién" abarca, por ejemplo,
todas las acciones que afectan los resultados de la prueba de Limulus causadas por la propia AT Ill, un componente
tal como un aditivo o una impureza que esta presente juntamente con AT Ill, un componente tal como un reactivo
distinto de un agente de pretratamiento que esta presente conjuntamente en el pretratamiento, y/o un componente
contenido en un reactivo de Limulus; tal como una accién de insolubilizaciéon de cualquiera de estos componentes,
una accién de promocion o inhibicion de la reaccion de un reactivo de Limulus, y una accién de cambio de la
estructura de la micela de Et o la estructura estérica de BG para modificar de ese modo la actividad de Et o BG
(reactividad al Factor C o el Factor G contenidos en un reactivo de Limulus).

Los autores de la presente invencién han llevado a cabo estudios exhaustivos con el fin de lograr el objeto
anteriormente mencionado, y han descubierto que la interferencia de la reaccién observada cuando AT Il se somete
a la prueba de Limulus se puede reducir sometiendo la AT Il a un tratamiento de inactivacién de la proteina tal como
un tratamiento térmico o un tratamiento con acido con presencia conjunta de una sal de metal divalente, por medio
de lo cual se puede llevar a cabo la prueba de Limulus de AT Ill con una gran exactitud. La presente invencién se ha
completado basandose en este descubrimiento.

Por consiguiente, la presente invencién abarca los siguientes apartados.

1. El uso de una sal de metal divalente en el pretratamiento para la antitrombina Ill que se va a someter a una
prueba de Limulus,

cuya sal de metal divalente se utiliza para someter la antitrombina Ill a un tratamiento de inactivacién de
proteina con presencia conjunta de la sal de metal divalente, antes de someter la antitrombina Il a prueba
de Limulus,

en donde el tratamiento de inactivacion de proteina no es un tratamiento con alcali en el que la antitrombina
Il presente juntamente con la sal de metal divalente se pone en contacto con un alcali, y

en donde la antitrombina Il es una preparacioén inyectable de antitrombina lII.

2. El uso de acuerdo con el apartado 1, en donde la sal de metal divalente es una o mas sales metalicas
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seleccionadas del grupo que consiste en un cloruro de metal divalente, un acetato de metal divalente y un
sulfato de metal divalente.

El uso de acuerdo con el apartado 1 o 2, en donde el metal divalente que constituye la sal de metal
divalente es uno o mas metales seleccionados del grupo que consiste en magnesio, calcio, manganeso y
cinc.

El uso de acuerdo con una cualquiera de los apartados 1 a 3, en donde la concentracion del ién metalico
divalente derivado de la sal de metal divalente es de 0,5 mM o mayor cuando la antitrombina Il esta
presente junto con la sal de metal divalente.

El uso de acuerdo con una cualquiera de los apartados 1 a 4, en donde una sustancia diana de la prueba
de Limulus es endotoxina.

El uso de acuerdo con una cualquiera de los apartados 1 a 5, en donde la sal de metal divalente esta
comprendida como agente de pretratamiento en un kit de reactivos de Limulus.

Un método de pretratamiento de antitrombina 1l que se va a someter a una prueba de Limulus,
comprendiendo el método someter la antitrombina Il a un tratamiento de inactivacién de proteina con
presencia conjunta de un agente de pretratamiento que contiene una sal de metal divalente,

en donde el tratamiento de inactivacion de proteina no es un tratamiento con alcali en el que la antitrombina
Il presente juntamente con la sal de metal divalente se pone en contacto con un alcali, y

en donde la antitrombina Il es una preparacioén inyectable de antitrombina lIl.

El método de pretratamiento de acuerdo con el apartado 7, en donde la sal de metal divalente es una o mas
sales de metales seleccionadas del grupo que consiste en un cloruro de metal divalente, un acetato de
metal divalente, y un sulfato de metal divalente.

El método de pretratamiento de acuerdo con el apartado 7 u 8, en donde el metal divalente que constituye
la sal de metal divalente es uno o mas metales seleccionados del grupo que consiste en magnesio, calcio,
manganeso, y cinc.

El método de pretratamiento de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 7 a 9, en donde la
concentracion del idn de metal divalente derivado de la sal de metal divalente es de 0,5 M o mayor cuando
la antitrombina 11l esta presente juntamente con el agente de pretratamiento.

El método de pretratamiento de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 7 a 10, en donde la sustancia
diana de la prueba de Limulus es una endotoxina.

El método de pretratamiento de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 7 a 11, en donde el
tratamiento de inactivacién de proteina es un tratamiento térmico o un tratamiento con acido.

El método de pretratamiento de acuerdo con el apartado 12, en donde el tratamiento térmico se realiza a
una temperatura superior a 50°C.

El método de pretratamiento de acuerdo con el apartado 12, en donde el acido empleado en el tratamiento
con acido es acido clorhidrico.

Un método para medir la sustancia diana de la prueba de Limulus contenida en antitrombina Ill,
comprendiendo el método el tratamiento preliminar de la antitrombina Il a través del método de tratamiento
de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 7 a 14, y someter la antitrombina Il tratada de manera
preliminar a una prueba de Limulus.

Las Figuras muestran:

[Fig. 1] Una grafica que muestra los resultados de la prueba del ensayo de lineas paralelas.

[Fig. 2] Una grafica que muestra los resultados de la prueba del ensayo de lineas paralelas.

[Fig. 3] Una grafica que muestra los resultados de la prueba del ensayo de lineas paralelas.

(1) El agente de pretratamiento

El agente de pretratamiento descrito en la presente memoria es un agente de pretratamiento para AT Ill que se va a
someter a una prueba de Limulus, cuyo agente contiene una sal de metal divalente. El agente de pretratamiento
descrito en la presente memoria se utiliza para someter la antitrombina Ill a un tratamiento de inactivacion de
proteinas con presencia conjunta del agente de pretratamiento, antes de someter la antitrombina Ill a una prueba de

Limulus.
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El término "prueba de Limulus" referido en la presente memoria se refiere a una prueba para detectar (medir) una
sustancia diana mediante el uso de un reactivo de Limulus. La sustancia diana también se puede denominar
"sustancia diana de la prueba de Limulus (sustancia diana de la prueba de Limulus)". La sustancia diana de la
prueba de Limulus no esta particularmente limitada siempre que sea una sustancia detectable por la prueba de
Limulus. La sustancia diana es preferiblemente Et o BG, y mas preferiblemente Et.

La "AT IllI" a la que se hace referencia en la presente memoria no esta particularmente limitada siempre que sea un
espécimen que contenga AT Ill. La "AT IlI" a la que se hace referencia en la presente memoria puede consistir en AT
lll, o puede contener adicionalmente un componente distinto de AT Ill. La forma de AT Ill tampoco esta
particularmente limitada. Por ejemplo, la AT lll puede estar en forma de liquido, o puede estar en forma de un sélido
tal como un producto liofilizado, polvo, granulos o comprimidos.

Un ejemplo de AT lll es una preparacion inyectable de AT lll. Los ejemplos especificos de tales preparaciones
inyectables incluyen Neuart (marca registrada; producto de Benesis Co., Ltd.), Anthrobin (producto de The Chemo-
Sero-Therapeutic Research Institute), y Nonthron (marca registrada; producto de Nihon Pharmaceutical Co., Ltd.).
Cuando tal preparacion inyectable de AT Il se somete al método de pretratamiento descrito en la presente memoria
y a la prueba de Limulus, se puede utilizar su solucién no diluida como espécimen, se puede utilizar una solucion
concentrada de la misma como espécimen o se puede utilizar una solucién diluida a cualquier factor de dilucién con
un medio acuoso (p. €j., agua o tampdn) como espécimen. El término "solucion no diluida" al que se hace referencia
en la presente memoria se refiere a una solucion que contiene AT Il a una concentraciéon de 50 Unidades/mL, que
es una concentracion comun cuando se utiliza AT Ill como una preparacion inyectable. La "solucion no diluida" se
puede obtener disolviendo AT Il en un medio acuoso, de acuerdo con el método descrito en un prospecto de la
preparacion inyectable de AT Ill correspondiente. El término "solucidon concentrada” al que se hace referencia en la
presente memoria se refiere a una solucién que contiene AT Ill a una concentracién superior a 50 Unidades/mL. Un
ejemplo de "solucién concentrada" es un producto purificado intermedio obtenido en una etapa de produccion de una
preparacion inyectable de AT IlI.

El factor de dilucidon cuando la solucidn no diluida se diluye con un medio acuoso no esta particularmente limitado,
siempre y cuando se pueda detectar una sustancia diana de la prueba de Limulus. Por ejemplo, el factor de dilucion
es preferiblemente mas alto que 1 y mas bajo que 64, mas preferiblemente mas alto que 1 y 16 o mas bajo, ain mas
preferiblemente mas alto que 1 y 10 o mas bajo, aun mas preferiblemente mas alto que 1 y 4 o mas bajo,
particularmente preferiblemente mas alto que 1 y 2,5 o mas bajo, notablemente preferiblemente de 1,1 a 2,5,
particularmente notablemente preferiblemente de 1,2 a 2,5. En particular, el término "factor de dilucion" al que se
hace referencia en la presente memoria se refiere a la multiplicidad de dilucién de una mezcla de reaccién en la que
se realiza un tratamiento de inactivacion de proteinas con presencia conjunta del agente de pretratamiento descrito
en la presente memoria, con respecto a la "solucién no diluida" mencionada anteriormente. Por lo tanto, un factor de
dilucién de "1" se refiere al estado en el que la concentracion de AT lll de una mezcla de reaccion en la que se
realiza un tratamiento de inactivacion de proteinas con presencia conjunta del agente de pretratamiento de la
presente invencién es la misma que la concentracion de AT Ill de la "solucion no diluida" mencionada anteriormente.
En otras palabras, un factor de dilucion de "1" se refiere al estado en el que la mezcla de reaccién es la misma que
la solucién no diluida, y también al estado en que la mezcla de reaccién no se diluye y, por lo tanto, contiene AT Ill a
una concentracion de 50 Unidades/mL.

La AT Ill también puede ser una proteina recombinante. La AT lll recombinante se puede obtener a través de la
expresion génica en una célula anfitriona. La expresion en una célula anfitriona se puede realizar a través de un
método convencional. Por ejemplo, la expresion en una célula anfitriona se puede realizar a través del método de
Yamada. ef al. (documento WO 2005/035563). La secuencia de aminoacidos de la AT lll y la secuencia de
nucledtidos de un gen que codifica AT Ill se pueden obtener de una base de datos conocida. Los ejemplos de tal
base de datos conocida incluyen NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). La proteina recombinante que se va a
expresar puede ser una proteina que tenga una secuencia de aminoacidos idéntica a la de una AT Il nativa.
Ademas, la proteina recombinante que se va a expresar puede ser una variante de una AT lll nativa, siempre que se
mantengan las funciones de la AT Ill. Tal variante abarca homologos y productos modificados artificialmente de la
AT Il conocida.

