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DESCRIPCION
Medio de cultivo celular

La presente invencion se refiere a un medio de cultivo celular para cultivar células humanas que comprende un
material de sangre completa anti-coagulada en el que el nivel de hemoglobina es de alrededor de 8 a alrededor de
16 g/dl. Mas en particular, la invencion proporciona un medio de cultivo celular en el que se rompen las células
presentes en la sangre y se eliminan los restos insolubles de las células lisadas. Ademas, la invencion proporciona
un método para la preparacion de un medio de cultivo celular para cultivar células humanas, segun la invencion.

Antecedentes de la invencion

El cultivo de células humanas primarias de origen normal y maligno es una tarea sumamente deseable, pero dificil.
La razon principal es que la mayoria de medios de cultivo definidos se seleccionaron para mantener un tipo celular
especifico bien definido. Estos medios, aunque son ricos en todos los compuestos de peso molecular bajo
necesarios, a menudo carecen de factores de crecimiento y supervivencia cruciales. La formulacion de los medios
de cultivo celular a menudo requirié que fuera posible producir cantidades muy grandes por un precio relativamente
bajo. Sin embargo, la introduccién reciente de técnicas de microfluidica y de microscopia automatizada nuevas hace
que estos requerimientos queden obsoletos.

Los cultivos primarios de células normales pueden servir como fuente de células madre, p.ej., para la terapia de
reconstitucion o como objetivo ex vivo para la administracion de genes en intervenciones terapéuticas génicas. Los
cultivos primarios de células tumorales se pueden usar para ensayos de sensibilidad a farmacos a gran escala para
identificar farmacos antineoplasicos adecuados para un paciente determinado, ensayar la eficacia de candidatos
farmacolodgicos nuevos para tipos de tumores sin ensayar previamente, e incluso en el cribado de bibliotecas de
compuestos para identificar nuevos candidatos iniciales antineoplasicos.

Una caracteristica importante de los tumores humanos es que estan evolucionando continuamente, y la terapia ideal
requeriria medidas individualizadas que coincidiesen perfectamente con las caracteristicas biolégicas del tumor. La
manera mas directa de alcanzar este objetivo es crear métodos sofisticados, aunque sumamente robustos y fiables,
que puedan medir la tasa de respuesta del tumor a una gran diversidad de intervenciones terapéuticas. Estas
medidas deberian proporcionar el apoyo tedrico y la prueba practica para la terapia guiada por ensayos.

Los protocolos de tratamiento modernos son el resultado de ensayos clinicos cuidadosamente controlados que
implican a miles de pacientes a lo largo de muchos afios. Durante las Ultimas décadas, se ha presenciado una
mejora impresionante de la supervivencia de los pacientes en varias formas de leucemias y linfomas. El desarrollo
mas impresionante se dio en el caso de las leucemias pediatricas. Para estas enfermedades, se demostré que el
agrupamiento cuidadoso de los pacientes segun los diferentes marcadores bioldgicos y los indicadores de prondstico
fue crucial para la seleccion de los protocolos de tratamiento mas eficaces. Estos protocolos dependen en gran
medida del uso de farmacos relativamente antiguos desarrollados a finales de los afios 70 y principios de los afios
80. El factor clave para alcanzar la supervivencia enormemente mejorada fue la adhesion rigurosa al protocolo de
tratamiento estandarizado. Esta estrategia, aunque de mucho éxito en cuanto a salvar las vidas de los pacientes
pediatricos, dio como resultado un tratamiento muy agresivo con una toxicidad significativa. Ademas, esta estrategia
dejo poca cabida para la introduccion de farmacos nuevos. Esto es especialmente desafortunado al considerar que
hay mas de sesenta farmacos autorizados con efectos antineoplasicos potenciales, y que hay mas de cien farmacos
nuevos en el canal de desarrollo de la industria farmacéutica.