La "sal de metal divalente" mencionada en la presente memoria no esta particularmente limitada siempre que sea
una sal metalica reconocida como una sal de metal divalente en la técnica de la presente invencion. Los ejemplos de
la sal de metal divalente incluyen un fluoruro de metal divalente, un cloruro de metal divalente, un bromuro de metal
divalente, un yoduro de metal divalente, un hidroxido de metal divalente, un cianuro de metal divalente, un nitrato de
metal divalente, un nitrito de metal divalente, un hipoclorito de metal divalente, un clorito de metal divalente, un
clorato de metal divalente, un perclorato de metal divalente, un permanganato de metal divalente, un acetato de
metal divalente, un hidrogenocarbonato de metal divalente, un dihidrégeno fosfato de metal divalente, un
hidrogenosulfato de metal divalente, una sal hidrogenosulfuro de metal divalente, un tiocianato de metal divalente, un
6xido de metal divalente, un sulfuro de metal divalente, un peréxido de metal divalente, un sulfato de metal divalente,
un sulfito de metal divalente, un tiosulfato de metal divalente, un carbonato de metal divalente, un cromato de metal
divalente, un bicromato de metal divalente, un monohidrégeno fosfato de metal divalente, y un fosfato de metal
divalente. En cuanto a la sal de metal divalente, solamente se puede utilizar un Unico tipo de sal metalica, o se
pueden utilizar dos o mas tipos combinados de sales metdlicas. La sal de metal divalente es preferiblemente, por
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ejemplo, una o mas sales de metal seleccionadas del grupo que consiste en un cloruro de metal divalente, un
acetato de metal divalente y un sulfato de metal divalente.

La sal de metal divalente puede ser una sal de metal que proporciona un ién metalico divalente cuando la AT Il esta
presente junto con el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria. El estado "cuando la AT Il esta
presente junto con el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria" se refiere especificamente a la
duracion en que se realiza el tratamiento de inactivacion de proteinas mencionado a continuaciéon. La sal de metal
divalente puede ser, por ejemplo, una sal de metal que proporciona un ién metdlico divalente a través de la
disolucion en un medio acuoso. Los ejemplos del medio acuoso incluyen agua y un tampén.

El "metal divalente" al que se hace referencia en la presente memoria no esta particularmente limitado siempre que
sea un metal reconocido como metal divalente en la técnica de la presente invencion. El "metal divalente" puede
hacer referencia a un metal que proporciona un i6n metalico divalente cuando se ioniza. Los ejemplos del metal
divalente incluyen berilio, magnesio, calcio, estroncio, bario, radio, cadmio, niquel, cinc, cobre, mercurio, hierro,
cobalto, estafio, plomo y manganeso. En cuanto al metal divalente, se puede utilizar solamente un unico tipo de
metal, o se pueden utilizar dos o mas tipos de metales combinados. El metal divalente es preferiblemente, por
ejemplo, uno o mas metales seleccionados del grupo que consiste en magnesio, calcio, manganeso y cinc.

Los ejemplos especificos de la sal de metal divalente incluyen sulfato de magnesio (MgSO,), cloruro de magnesio
(MgCl),), acetato de magnesio (Mg(CH3CO),), cloruro de calcio (CaCl.,), acetato de calcio (Ca(CH3zCOOQ),), sulfato de
manganeso (MnSO,), y sulfato de cinc (ZnSO.). El agente de pretratamiento descrito en la presente memoria puede
contener, por ejemplo, solamente sulfato de magnesio (MgSQO4) como sal de metal divalente. Alternativamente, el
agente de pretratamiento puede contener, por ejemplo, sulfato de magnesio (MgSO4) y una o mas sales de metales
divalentes diferentes.

Asimismo, el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria puede contener adicionalmente un
componente adicional. El "componente adicional" no esta particularmente limitado siempre y cuando sea aceptable
para su uso en un reactivo o agente de diagndstico. Por ejemplo, los componentes que se incorporan a un reactivo o
un agente de diagnostico se pueden emplear como "componente adicional". Los ejemplos del "componente
adicional" incluyen un cloruro de metal alcalino, un acetato de metal alcalino, un sulfato de metal alcalino, un
tensioactivo y un aditivo. Los ejemplos del aditivo incluyen, pero no se limitan a, un estabilizante, un agente
emulsionante, un agente de osmo-regulacion, un tampoén, un agente ténico, un conservante, un agente de ajuste del
pH, un colorante, un excipiente, un agente de condensacion, un lubricante, y un disgregante.

La forma del agente de pretratamiento descrito en la presente memoria no esta particularmente limitada. Por
ejemplo, el agente de pretratamiento se puede proporcionar en forma de una preparacion liquida, o se puede
proporcionar en forma de una preparacion solida para su disolucion en el uso; por ejemplo se puede emplear en
forma de polvo, granulos, o comprimidos. Ademas, el agente de pretratamiento se puede proporcionar en forma de
una microplaca que retiene el agente de pretratamiento en sus pocillos. Semejante microplaca se puede obtener, por
ejemplo, dispensando el agente de pretratamiento que se ha preparado en forma de liquido en los pocillos y secando
la placa. En el caso de que el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria se proporcione como una
preparacion liquida, el agente de pretratamiento se puede proporcionar como un producto congelado, o se puede
proporcionar como un producto liquido (estado fundido).

En el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria, la sal de metal divalente puede estar presente en
forma de sal, una forma iénica o una mezcla de estas. El estado en el que "el agente de pretratamiento contiene una
sal de metal divalente" abarca los tres casos.

Excepto por la incorporacién de una sal de metal divalente, el agente de pretratamiento descrito en la presente
memoria se puede producir mediante la misma técnica que se emplea generalmente en la produccion de reactivos y
agentes de diagnostico.

La concentracion de la sal de metal divalente en el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria no
esta particularmente limitada, y la concentracion puede ajustarse de manera apropiada de acuerdo con diversas
condiciones tales como el tipo de sal de metal divalente y la cantidad utilizada del agente de pretratamiento. La
concentracion de la sal de metal divalente en el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria puede
ser, por ejemplo, de 0,001% en masa o superior, 0,01% en masa o superior, 0,1% en masa o superior, 1% en masa
o superior, 5% en masa o superior, 10% en masa o superior, 30% en masa o superior, 0 50% en masa o superior. La
concentracion de la sal de metal divalente en el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria puede
ser, por ejemplo, de 100% en masa o inferior, 50% en masa o inferior, 30% en masa o inferior, 10% en masa o
inferior, 5% en masa o inferior, 0 1% en masa o inferior.

La cantidad utilizada del agente de pretratamiento descrito en la presente memoria no esta particularmente limitada,
y la cantidad se puede ajustar apropiadamente de acuerdo con diversas condiciones tales como el tipo y la
concentracion de la sal de metal divalente. El agente de pretratamiento se puede utilizar para que, por ejemplo, la
concentracion del ién metalico divalente derivado de la sal de metal divalente (en adelante la concentracion puede
denominarse "concentracion de ién metalico divalente durante el tratamiento") se encuentre dentro de los intervalos
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a continuacion ejemplificados cuando la AT Il esta presente junto con el agente de pretratamiento. La
"concentracion cuando AT Il esta presente junto con el agente de pretratamiento” se refiere especificamente a la
concentracion del i6n metalico divalente en el sistema de reaccion donde se realiza el tratamiento de inactivacion de
proteinas mencionado a continuacién. La concentracion de i6n metalico divalente durante el tratamiento no esta
particularmente limitada siempre que se pueda lograr el efecto del pretratamiento descrito en la presente memoria, y
la concentracion es preferiblemente, por ejemplo, 0,5 mM o superior. La concentraciéon de iones metalicos divalentes
durante el tratamiento es, por ejemplo, preferiblemente de 0,5 mM a 100 mM, mas preferiblemente de 0,5 mM a 50
mM, aun mas preferiblemente de 0,5 mM a 25 mM, adn mas preferiblemente de 5 mM a 25 mM, en particular
preferiblemente de 5 mM a 12,5 mM. En particular, en el caso en el que el agente de pretratamiento descrito en la
presente memoria contenga dos o mas sales de metales divalentes, la "concentracion de ién metalico divalente
durante el tratamiento" significa la concentracion total de los iones metalicos divalentes derivados de estas sales de
metales divalentes.

A través de un pretratamiento de AT Ill mediante el uso del agente de pretratamiento descrito en la presente
memoria, la interferencia de reaccion observada cuando la AT Il se somete a la prueba de Limulus se puede reducir,
y por lo tanto, la prueba de Limulus de AT Il se puede llevar a cabo con una gran exactitud.

(2) El kit

El kit descrito en la presente memoria es un kit de reactivo de Limulus que comprendel agente de pretratamiento
descrito en la presente memoria, como componente. El kit puede comprender adicionalmente un componente
adicional. Los ejemplos del "componente adicional" incluyen, pero no se limitan a, un reactivo de Limulus, un
sustrato para la deteccién de la reaccion de Limulus, tampén, agua destilada, una sustancia patron (p. €j., Et o BG) y
una microplaca.

El reactivo de Limulus utilizado en la presente memoria no esta particularmente limitado siempre que el reactivo
contenga una proteina o proteinas involucradas en una reaccién en cascada correspondiente a una sustancia diana
de la prueba de Limulus. Un ejemplo del reactivo de Limulus son los extractos del corpusculo sanguineo del cangrejo
herradura (LAL; reactivo de producto lisado). LAL se puede obtener de la sangre de un cangrejo herradura como
materia prima a través de un método convencional. LAL se puede utilizar después del fraccionamiento y/o la
purificacion apropiados. Se puede emplear cualquier tipo de cangrejos herradura como origen de LAL. Los ejemplos
de cangrejo herradura incluyen Tachypleus tridentatus (Cangrejo herradura japonés), Limulus polyphemus (Cangrejo
herradura americano), Carcinoscorpius rotundicauda (Cangrejo herradura del sudeste asiatico), y Tachypleus gigas
(Cangrejo herradura del sudeste asiatico). Los ejemplos del reactivo de Limulus que emplea un producto lisado
derivado de Limulus polyphemus incluyen Endospecy (marca registrada) ES-50M (producto de Seikagaku
Corporation), Pyrochrome (producto de Associates of Cape Cod, Inc.), Pyrotell (marca registrada) -T (producto de
Associates of Cape Cod, Inc.), Pyrotell ( marca registrada) prueba multiple (producto Associates of cape Cod, Inc.),
Kinetic-QCL (producto de Lonza Walkerrsville, Inc.) y Endochrome-K (producto de Charles River Laboratories, Inc.).

Los ejemplos del reactivo de Limulus también incluyen reactivos de Limulus reconstituidos artificialmente. El reactivo
de Limulus reconstituido no esta particularmente limitado siempre que el reactivo contenga una proteina o proteinas
involucradas en una reaccién en cascada correspondiente a una sustancia diana de la prueba de Limulus. Las
proteinas involucradas en la reaccion en cascada también se denominan colectivamente "factores". El término
"reaccion en cascada" al que se hace referencia en la presente memoria se refiere a una serie de reacciones que se
producen debido a la presencia de una sustancia diana de la prueba de Limulus. Por ejemplo, cuando una sustancia
que activa el Factor C (p. €j., Et) esta presente, se produce una serie de las siguientes reacciones: El Factor C es
activado por la sustancia para formar de ese modo el Factor C activado; el factor C activado activa el Factor B para
formar de ese modo el Factor B activado; y el Factor B activado activa la Pro-enzima de Coagulacién para formar de
ese modo la enzima de Coagulacion correspondiente. Es decir, en el caso en el que una sustancia que active el
Factor C (p. €j., Et) sea una sustancia diana, es suficiente que el reactivo de Limulus reconstituido contenga Factor
C, Factor B y Pro-enzima de Coagulacion, como factores que constituyen la reaccion en cascada. Cuando una
sustancia que activa el Factor G (p. €]., BG) esta presente, se produce una serie de las siguientes reacciones: El
Factor G es activado por la sustancia para formar de ese modo el Factor G activado; y el Factor G activado activa la
Pro-enzima de Coagulacion para formar de ese modo la enzima de Coagulacion correspondiente. Es decir, en el
caso en el que una sustancia que active el Factor G (p. €j., BG) sea una sustancia diana, es suficiente que el
reactivo de Limulus reconstituido contenga el Factor G y la Pro-enzima de Coagulaciéon, como factores que
constituyen la reaccion en cascada. El progreso de una reaccién en cascada se puede determinar detectando la
enzima de Coagulacion mediante el uso del sustrato de deteccidon que se menciona a continuacion para la reaccion
del Limulus.

En el caso en el que un sustrato de deteccién que sea capaz de detectar una fase intermedia de una reaccion en
cascada se emplee como sustrato de deteccion mencionado a continuaciéon para la reaccién de Limulus, es
suficiente que el reactivo de Limulus reconstituido contenga un factor o factores implicados desdel principio de la
reaccion en cascada a la fase intermedia relevante. Especificamente, por ejemplo, en el caso en el que una
sustancia que active el Factor C (p. €j., Et) sea una sustancia diana, y se utilice un sustrato de deteccién para la
reaccion del Limulus que sea capaz de detectar el Factor C activado, es suficiente que el reactivo de Limulus
reconstituido contenga Factor C.
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Cada uno de los factores contenidos en un reactivo de Limulus reconstituido puede ser una proteina nativa o una
proteina recombinante.

Los factores nativos se pueden obtener cada uno a partir de productos lisados de amebocitos (LAL) de los diversos
cangrejos herradura mencionados anteriormente. Cada uno de estos factores puede ser purificado hasta un grado
deseado antes de su uso. La purificacion se puede realizar, por ejemplo, mediante una técnica conocida (Nakamura
T. et al., J. Biochem. Marzo 1986; 99 (3): 847-57).

Los factores también se pueden obtener a través de la expresion en una célula anfitriona. La expresion en una célula
anfitriona se puede realizar a través de un método convencional. Por ejemplo, la expresiéon en una célula anfitriona
se puede realizar a través de un método de Mizumura et al., (documento WO 2012/118226). La secuencia de
aminoacidos de cada factor y la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica el factor se pueden obtener de una
base de datos conocida. Los ejemplos de semejante base de datos conocida incluyen NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las proteinas recombinantes expresadas de este modo se pueden purificar cada una
hasta un grado deseado antes de su uso, segun sea necesario.

Al combinar adecuadamente los factores, se puede obtener un reactivo de Limulus reconstituido. Los factores
contenidos en el reactivo de Limulus reconstituido pueden ser todos los factores nativos, todas las proteinas
recombinantes o cualquier combinacién de estos. Ademas, el reactivo de Limulus reconstituido puede ser una
combinacion apropiada del factor o factores con un LAL completo, o con un LAL que se haya sometido a un
fraccionamiento y/o purificacion apropiados o similares.

El sustrato de detecciéon para la reaccion del Limulus (en lo sucesivo también puede denominarse simplemente
"sustrato de deteccion") se refiere a un sustrato para detectar el progreso de la reaccion en cascada.

Los ejemplos del sustrato de deteccion incluyen coaguldégeno. El coagulégeno es un sustrato de deteccion con
respecto a la enzima de Coagulacion, que es el producto final de la reacciéon en cascada. Cuando el coagulégeno
entra en contacto con la enzima de Coagulacion, se forma un producto coagulado, la coagulina. El progreso de la
reaccion de coagulacion se puede determinar midiendo la turbidez de la mezcla de reaccién u observando la
formacioén de gel. El coagulégeno se puede recuperar a partir de extractos de corpusculos de sangre del cangrejo
herradura (LAL). Dado que se ha determinado la secuencia de nucledtidos del gen que codifica el coagulégeno
(Miyata et al, Protein Nucleic acid Enzyme, edicion extra, Nim. 29; pag. 30-43; 1986), el coagulégeno también se
puede producir genéticamente de acuerdo con una técnica convencional.

El sustrato de deteccidon puede ser un sustrato sintético. El sustrato sintético no esta particularmente limitado
siempre que tenga una propiedad adecuada para detectar el progreso de la reaccion en cascada. La "propiedad
adecuada para detectar el progreso de la reaccion en cascada" puede ser, por ejemplo, una propiedad para detectar
la presencia de enzima de Coagulacién o una propiedad para detectar una fase intermedia de la reaccion en
cascada. Los ejemplos de la "propiedad para detectar la presencia de enzima de Coagulaciéon" incluyen una
propiedad de coloracion por una reaccion enzimatica de la enzima de Coagulacién y una propiedad de generacion
de fluorescencia por una reaccion enzimatica de la enzima de Coagulacion. Los ejemplos de la "propiedad para
detectar una fase intermedia de la reaccion en cascada" incluyen una propiedad de coloraciéon por una reaccion
enzimatica del Factor C activado o similar, y una propiedad de generacion de fluorescencia por una reaccion
enzimatica del Factor C activado o similar. Los ejemplos del sustrato sintético incluyen un sustrato representado por
la formula X-Y-Z (en donde X representa un grupo de proteccion, Y representa un péptido y Z representa un
colorante unido a Y a través del enlace amida). Cuando una sustancia que activa el Factor C (p. €j., Et) esta
presente en el sistema de reaccion que contiene Factor C, Factor B, y la Pro-enzima de Coagulacion, se escinde un
enlace amida YZ por la reacciéon enzimatica de la enzima de Coagulacion, que es producida por la reaccion en
cascada, para liberar el colorante Z, por lo que se produce coloraciéon o se genera fluorescencia. En el caso en el
que se emplee el sistema de reaccion que contiene el Factor G y la Pro-enzima de Coagulacion, o en el caso en el
que se detecte una fase intermedia de la reaccién en cascada, es suficiente que el colorante Z sea liberado por la
enzima de Coagulaciéon o por una proteina formada producida en la fase intermedia de la reaccién en cascada,
respectivamente. El grupo protector X no esta particularmente limitado, y se puede utilizar adecuadamente un grupo
protector conocido para el péptido. Los ejemplos de tal grupo protector incluyen un grupo t-butoxicarbonilo y un
grupo benzoilo. El colorante Z no esta particularmente limitado, y puede ser un colorante detectable bajo luz visible o
puede ser un colorante fluorescente. Los ejemplos del colorante Z incluyen p-nitroanilina (pNA), acido 7-
metoxicumarin-4-acético (MCA), 2,4-dinitroanilina (DNP) y colorantes de Dansilo. Los ejemplos del péptido Y
incluyen Leu-Gly-Arg (LGR), lle-Glu-Gly-Arg (IEGR) (SEQ ID NO: 1), Val-Pro-Arg (VPR) y Asp-Pro-Arg (DPR). Estos
sustratos sintéticos se pueden utilizar cada uno para detectar la presencia de enzima de Coagulacion, o para
detectar una fase intermedia de la reaccion en cascada. Entre estos sustratos sintéticos, se puede seleccionar y
utilizar de manera apropiada uno adecuado dependiendo de la diana de deteccién. Por ejemplo, desdel punto de
vista de la especificidad de sustrato, se puede utilizar adecuadamente un sustrato que comprenda LGR como
péptido Y para detectar la enzima de Coagulacién, y se puede utilizar adecuadamente un sustrato que comprenda
VPR o DPR como péptido Y para detectar el Factor C activado. El colorante Z liberado se puede determinar a través
de una técnica de acuerdo con la propiedad del colorante.

Cuando se utilizan extractos de corpusculos sanguineos de cangrejo herradura (LAL) como reactivo de Limulus, se
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puede utilizar coagulégeno, que esta intrinsecamente contenido en LAL, como un sustrato de detecciéon. Ademas, se
puede utilizar un sustrato de deteccion adecuadamente seleccionado combinado con LAL.

Cuando se utiliza un reactivo de Limulus reconstituido como reactivo de Limulus, se puede combinar un sustrato de
deteccién seleccionado apropiadamente con el reactivo de Limulus reconstituido.

En el kit descrito en la presente memoria, estos factores y sustratos de deteccion pueden estar presentes como una
mezcla de estos, como componentes separados, 0 como combinaciones arbitrarias separadas de estos.

Mediante el pretratamiento de AT IIl con el kit descrito en la presente memoria, la interferencia de reaccién
observada cuando AT lll se somete a la prueba de Limulus se puede reducir, por lo que la prueba de Limulus de AT
Il se puede llevar a cabo con gran precision.

(3) El método de pretratamiento

El método de pretratamiento descrito en la presente memoria es un método para tratar preliminarmente la AT Ill que
se va a someter a una prueba de Limulus, cuyo método que comprende someter AT Ill a un tratamiento de
inactivacion de proteinas con presencia conjunta del agente de pretratamiento descrito en la presente memoria.

El "tratamiento de inactivacion de proteinas" al que se hace referencia en la presente memoria no esta
particularmente limitado siempre que sea un tratamiento de inactivacién de AT Ill, o mas especificamente un
tratamiento de inactivacion de AT Il en un grado tal que no se inhiba la prueba de Limulus. Los ejemplos del
tratamiento de inactivacion de proteinas incluyen, pero no se limitan a, un tratamiento térmico, un tratamiento con
acido y un tratamiento alcalino. Como tratamiento de inactivacion de proteinas, solo se puede utilizar un unico tipo
de tratamiento, o se pueden utilizar dos o mas tipos de tratamientos combinados.

El tratamiento de inactivacion de proteinas se puede realizar, por ejemplo, en un medio acuoso tal como agua o un
tampon. Es decir, el tratamiento de inactivacion de proteinas se puede realizar, por ejemplo, en un medio acuoso
que contiene AT Il en presencia conjunta del agente de pretratamiento descrito en la presente memoria.

El término "tratamiento térmico" al que se hace referencia en la presente memoria se refiere al calentamiento de AT
[l con presencia conjunta del agente de pretratamiento descrito en la presente memoria. El método de calentamiento
no esta particularmente limitado, y se emplea preferiblemente un método que utiliza un aparato de calentamiento tal
como un bloque térmico, un bafio de agua, un bafio de aire o un horno microondas. La temperatura del tratamiento
térmico no esta particularmente limitada siempre que se produzca la inactivacion de las proteinas. Por ejemplo, la
temperatura del tratamiento térmico es generalmente superior a 50°C. La temperatura del tratamiento térmico es
preferiblemente, por ejemplo, de 55°C a 100°C, mas preferiblemente de 55°C a 95°C, aun mas preferiblemente de
60°C a 90°C, todavia mas preferiblemente de 65°C a 85°C, particularmente preferiblemente de 65°C a 75°C. El
tiempo del tratamiento térmico no esta particularmente limitado siempre que se produzca la inactivacion de las
proteinas. Por ejemplo, el tiempo del tratamiento térmico es preferiblemente de 1 minuto o mas. El tiempo del
tratamiento térmico es, por ejemplo, preferiblemente de 1 minuto a 2 horas, mas preferiblemente de 1 minuto a 1
hora, aun mas preferiblemente de 5 minutos a 30 minutos, todavia mas preferiblemente de 5 minutos a 20 minutos,
particularmente preferiblemente de 5 minutos a 15 minutos.

El término "tratamiento con acido" al que se hace referencia en la presente memoria se refiere a un tratamiento para
poner la AT Il presente junto con el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria en contacto con un
acido. Los ejemplos del acido utilizado en el tratamiento con acido incluyen, pero no se limitan a, acido clorhidrico,
acido sulfurico y acido nitrico. De estos, se prefiere el acido clorhidrico. La cantidad de acido agregado se puede
ajustar adecuadamente de acuerdo con diversas condiciones, tales como el tipo de acido. La cantidad de acido
agregado puede ser, por ejemplo, una cantidad tal que la concentracion de acido del sistema de reaccién en el
tratamiento con acido sea de 0,001 N a 1 N, preferiblemente de 0,01 N a 0,5 N, mas preferiblemente de 0,01 N a 0,1
N. El tiempo del tratamiento con acido no esta particularmente limitado siempre que se produzca la inactivacion de
las proteinas, y puede ser un tiempo generalmente empleado en un tratamiento con acido. El tiempo de tratamiento
con acido puede ser, por ejemplo, de 0,1 segundos a 2 horas.

El término "tratamiento alcalino" al que se hace referencia en la presente memoria se refiere a un tratamiento para
poner en contacto la AT Ill presente junto con el agente de pretratamiento descrito en la presente memoria con un
alcali. Los ejemplos del alcali utilizados en el tratamiento con alcali incluyen, pero no se limitan a, hidréxido de sodio
e hidroxido de potasio. De estos, se prefiere el hidroxido de sodio. La cantidad de alcali afiadido puede ajustarse
adecuadamente de acuerdo con diversas condiciones, tales como el tipo de alcali. La cantidad de alcali afiadido
puede ser, por ejemplo, una cantidad tal que la concentracion de alcali del sistema de reaccion en el tratamiento con
alcali sea de 0,001 N a 1 N, preferiblemente de 0,01 N a 0,5 N, mas preferiblemente de 0,01 N a 0,1 N. El tiempo del
tratamiento con alcali no esta particularmente limitado siempre que se produzca la inactivacion de proteinas, y puede
ser un tiempo generalmente empleado en un tratamiento con alcali. El tiempo de tratamiento con alcali puede ser,
por ejemplo, de 0,1 segundos a 2 horas.

El método de pretratamiento descrito en la presente memoria puede incluir adicionalmente una etapa diferente del
tratamiento de inactivacién de proteinas.
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Por ejemplo, un tratamiento adicional se puede realizar apropiadamente en AT I|ll antes del tratamiento de
inactivacion de proteinas. Por ejemplo, se puede realizar un tratamiento de procesamiento de AT lIl, tal como la
reduccion del tamario de particula del polvo seco de AT Ill. Ademas, la AT Ill puede estar diluida o concentrada.
Estos tratamientos adicionales pueden realizarse cada uno antes de que la AT Il esté presente junto con el agente
de pretratamiento descrito en la presente memoria, o después de que la AT Ill esté presente junto con el agente de
pretratamiento y antes del tratamiento de inactivacion de proteinas.

Ademas, después del tratamiento de inactivacion de proteinas, se puede realizar apropiadamente un tratamiento
posterior. El tratamiento posterior puede ser, por ejemplo, un tratamiento para prevenir la inhibicién de la prueba de
Limulus cuando la AT Il tratada preliminarmente se somete a una prueba de Limulus. Por ejemplo, cuando se ha
realizado un tratamiento térmico como un tratamiento de inactivaciéon de proteinas, el producto tratado de este modo
se puede enfriar. Ademas, por ejemplo, cuando el tratamiento con acido se realiza como un tratamiento de
inactivacion de proteinas, el producto tratado de este modo se puede neutralizar con alcali. Ademas, por ejemplo,
cuando se realiza un tratamiento con alcali como tratamiento de inactivacién de proteinas, el producto tratado de
este modo se puede neutralizar con acido. Ademas, por ejemplo, tal producto tratado puede estar diluido o
concentrado.

A través del pretratamiento de AT Il por el método de pretratamiento descrito en la presente memoria, se puede
reducir la interferencia de reaccion observada cuando AT Il se somete a la prueba de Limulus, por lo que la prueba
de Limulus de AT Il se puede realizar con gran precision.

(4) Método de ensayo

El método de ensayo descrito en la presente memoria es un método para medir una sustancia diana de la prueba de
Limulus contenida en AT Ill, comprendiendo el método tratar preliminarmente la AT Il a través del método de
pretratamiento, y someter la AT Ill tratada de manera preliminar a la prueba de Limulus.

La prueba de Limulus se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante una técnica conocida. Los ejemplos de semejante
técnica conocida incluyen el ensayo cromogénico, €l ensayo turbidimétrico y el ensayo de coagulacion en gel.

Especificamente, la prueba de Limulus se puede llevar a cabo poniendo AT Ill en contacto con un reactivo de
Limulus. Cuando una sustancia diana de la prueba de Limulus esta presente en AT lll, se produce una reaccion en
cascada. Por lo tanto, la sustancia diana de la prueba de Limulus en AT Il se puede medir determinando el progreso
de la reaccién en cascada. En la prueba de Limulus, los factores pueden estar contenidos en el sistema de reaccion
al comienzo de la etapa de poner AT Il en contacto con el reactivo de Limulus, o se pueden afadir sucesivamente al
sistema de reaccion.

El progreso de la reaccion en cascada se puede determinar mediante el uso de un sustrato de deteccion. Es decir, el
progreso de la reaccion en cascada se puede determinar midiendo la respuesta (coloracion, coagulacion, etc.) del
sustrato de deteccion segun el tipo de sustrato de deteccion. El sustrato de deteccion se puede afiadir al sistema de
reaccion en cualquier momento. Por ejemplo, el sustrato de deteccién puede estar contenido en el sistema de
reaccion al comienzo de la etapa de poner AT Ill en contacto con un reactivo de Limulus, o se puede afiadir durante
o después de la etapa. En el caso en el que se utiliza un reactivo de Limulus que contenga un sustrato de deteccion,
no es necesario afiadir un sustrato de deteccion adicional al sistema de reaccion.

El método de ensayo descrito en la presente memoria puede comprender adicionalmente cualquier etapa adicional,
siempre que se produzca una reacciéon en cascada cuando AT Il contiene una sustancia diana de la prueba de
Limulus. Por ejemplo, como se ha descrito anteriormente, el método de ensayo descrito en la presente memoria
puede comprender adicionalmente una etapa de adicién de un sustrato de deteccién al sistema de reaccion.
Ademas, el método de ensayo puede comprender adicionalmente una etapa de transformacion de los datos
obtenidos a través de la medicién en datos diferentes. Un ejemplo de la etapa de transformacion de los datos
obtenidos a través de la medicién en datos diferentes es la etapa de calculo de la cantidad de una sustancia diana
de la prueba de Limulus presente en AT Ill basandose en los datos obtenidos a través de la medicion.

En el método de ensayo descrito en la presente memoria, cualquier reaccioén se realiza preferiblemente en un medio
acuoso tal como agua o un tampon.

De acuerdo con el método de ensayo descrito en la presente memoria, la interferencia de reaccion observada
cuando AT lll se somete a la prueba de Limulus se puede reducir, por lo que la prueba de Limulus de AT Ill se puede
llevar a cabo con gran precision.

Por lo tanto, se puede obtener AT Ill que se ha confirmado que esta libre de contaminacién de una sustancia diana
de la prueba de Limulus. Es decir, también se describe en la presente memoria un método para producir AT lII,
comprendiendo el método la medicién de una sustancia diana de la prueba de Limulus en AT Il a través del método
de ensayo descrito en la presente memoria. La AT lll producida de este modo se puede proporcionar en cualquier
forma, tal como una preparacion inyectable.
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Ejemplos

La presente invencion se describira a continuacion mas especificamente a modo de ejemplos, que no deben
interpretarse como limitantes del alcance técnico de la presente invencion. En particular, se aseguré que el agua, los
reactivos, los articulos de plastico, los articulos de vidrio y otros utilizados en todas las pruebas descritas en los
Ejemplos no contuvieran endotoxinas ni ningun factor de interferencia en la reaccién con respecto a la reaccion de
un reactivo de Limulus.

<Definicion de recuperacion de Et>

En las pruebas llevadas a cabo a través de un ensayo cromogénico o un ensayo turbidimétrico, se calculd la
recuperacion media de Et afiadida (recuperacion de Et) mediante el siguiente procedimiento. Especificamente, al
igual que la prueba de Limulus para un espécimen de AT Ill enriquecido con una cantidad conocida de Et, la prueba
de Limulus para un espécimen que emplea un volumen equivalente de agua en lugar de AT lll y enriquecido con Et
de la misma manera se llevd a cabo simultaneamente como control positivo. La tasa de cambio de absorbancia
(mAbs/min) del espécimen de AT Il se dividié por la tasa de cambio de absorbancia del control positivo, y el valor
asi obtenido se convirtié en un porcentaje, para obtener de ese modo la recuperacion de Et. En el caso de que la AT
lll o el agua estén contaminadas con Et, la recuperacion de Et se puede calcular después de restar un valor
equivalente de contaminacién de una medicién correspondiente. Es decir, el concepto "recuperacion de Et" puede
hacer referencia a la razon (%) de la cantidad de Et realmente detectada en un espécimen de AT Il con respecto a
la cantidad de Et que se detectara teéricamente en el caso en el que la interferencia de la reaccion por AT Il esté
ausente.

<Ejemplo de referencia 1>
Prueba de recuperacion de Et para AT lll, investigada a través del método de dilucion y calentamiento

Se proporcionaron una preparacion de 50 unidades/mL de AT IlI sin diluir (Neuart (marca registrada; producto de
Benesis; en lo sucesivo, se aplicara lo mismo) y sus preparaciones diluidas en agua a factores de dilucion de 4, 16,
64 y 256. A cada una de las preparaciones sin diluir y diluidas (0,4 mL), se le afiadié una solucion patrén (0,04 mL)
de Et (JPRSE: muestra patrén de endotoxinas de la Farmacopea Japonesa; en lo sucesivo, se aplicara lo mismo)
preparada a una concentracion de 0,5 UE/mL. Las mezclas preparadas de este modo se agitaron vigorosamente
durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, cada solucién (0,2 mL) se
dispenso en otro recipiente y se calentdé a 70°C durante 10 minutos por medio de un bloque térmico. Después de
eso, la solucion asi calentada (0,05 mL) se dispens6 en una microplaca y se afiadié a la microplaca un reactivo de
ensayo de Et para el ensayo cromogénico (Endospecy (marca registrada) ES-50M; producto de Seikagaku
Corporation); en lo sucesivo, se aplicara lo mismo) (0,05 mL). La microplaca se agité vigorosamente durante un
minuto por medio de un lector de pocillos provisto de funciones de bafio termostatico y agitacion (Lector de pocillos
MP-96; producto de Seikagaku Corporation; en lo sucesivo, se aplicara lo mismo). Posteriormente, se controld el
cambio con el tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de medicion de 405 nm y una longitud de onda de
referencia de 492 nm, mientras que la microplaca se calent6 a 37°C durante 30 minutos, y a continuacion se calculd
la recuperacion de Et. La tabla 1 muestra los resultados.

[Tabla 1]

Tabla 1: Resultados de la deteccion de Et en AT Il mediante el método de dilucion y calentamiento

Factor de dilucion Recuperacion de Et
x 1 7,3 %
x 4 5,8 %
x 16 9.4 %
x 64 120,0 %
x 256 100,3 %

Como se muestra en la Tabla 1, cuando el factor de dilucién fue 16 o menor, la recuperaciéon de Et fue inferior a
10%, y no se pudo detectar Et con alta precision. Por el contrario, cuando el factor de dilucion fue 64 o mas alto, se
logré una recuperacion de Et de aproximadamente 100%. Los resultados fueron practicamente los mismos que los
resultados referidos anteriormente del método de calentamiento por dilucion (Documento no de patente 1).
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<Ejemplo 1>

Ensayo de recuperacion de Et, en donde se realizd un tratamiento térmico en presencia de sulfato de magnesio o
cloruro de calcio

Se afiadio una solucion patrén de 0,5 UE/mL de Et (0,1 mL) a una preparacion de 25 Unidades/mL de AT Il
(preparacion de AT Il diluida dos veces con agua) (0,9 mL), y la mezcla se agité vigorosamente durante un minuto
por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Con posterioridad, la mezcla (0,18 mL) se dispensd en otro
recipiente y se afiadié6 MgSO,4 acuoso 15,6 mM, 125 mM, 250 mM, 500 mM o 1.000 mM (0,02 mL), o CaCl, acuoso
15,6 mM, 56 mM, 125 mM, 250 mM o 500 mM (0,02 mL), seguido de agitacion vigorosa durante un minuto por medio
de un mezclador de tubos de ensayo. Cada solucion se calenté durante 10 minutos a 70°C por medio de un bloque
térmico, y la solucion se enfrié inmediatamente con hielo. La solucion se hizo volver a la temperatura ambiente y se
dispenso una alicuota (0,05 mL) de la misma en una microplaca. Se afiadié Endospecy ES-50 M (0,05 mL) a la
microplaca, y la microplaca se agité vigorosamente durante un minuto por medio de un lector de pocillos. Después
de eso, se controld el cambio con el tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de medicién de 405 nm y una
longitud de onda de referencia de 492 nm, mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 30 minutos, y a
continuacién se calculd la recuperacion de Et. Las Tablas 2 y 3 muestran los resultados. En las tablas,
"Concentracion de MgSO," y "Concentracion de CaCl," son las de cada mezcla de reaccion durante el tratamiento
térmico. El factor de dilucion de la preparacion de AT Il empleada en el Ejemplo 1 fue de aproximadamente 2,5.

[Tabla 2]

Tabla 2: Resultados de la deteccion de Et en el caso de tratamiento térmico con presencia conjunta de sulfato de
magnesio

Concentracion de MgSQOg4 Recuperacion de Et
1,56 mM 0,0 %
12,5 mM 95,0 %
25mM 108,0 %
50 mM 99,9 %
100 mM 93,7 %

[Tabla 3]

Tabla 3: Resultados de la deteccion de Et en el caso de tratamiento térmico en presencia conjunta de cloruro de
calcio,

Concentracion CaCly Recuperacion de Et
1,56 mM 6,4 %
5,6 mM 75,0 %
12,5 mM 52,4 %
25mM 48,0 %
50 mM 13,1 %

Como se muestra en las Tablas 2 y 3, en contraste con el caso del método de dilucién y calentamiento, cuando AT
lll y Et se sometieron a un tratamiento térmico con presencia conjunta de sulfato de magnesio o cloruro de calcio, se
pudo detectar Et con una gran precision, sin diluir a un factor de dilucion de 64 o mas. Particularmente, cuando la
concentracion de sulfato de magnesio fue 12,5 mM o mayor, se pudo detectar Et con una alta precision.

<Ejemplo 2>
Investigacion del tipo de sales de metales divalentes

Se afadidé una solucién patron de 0,5 UE/mL de Et (0,22 mL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT l1lI (0,2
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mL) y la mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Con
posterioridad, se afiadié agua (1,8 mL) a esto y la mezcla se agit6 vigorosamente durante un minuto por medio de un
mezclador de tubos de ensayo. Se dispens6 una alicuota (0,1 mL) de la mezcla en otro recipiente. Se afadié una
solucion acuosa 50 mM o 5 mM de una sal de metal divalente en una cantidad de 1/10 (0,011 mL), y la mezcla se
agité vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Cada solucién se calenté
durante 10 minutos a 70°C por medio de un bloque térmico, y la solucion se enfri6 inmediatamente con hielo. La
solucion se hizo volver a la temperatura ambiente y se dispensé una alicuota (0,05 mL) de la misma en una
microplaca. Se afadi6 Endospecy ES-50 M (0,05 mL) a la microplaca, y la microplaca se agité6 vigorosamente
durante un minuto por medio de un lector de pocillos. Después de eso, se controldé el cambio con el tiempo en la
absorbancia a una longitud de onda de medicién de 405 nm y una longitud de onda de referencia de 492 nm,
mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 30 minutos, y a continuacion se calcul6 la recuperacion de Et.
La tabla 4 muestra los resultados. En la tabla, la concentracion de sal de metal divalente es la de la mezcla de
reaccion durante el tratamiento térmico. El factor de dilucién de la preparacion de AT Il empleada en el Ejemplo 2
fue de aproximadamente 12.

[Tabla 4]

Tabla 4: Resultados de la deteccion de Et en el caso de tratamiento térmico con presencia conjunta de una sal de
metal divalente

Sal de metal divalente presente conjuntamente Recuperacion de Et
0,5 Mg Mg(CHsCO), 56,8 %
5,0 Mg Mg(CH3CO), 104,7 %
0,5 MgCI mM; 11,1%
5,0 MgCI mM; 106,2 %
0,5 mM Ca(CH3CO), 75,7 %
5,0 mM Ca(CH3CO), 84,6 %
0,5 mM MnSO4 110,7 %
5,0 mM MnSO4 88,1 %
0,5 mM ZnSO4 105,7 %
5,0 mM ZnSO4 15,7 %

Como se muestra en la Tabla 4, se pudo detectar Et en el caso en el que AT lll se sometié a un tratamiento térmico
con presencia conjunta de Mg(CH3CO),, MgCl,, Ca(CH3CO),, MnSO4, 0 ZnSO..

<Ejemplo 3>
Investigacion de temperatura y tiempo del tratamiento térmico.

Se afiadié una solucién patron de 0,5 UE/mL de Et (0,1 mL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT Il (0,9
mL), y la mezcla se agité vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Con
posterioridad, una alicuota (0,18 mL) de la mezcla se dispens6 en otro recipiente. Posteriormente, se afiadié a esto
CaCl; acuoso 200 mM (0,02 mL), y la mezcla se agité vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador
de tubos de ensayo. Cada solucion se coloco sobre hielo o se calenté a 37°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C o 90°C
durante 5 minutos, 10 minutos o 20 minutos por medio de un blogque térmico. En caso de calentamiento, la solucion
se enfrid con hielo inmediatamente después de completar el calentamiento. Cada solucién se hizo volver a la
temperatura ambiente y se dispenso una alicuota (0,05 mL) de la misma en una microplaca. Se afiadié Endospecy
ES-50 M (0,05 mL) a la microplaca, y la microplaca se agité vigorosamente durante un minuto por medio de un lector
de pocillos. Después de eso, se controld el cambio con el tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de
medicion de 405 nm y una longitud de onda de referencia de 492 nm, mientras la microplaca se calentaba a 37°C
durante 30 minutos, y a continuaciéon se calculd la recuperacién de Et. La Tabla 5 muestra los resultados. La
concentracion de CaCl; de la mezcla de reaccion durante el tratamiento térmico fue 20 mM. El factor de dilucion de
la preparacion de AT lll empleada en el Ejemplo 3 fue de aproximadamente 1,2.
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[Tabla 5]

Tabla 5: Resultados de la deteccion de Et en el caso de tratamiento térmico en diversas condiciones

Temperatura Hora Recuperacion de Et
0°C 10 min. 0,0 %
37°C 5 min. 0,0 %

10 min. 0,0 %
50°C 10 min. 0,0 %
60°C 5 min. 35,7 %

10 min. 46,3 %

5 min. 52,3 %
70°C 10 min. 61,9 %

20 min. 68,6 %
80°C 10 min. 57,9 %
90°C 10 min. 56,5 %

Como se muestra en la Tabla 5, cuando el tratamiento térmico se realizé a 60°C o mas, se pudo detectar Et.
Ademas, cuando el tratamiento térmico se realizé durante 5 minutos o mas, se pudo detectar Et. Basandose en los
resultados obtenidos para el calentamiento a la temperatura sometida a prueba (60°C, 70°C, 80°C o 90°C) durante
10 minutos, se penso6 que se preferia una temperatura de tratamiento térmico de 70°C, a la que se obtuvo la mayor
recuperacion de Et.

<Ejemplo de referencia 2>
Investigacion del efecto de la adicion de sal de metal divalente después del tratamiento térmico

Se afiadié una solucién patron de 0,5 UE/mL de Et (0,1 mL) a agua (0,9 mL) o a una preparacion de 50 unidades/mL
de AT Il diluida en agua 4 veces o 16 veces (0,9 mL), y la mezcla se agit6 vigorosamente durante un minuto
mediante un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se dispenso una alicuota (0,18 mL) de la mezcla en
otro recipiente, y cada mezcla se coloco sobre hielo o se calenté a 70°C durante 10 minutos por medio de un bloque
térmico. En el caso de calentamiento, la solucidon se enfrié con hielo inmediatamente después de completar el
calentamiento. Cada solucién se hizo volver a la temperatura ambiente. Después de eso, se afiadieron a esto agua o
CaCl; acuoso 7 mM, 28 mM o 112 mM (0,02 mL), y la mezcla se agitdé vigorosamente durante un minuto por medio
de un mezclador de tubos de ensayo. Se dispensé una alicuota (0,05 mL) de la misma en una microplaca. Se ahadié
Endospecy ES-50 M (0,05 mL) a la microplaca, y la microplaca se agité vigorosamente durante un minuto por medio
de un lector de pocillos. Después de eso, se controld el cambio con el tiempo en la absorbancia a una longitud de
onda de medicion de 405 nm y una longitud de onda de referencia de 492 nm, mientras la microplaca se calentaba a
37°C durante 30 minutos, y a continuacién se calcul6 la recuperacion de Et. La Tabla 6 muestra los resultados.

[Tabla 6]

Tabla 6: Resultados de la deteccién de Et en el caso de la adicion de sal de metal divalente después del tratamiento
térmico

Factor de dilucion Concentracion de CaCl, Recuperacion de Et
0 mM 8,0 %
0,7 mM 6,9 %
x4
2,8 mM 6,3 %
11,2 mM 59 %
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Tabla 6: Resultados de la deteccién de Et en el caso de la adicion de sal de metal divalente después del tratamiento
térmico

Factor de dilucion Concentracion de CaCl, Recuperacion de Et
0 mM 9,6 %
0,7 mM 6,0 %
x 16
2,8 mM 57%
11,2mM 55%

Como se muestra en la Tabla 6, en el método que emplea la adicién de una sal de metal divalente después del
tratamiento térmico, la recuperacion de Et fue inferior a 10%, no detectando Et con una alta precisién. Por lo tanto,
se averiguo que la sal de metal divalente debe estar presente junto con AT Ill y Et antes del tratamiento térmico.

<Ejemplo 4>
Investigacion del tratamiento del acido.

Se afiadié una solucién patron de 0,5 UE/mL de Et (0,22 mL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT Il (0,2
mL), y la mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Posteriormente, se afiadié agua (1,8 mL) a esto y la mezcla se agité vigorosamente durante un minuto por medio de
un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se dispensd una alicuota (0,1 mL) de la mezcla en otro
recipiente. Se afadié una solucién acuosa 50 mM o 5 mM de una sal de metal divalente en una cantidad de 1/10
(0,011 mL), y la mezcla se agité vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Después de eso, se le afiadio HCI 5N, 2N, 1N, 0,5N o 0,1N (0,011 mL), y la mezcla se agité vigorosamente durante
un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Se dispenso6 una alicuota (0,05 mL) de la misma en una
microplaca. Se afadié6 Endospecy ES-50 M (0,05 mL) a la microplaca, y la microplaca se agité6 vigorosamente
durante un minuto por medio de un lector de pocillos. Después, se controld el cambio con el tiempo en la
absorbancia a una longitud de onda de mediciéon de 405 nm y una longitud de onda de referencia de 492 nm,
mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 30 minutos, por medio de lo cual se calculd la recuperacion de
Et. La Tabla 7 muestra los resultados. En la Tabla 7, la concentracion de sal de metal divalente y la concentracion de
acido clorhidrico son las de las mezclas de reaccion durante el tratamiento con acido (valores estimados). El factor
de dilucion de la preparacion de AT Il empleado en el Ejemplo 4 fue de aproximadamente 14.

[Tabla 7]

Tabla 7: Resultados de la deteccion de Et en el caso de tratamiento con acido con presencia conjunta de una sal de
metal divalente

Sal de metal divalente presente conjuntamente Concentracién de HCI Recuperacion de Et
0,01 N 37,5%
0,05N 66,9 %

ZnS04 0,5 mM 0,1N 30,3 %
0,2N 7,9 %

0,5N 29%

0,01 N 11,6 %

0,05N 51,0 %

Ca(CH3CO), 5 mM 0,1N 54,6 %
0,2N 6,9 %

0,5N 3,3%

0,01 N 14,0 %
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Tabla 7: Resultados de la deteccion de Et en el caso de tratamiento con acido con presencia conjunta de una sal de
metal divalente

Sal de metal divalente presente conjuntamente Concentracién de HCI Recuperacion de Et

0,05N 51,8 %

CaCl, 5mM 0,1N 50,2 %

0,2N 4,8 %

0,5N 29%

0,01 N 9,7 %

0,05N 54,9 %

Mg(CH3CO), 5 mM 0,1N 69,0 %
0,2N Sin datos

0,5N 4,0 %

0,01 N 36,8 %

0,05N 59,1 %

MgSO, 5 mM 0,1N 64,3 %

0,2N 4,9 %

0,5N 4,0 %

0,01 N 34,8 %

0,05N 48,2 %

MnSO4 5 mM 0,1N 48,7 %
0,2N Sin datos

0,5N 29%

Como se muestra en la Tabla 7, a través del tratamiento con acido en presencia conjunta de un metal divalente, se
pudo detectar Et, de manera similar al caso del tratamiento térmico. En particular, cuando la concentracién de acido
clorhidrico es de 0,01 Na 0,1 N, se puede detectar Et eficazmente.

<Ejemplo 5>
Prueba que emplea Pyrochrome (reactivo de ensayo Et para ensayo cromogénico)

Se afiadié una solucién patréon de 0,4 UE/mL de Et (0,1 mL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT Il (0,1
mL), y la mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Posteriormente, se afiadié agua (0,1 mL) a esto, y la mezcla resultante se agité vigorosamente durante un minuto
por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se afiadid una solucién acuosa de CaCl, 25 mM
(0,1 mL) y la mezcla resultante se agité vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de
ensayo. Se dispens6 una alicuota (0,2 mL) de la mezcla en otro recipiente en forma de una solucién de AT Il diluida
4 veces. A la porcion restante (0,2 mL) de la mezcla, se le afiadié agua (0,2 mL) y la mezcla resultante se agitd
vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de ensayo. Se dispensé una alicuota (0,2 mL) de
la mezcla diluida obtenida de este modo en otro recipiente en forma de una soluciéon de AT Il diluida 8 veces. Se
repitié la operacion, para preparar de este modo una solucion de AT Il diluida 16 veces y una solucion diluida 32
veces, y cada solucion diluida se dispens6 en otro recipiente. Cada una de las soluciones obtenidas de este modo se
calentd a 70°C durante 10 minutos por medio de un bloque térmico, y después se enfrié con hielo inmediatamente
después de completar el calentamiento. Cada solucion se hizo volver a la temperatura ambiente y se dispenso una
alicuota (0,05 mL) de la misma en una microplaca. Se afiadié un reactivo de ensayo de Et para el ensayo
cromogénico (Pyrochrome; producto de Associates of Cape Cod, Inc.) (0,05 mL) a la microplaca, y la microplaca se
agité vigorosamente durante un minuto por medio de un lector de pocillos. Después de eso, se controlé el cambio
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con el tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de medicion de 405 nm y una longitud de onda de referencia
de 492 nm, mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 60 minutos, y después se calculd la recuperacion de
Et. La Tabla 8 muestra los resultados.

[Tabla 8]

Tabla 8: Resultados de la deteccion de Et por medio de ensayo cromogénico (Pyrochrome)

Factor de dilucion Recuperacion de Et
x 4 93,9 %
x 8 96,2 %
x 16 104,5 %
x 32 104,8 %

Como se muestra en la Tabla 8, incluso cuando se utilizé Pyrochrome como reactivo de ensayo de Et para el ensayo
cromogeénico en lugar de Endospecy ES-50 M, se podia lograr una recuperacion de Et de aproximadamente 100%
independientemente del factor de dilucion para la preparacion de AT lll, es decir, la Et se pudo detectar con gran
precision. Por lo tanto, se averigud que, incluso cuando se utilizaba Pyrochrome como reactivo de ensayo de Et para
el ensayo cromogénico, la Et presente juntamente con AT lll podia medirse con gran precision mediante la
realizacion del método de pretratamiento descrito en la presente memoria.

<Ejemplo 6>
Prueba que emplea Pyrotell-T (reactivo de ensayo de Et para ensayo turbidimétrico)

Se afiadié una solucién patréon de 0,4 UE/mL de Et (0,1 mL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT Il (0,1
mL), y la mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Posteriormente, se afiadié agua (0,1 mL), y la mezcla resultante se agitd6 vigorosamente durante un minuto por
medio de un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se afiadié una solucion acuosa de CaCl; 25 mM (0,1
mL) y la mezcla resultante se agitdé vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de ensayo.
Se dispenso6 una alicuota (0,2 mL) de la mezcla en otro recipiente en forma de una solucion de AT Ill diluida 4 veces.
A la porcion restante (0,2 mL) de la mezcla, se le afadido agua (0,2 mL) y la mezcla resultante se agitd
vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de ensayo. Se dispenso una alicuota (0,2 mL) de
la mezcla diluida obtenida de este modo en otro recipiente en forma de una soluciéon de AT Il diluida 8 veces. Se
repitié la operacion, para preparar de este modo una solucion de AT Il diluida 16 veces y una solucion diluida 32
veces, y cada solucion diluida se dispens6 en otro recipiente. Cada una de las soluciones obtenidas de este modo se
calent6 a 70°C durante 10 minutos por medio de un bloque térmico, y después se enfrié con hielo inmediatamente
después de completar el calentamiento. Cada solucion se hizo volver a la temperatura ambiente y se dispenso una
alicuota (0,1 mL) en una microplaca. Se afiadié un reactivo de ensayo de Et para el ensayo turbidimétrico (Pyrotell
(marca registrada) -T; producto de Associates of Cape Cod, Inc.) (0,1 mL) a la microplaca, y la microplaca se agité
vigorosamente durante un minuto por medio de un lector de pocillos. Con posterioridad, se controld el cambio con el
tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de medicion de 405 nm y una longitud de onda de referencia de
660 nm, mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 60 minutos, y después se calcul6 la recuperacion de Et.
La Tabla 9 muestra los resultados.

[Tabla 9]

Tabla 9: Resultados de la deteccion de Et a través del ensayo turbidimétrico (Pyrotell-T)

Factor de dilucion Recuperacion de Et
x 4 99,0 %
x 8 86,2 %
x 16 80,1 %
x 32 85,5 %

Como se muestra en la Tabla 9, incluso cuando se utilizé Pyrotell-T como reactivo de ensayo de Et en lugar de
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Endospecy ES-50 M, se podia lograr una recuperacion de Et de aproximadamente 100% independientemente del
factor de dilucion para la preparacion de AT lll, es decir, la Et podra ser detectada con gran precision. Por lo tanto,
se averigu6 que, incluso cuando se utilizaba un reactivo de ensayo de Et para el ensayo turbidimétrico en forma de
un reactivo de Limulus, la Et presente juntamente con AT Il podia medirse con gran precision mediante la
realizacion del método de pretratamiento de la presente invencion.

<Ejemplo 7>
Prueba que emplea la prueba multiple Pyrotell (reactivo de ensayo de Et para ensayo de coagulacion en gel)

Se afiadié una solucion patrén de 0,24 UE/mL de Et (0,1 mL) a una preparacion de 50 unidades/mL de AT 11l (0,1
mL), y la mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Posteriormente, se afiadié agua (0,1 mL), y la mezcla resultante se agitd vigorosamente durante un minuto por
medio de un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se afiadié una solucion acuosa de CaCl; 25 mM (0,1
mL) y la mezcla resultante se agitdé vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de ensayo.
Se dispenso6 una alicuota (0,2 mL) de la mezcla en otro recipiente en forma de una solucion de AT Il diluida 4 veces.
A la porcion restante (0,2 mL) de la mezcla, se le afadido agua (0,2 mL) y la mezcla resultante se agitd
vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de ensayo. Se dispenso una alicuota (0,2 mL) de
la mezcla diluida obtenida de este modo en otro recipiente en forma de una soluciéon de AT Il diluida 8 veces. Se
repitié la operacion, para preparar de este modo una solucion de AT Il diluida 16 veces y una solucion diluida 32
veces, y cada solucion diluida se dispens6 en otro recipiente. Cada una de las soluciones obtenidas de este modo se
calentd a 70°C durante 10 minutos por medio de un bloque térmico, y después se enfrié con hielo inmediatamente
después de completar el calentamiento. Cada solucion se hizo volver a la temperatura ambiente y se dispenso una
alicuota (0,1 mL) en un tubo de ensayo de fondo redondo. Se afiadié al tubo de ensayo un reactivo de ensayo de Et
para el ensayo de coagulacion en gel (prueba multiple Pyrotell (marca registrada); producto de Associates of Cape
Cod, Inc.) (0,1 mL), y la mezcla resultante se agité vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de
tubos de ensayo, seguido de calentamiento a 37°C durante una hora por medio de un bloque térmico. Después de
eso, el tubo de ensayo se inclin6 lentamente, y se comprobd la formacion de gel sélido del contenido ya que el gel
no fluia. La Tabla 10 muestra los resultados.

[Tabla 10]

Tabla 10: Resultados de la deteccion de Et a través del ensayo de coagulacion en gel (prueba mdltiple Pyrotell)

Factor de dilucion Concentracion de Et Evaluacion
x 4 0,06 UE/mL + (positivo)
x 8 0,03 UE/mL + (positivo)
x 16 0,015 UE/mL - (negativo)
x 32 0,0075 UE/mL - (negativo)

Como se muestra en la Tabla 10, el coagulo de gel del contenido se observé en una solucion de AT Il que contenia
Et a una concentracion de 0,03 UE/mL, que es el limite de deteccion para la multi-prueba Pyrotell, o superior. Por lo
tanto, se averigud que, incluso cuando se utilizaba un reactivo de ensayo de Et para un ensayo de coagulacion en
gel como reactivo de Limulus, se pudo detectar la Et presente juntamente con AT Il con gran precision al llevar a
cabo el método de pretratamiento descrito en la presente memoria.

<Ejemplo 8>
Prueba que emplea el ensayo de lineas paralelas (1)

Se afiadié una solucion patrén de 1 UE/mL de Et (0,11 mL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT IlI (0,475
mL), y la mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Posteriormente, se afiadié agua (0,475 mL), y la mezcla resultante se agité vigorosamente durante un minuto por
medio de un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se afadié una soluciéon acuosa de MgSO4 500 mM
(0,05 mL) y la mezcla resultante se agitd vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de
ensayo. La solucion obtenida de este modo se calentd a 70°C durante 10 minutos por medio de un bloque térmico, y
a continuacion se enfrié con hielo inmediatamente después de completar el calentamiento. La solucién se hizo volver
a la temperatura ambiente y se dispensé una alicuota (0,5 mL) en otro recipiente en forma de una solucién de AT Il
diluida dos veces. A la porcion restante (0,5 mL) de la mezcla, se le afiadio agua (0,5 mL) y la mezcla resultante se
agitoé vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de ensayo. Se dispens6é una alicuota (0,5
mL) de la mezcla diluida obtenida de este modo en otro recipiente en forma de una solucion de AT Il diluida 4 veces.
Se repitid la operacion, para preparar asi una solucion de AT Il diluida 8 veces, una solucion diluida 16 veces y una
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solucion diluida 32 veces, y cada solucion diluida se dispensé en otro recipiente. Por separado, se utilizé agua para
la prueba de endotoxina en lugar de una preparacion de AT Il para preparar y proporcionar una serie de dilucion
similar sin el pretratamiento descrito en la presente memoria como especimenes de control. Cada solucion (0,05 mL)
se dispenso en una microplaca. Se afnadié Endospecy ES-50 M (0,05 mL) a la microplaca, y la microplaca se agité
vigorosamente durante un minuto por medio de un lector de pocillos. Posteriormente, se controlé el cambio con el
tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de medicion de 405 nm y una longitud de onda de referencia de
492 nm, mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 30 minutos. La Tabla 11 y la Fig. 1 muestran los
resultados.

[Tabla 11]

Tabla 11: Resultados de la prueba que emplea el ensayo de lineas paralelas

(1) Resultados de la medicion del agua de la prueba de Et como espécimen

Concentracion de Et Tasa de cambio de absorbancia (mAbs/min)

UE/mL valor log M1 M2 M3 Promedio (valor log)
0,00619 -2,208 0,880 0,880 0,930 -0,048
0,01238 -1,907 1,540 1,600 1,540 0,193
0,02475 -1,606 2,970 2,970 2,970 0,473
0,04950 -1,305 6,170 5,230 5,280 0,744
0,09900 -1,004 10,150 10,120 10,110 1,005

*M1, M2y M3: Medida 1,2y 3

(2) Resultados de la medicion de la preparacion de AT 11l como espécimen

Razon de dilucion Tasa de cambio de absorbancia (mAbs/min)
valor log M1 M2 M3 Promedio (valor log)
0,02675 -1,573 1,020 1,020 1,020 0,009
0,05350 -1,272 1,750 1,760 1,930 0,258
0,10700 -0,971 3,360 3,280 3,230 0,517
0,21400 -0,670 6,520 6,650 6,650 0,820
0,42800 -0,369 12,090 13,320 12,670 1,103

*M1, M2y M3: Medida 1,2y 3

Como se muestra en la Fig. 1, las tasas de cambio de absorbancia medidas de los especimenes que contenian AT
[l se trazaron log-log con respecto a los factores de dilucion, y las tasas de cambio de absorbancia medidas de los
especimenes de control (series de dilucién a la mitad de la solucion patréon de endotoxina con agua para la prueba
de endotoxina) se trazaron log-log con respecto a las concentraciones de endotoxina. Las dos lineas trazadas de
este modo se sometieron a prueba en términos de paralelismo a través de un ensayo de lineas paralelas. El ensayo
se realiz6 a través de un analisis estadistico mediante el uso de un soporte ldgico especializado para el ensayo de
lineas paralelas (PL603; producto de Seikagaku Corporation). Como resultado, se establecié la linealidad de
regresion en cada linea y se establecié un paralelismo entre las dos lineas. Por lo tanto, los resultados de la prueba
fueron satisfactorios. La recuperacion de Et, calculada dividiendo la concentracion de Et (0,275 UE/mL) calculada a
través del ensayo de lineas paralelas por la concentracion de Et de control (0,232 UE/mL), fue de 118,5%.

<Ejemplo 9>
Prueba que emplea el ensayo de lineas paralelas (2)
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Se afiadio una solucion patron de 1 UE/mL de Et (0,1 mL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT Il (0,8 mL),
y la mezcla se agitd vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Posteriormente, se afiadié agua (0,02 mL), y la mezcla resultante se agité vigorosamente durante un minuto por
medio de un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se le afiadié a esto una solucién acuosa de MgSO;4
500 mM (0,08 mL) y la mezcla resultante se agité vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos
de ensayo. La solucién obtenida de este modo se calentd a 70°C durante 10 minutos por medio de un bloque
térmico, y después se enfridé con hielo inmediatamente después de completar el calentamiento. La solucién se hizo
volver a la temperatura ambiente y se dispenso una alicuota (0,5 mL) en otro recipiente en forma de una solucién de
AT Il diluida 1,25 veces. A la porcion restante (0,5 mL) de la mezcla, se le afiadi6 MgSO, acuoso 40 mM (0,5 mL) y
la mezcla resultante se agit6é vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Una
alicuota (0,5 mL) de la mezcla diluida obtenida de este modo se dispens6 en otro recipiente en forma de una
solucién de AT Il diluida 2,5 veces. Se repitio la operacion, para preparar asi una solucion de AT Il diluida 5 veces,
una solucién diluida 10 veces y una solucion diluida 20 veces, y cada solucion diluida se dispensé en otro recipiente.
Por separado, se utiliz6 agua para la prueba de endotoxina en lugar de una preparacion de AT Ill para preparar y
proporcionar una serie de dilucion similar sin el pretratamiento descrito en la presente memoria como especimenes
de control. Cada solucién (0,05 mL) se dispensé en una microplaca. Se afiadi6 Endospecy ES-50 M (0,05 mL) a la
microplaca, y la microplaca se agit6 vigorosamente durante un minuto por medio de un lector de pocillos.
Posteriormente, se controld el cambio con el tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de medicion de 405
nm y una longitud de onda de referencia de 492 nm, mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 30 minutos.
La Tabla 12 y la Figura 2 muestran los resultados.

[Tabla 12]

(1) Resultados de la medicion del agua de la prueba de Et como espécimen

Concentracion de Et Tasa de cambio en la absorbancia (mAbs/min)
UE/mL valor log M1 M2 Promedio (valor log)
0,00625 -2,204 0,890 0,950 -0,036
0,01250 -1,903 1,660 1,430 0,188
0,02500 -1,602 3,270 3,190 0,509
0,05000 -1,301 5,950 6,050 0,778
0,10000 -1,000 11,460 11,710 1,064

*M1y M2: Medida 1y 2

(2) Resultados de la medicion de la preparacion de AT 11l como espécimen

Razon de dilucion Tasa de cambio en la absorbancia (mAbs/min)
valor log M1 M2 Promedio (valor log)
0,05000 -1,301 0,930 0,910 -0,036
0,10000 -1,000 1,690 1,690 0,228
0,20000 -0,699 3,040 2,960 0,477
0,40000 -0,398 5,560 5,650 0,749
0,80000 -0,097 10,600 10,970 1,033

*M1y M2: Medida 1y 2

Como se muestra en la Fig. 2, las tasas de cambio en la absorbancia medidas de los especimenes que contienen
AT Il se trazaron log-log con respecto a los factores de dilucién y las tasas de cambio en la absorbancia medidas de
los especimenes de control (series de dilucion a la mitad de solucién patron de endotoxina con agua para la prueba
de endotoxina) se trazaron log-log con respecto a las concentraciones de endotoxina. Las dos lineas trazadas de
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este modo se sometieron a prueba en términos de paralelismo a través de un ensayo de lineas paralelas. El ensayo
se realiz6 a través de un analisis estadistico mediante el uso de un soporte légico especializado para el ensayo de
lineas paralelas (PL603; producto de Seikagaku Corporation). Como resultado, se establecié la linealidad de
regresion en cada linea y se establecio el paralelismo entre las dos lineas. Por lo tanto, los resultados de la prueba
fueron satisfactorios. La recuperacion de Et, calculada dividiendo la concentracion de Et (0,122 UE/mL) calculada a
través del ensayo de lineas paralelas por la concentracion de Et del control (0,125 UE/mL), fue de 97,6%.

<Ejemplo 10>
Prueba que emplea el ensayo de lineas paralelas (3)

Se afiadié una solucion patron de 20 UE/mL de Et (2,5 yL) a una preparacion de 50 Unidades/mL de AT Il (472,5
pL), y la mezcla se agit6 vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo.
Posteriormente, se afadié agua (6,25 uL), y la mezcla resultante se agitd vigorosamente durante un minuto por
medio de un mezclador de tubos de ensayo. Posteriormente, se afiadié una soluciéon acuosa de MgSO, 2M (18,75
ML) y la mezcla resultante se agitd vigorosamente durante un minuto mediante un mezclador de tubos de ensayo. La
solucion obtenida de este modo se calent6 a 70°C durante 20 minutos por medio de un bloque térmico, y después se
enfrié con hielo inmediatamente después de completar el calentamiento. La solucién se hizo volver a la temperatura
ambiente y se dispensé una alicuota (250 pL) en otro recipiente en forma de una solucidon de AT Il diluida 1,06
veces. A la porcion restante (250 pL) de la mezcla, se le afiadié agua (250 pL) y la mezcla resultante se agitd
vigorosamente durante un minuto por medio de un mezclador de tubos de ensayo. Se dispensé una alicuota (250
ML) de la mezcla diluida obtenida de este modo en otro recipiente en forma de una solucién de AT Il diluida 2,12
veces. Se repitid la operacion, para preparar de ese modo una solucién de AT Il diluida 4,23 veces, una solucion
diluida 8,47 veces y una solucion diluida 16,93 veces, y cada solucion diluida se dispenso en otro recipiente. Por
separado, se utilizd agua para la prueba de endotoxina en lugar de una preparacion de AT Ill para preparar y
proporcionar una serie de dilucion similar sin el pretratamiento descrito en la presente memoria como especimenes
de control. Cada solucion (50 pL) se dispensd en una microplaca. Se afadié Endospecy ES-50 M (50 pL) a la
microplaca, y la microplaca se agité vigorosamente durante un minuto por medio de un lector de pocillos. Después
de eso, se controld el cambio con el tiempo en la absorbancia a una longitud de onda de medicién de 405 nm y una
longitud de onda de referencia de 492 nm, mientras la microplaca se calentaba a 37°C durante 30 minutos. La Tabla
13 y la Figura 3 muestran los resultados.

[Tabla 13]

(1) Resultados de la medicion del agua de la prueba de Et como espécimen

Concentracion de Et Tasa de cambio de absorbancia (mAbs/min)

UE/mL valor log M1 M2 Promedio (valor log)
0,00625 -2,204 0,860 0,880 -0,061
0,01250 -1,903 1,460 1,420 0,158
0,02500 -1,602 2,600 2,520 0,408
0,05000 -1,301 5,050 4,970 0,700
0,10000 -1,000 9,400 9,580 0,977

*M1y M2: Medida 1y 2

(2) Resultados de la medicion de la preparacion de AT 11l como espécimen

Razon de dilucion Tasa de cambio de absorbancia (mAbs/min)
valor log M1 M2 Promedio (valor log)
0,05906 -1,229 0,920 0,930 -0,034
0,11813 -0,928 1,510 1,620 0,194
0,23625 -0,627 2,870 3,210 0,482
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(1) Resultados de la medicion del agua de la prueba de Et como espécimen

Concentracion de Et Tasa de cambio de absorbancia (mAbs/min)
UE/mL valor log M1 M2 Promedio (valor log)
0,47250 -0,326 4,580 5,540 0,702
0,94500 -0,025 7,960 8,640 0,919

*M1y M2: Medida 1y 2

Como se muestra en la Fig. 3, las tasas de cambio de absorbancia medida de los especimenes que contienen AT I
se trazaron log-log con respecto a los factores de dilucion, y las tasas de cambio de absorbancia medidas de los
especimenes de control (series de dilucion a la mitad de solucion patron de endotoxina con agua para prueba de
endotoxinas) se trazaron log-log con respecto a las concentraciones de endotoxinas. Las dos lineas trazadas de este
modo se sometieron a prueba en términos de paralelismo a través de un ensayo de lineas paralelas. El ensayo se
realizd a través de un analisis estadistico mediante el uso de un soporte l6gico especializado para el ensayo de
lineas paralelas (PL603; producto de Seikagaku Corporation). Como resultado, se establecié la linealidad de
regresion en cada linea y se establecio el paralelismo entre las dos lineas. Por lo tanto, los resultados de la prueba
fueron satisfactorios. La recuperacion de Et, calculada dividiendo la concentracion de Et (0,111 UE/mL) calculada a
través del ensayo de lineas paralelas por la concentracion de Et del control (0,106 UE/mL), fue de 104,7%.

Por lo tanto, como se muestra en los Ejemplos 8 a 10, a través de la realizacion del pretratamiento descrito en la
presente memoria, se puede medir la Et presente juntamente con AT Il con alta precision, incluso en la prueba
segun el ensayo de lineas paralelas descrito en los patrones de preparacion bioldgica.

De acuerdo con la presente invencion, al realizar un pretratamiento de AT Ill que se va a someter a la prueba de
Limulus, se puede reducir la interferencia de reaccion observada cuando AT Il se somete a la prueba de Limulus, y
por lo tanto, la prueba de Limulus de AT lll se puede llevar a cabo con una alta precision. Ademas, segun la presente
invencion, se espera que la prueba de Limulus de AT Il se lleve a cabo de manera simple y rapida con un bajo
coste.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una sal de metal divalente en un pretratamiento de antitrombina Ill que se va a someter a prueba de
Limulus,

cuya sal de metal divalente se utiliza para someter la antitrombina Il a un tratamiento de inactivacion de proteinas en
presencia conjunta de la sal de metal divalente, antes de someter la antitrombina Il a la prueba de Limulus.

en donde el tratamiento de inactivacion de proteinas no es un tratamiento con alcali en el que la antitrombina Ill
presente juntamente con la sal de metal divalente se pone en contacto con un alcali, y

en donde la antitrombina Il es una preparacioén inyectable de antitrombina III.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en donde la sal de metal divalente es una o mas sales seleccionadas del grupo
que consiste en un cloruro de metal divalente, un acetato de metal divalente, y un sulfato de metal divalente.

3. El uso segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el metal divalente que constituye la sal de metal divalente es uno o
mas metales seleccionados del grupo que consiste en magnesio, calcio, manganeso y cinc.

4. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la concentracion del idbn metalico divalente
derivado de la sal de metal divalente es 0,5 mM o mayor cuando la antitrombina Il esta presente juntamente con la
sal de metal divalente.

5. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde una sustancia diana de la prueba de Limulus
es una endotoxina.

6. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la sal de metal divalente estda comprendida
como un agente de pretratamiento en un kit de reactivo de Limulus.

7. Un método de pretratamiento de antitrombina Il que se va a someter a una prueba de Limulus, comprendiendo el
método someter la antitrombina Il a un tratamiento de inactivacion de proteinas en presencia conjunta de un agente
de pretratamiento que contiene una sal de metal divalente,

en donde el tratamiento de inactivacion de proteinas no es un tratamiento con alcali en el que la antitrombina Ill
presente juntamente con la sal de metal divalente se pone en contacto con un alcali, y

en donde la antitrombina Ill es una preparacioén inyectable de antitrombina III.

8. El método de pretratamiento segun la reivindicacion 7, en donde la sal de metal divalente es una o mas sales de
metales seleccionadas del grupo que consiste en un cloruro de metal divalente, un acetato de metal divalente, y un
sulfato de metal divalente.

9. El método de pretratamiento segun la reivindicacion 7 u 8, en donde el metal divalente que constituye la sal de
metal divalente es uno o mas metales seleccionados del grupo que consiste en magnesio, calcio, manganeso y cinc.

10. El método de pretratamiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde la concentracion del
i6n metalico divalente derivado de la sal de metal divalente es 0,5 mM o mayor cuando la antitrombina Ill esta
presente juntamente con el agente de pretratamiento.

11. El método de pretratamiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde una sustancia diana
de la prueba de Limulus es una endotoxina.

12. El método de pretratamiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en donde el tratamiento de
inactivacion de proteinas es un tratamiento térmico o un tratamiento con acido.

13. El método de pretratamiento segun la reivindicacion 12, en donde el tratamiento térmico se realiza a una
temperatura superior a 50°C.

14. El método de pretratamiento segun la reivindicacion 12, en donde el acido empleado en el tratamiento con acido
es acido clorhidrico.

15. Un método para medir una sustancia diana de la prueba de Limulus contenida en antitrombina I,
comprendiendo el método tratar preliminarmente la antitrombina Il mediante el método de pretratamiento seguin una
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 14, y someter a la prueba de Limulus la antitrombina IIl tratada
preliminarmente.
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[Fig. 1]
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[Fig. 3]
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