Por otra parte, en el caso de las leucemias en adultos, el principal avance se origin6 por la introduccion de farmacos
nuevos para tratar a pacientes casi terminales (p.ej. el inhibidor de ber-abl Gleevec contra LMC; el inhibidor de
proteosomas Bortezomib contra mielomas multiples, o anticuerpos monoclonales tales como anti CD20 - Rituximab
contra una diversidad de tumores de células B). A pesar de todos los esfuerzos, una fraccién considerable de
pacientes pediatricos y adultos no responden a la terapia, o experimentan recidivas repetidas. En estos casos,
estaria muy justificada la seleccion de protocolos de tratamiento disefiados individualmente y la aplicacion de
farmacos nuevos.

La idea de usar ensayos de sensibilidad a farmacos in vitro para determinar el perfil de sensibilidad de las células
leucémicas ya se introdujo hace cuarenta afos. Se desarrolld6 una diversidad de técnicas que se dirigian a
determinar la viabilidad de las células tumorales tras el cultivo in vitro con farmacos relevantes [1]. Todos los
ensayos implican las mismas cuatro etapas basicas: i) aislamiento de las células; ii) incubacion de las células con
farmacos en un medio de cultivo de tejidos; iii) determinacion de la supervivencia celular; iv) interpretacion de los
resultados. Algunas de estas técnicas se usan de manera generalizada en la actualidad, tal como la conversion de
ATP, la reduccion de MTT (conversion de una sal de tetrazolio hasta formazano insoluble) o los ensayos FMCA
(citotoxicidad en microcultivo con deteccion fluorométrica) [2, 3] y se ha demostrado que proporcionan una
informacion clinicamente Util sobre la sensibilidad a farmacos de las células tumorales.

Los ensayos actuales, sin embargo, sufren varias limitaciones. Una de las limitaciones mas graves es la dificultad de
mantener las células tumorales humanas primarias vivas in vitro [4]. La mayoria de las células eucaritticas requieren
dos tipos de sefales simultaneamente para su expansion eficaz ex vivo: sefales de estimulacién del crecimiento
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(proliferacion) y de supervivencia (anti-apoptoéticas). Estas sefiales se confieren en forma de ligandos solubles, de
manera alternativa ligandos que son parte de la matriz extracelular o que estan asociados a la superficie de las
células cercanas. Las moléculas de sefializacion seleccionan como objetivo receptores de las células que son
especificos de cualquier tipo de célula y etapa de diferenciacion determinados. Los medios clasicos de cultivo celular
se tienen que complementar normalmente con suero o extractos de tejidos para mantener un crecimiento celular in
vitro eficaz. El suero bovino fetal del 10% usado habitualmente proporciona una cantidad suficiente de PDGF y de
factores de crecimiento similares a insulina para mantener la expansion de fibroblastos primarios y células madre
mesenquimatosas. La mayoria de células primarias, sin embargo, requieren la adicién de factores de crecimiento
adicionales. La generacion de lineas celulares adaptadas in vitro se consigue mediante la seleccidon de variantes
genéticas poco frecuentes que son capaces de expandirse Unicamente con la ayuda de moléculas similares a PDGF
e IGF. Las células normales y tumorales del linaje linfoide/mieloide requieren factores de crecimiento/supervivencia
adicionales para la expansion in vitro. De manera importante, la escasez de factores de supervivencia sensibiliza a
las células a los efectos de los farmacos citotdxicos, lo que crea una sobreestimacion indeseable de la eficacia de
los farmacos en los ensayos de supervivencia in vitro a corto plazo. Los ensayos actuales requieren a menudo una
cantidad considerable de células tumorales, y a menudo son muy laboriosos. Debido al nimero limitado de medidas
que se pueden llevar a cabo, la mayoria de ensayos no permiten ensayar un gran nimero de farmacos a
concentraciones diferentes en series repetidas. La mayoria de ensayos tienen un bajo contenido de informacion, y
con frecuencia se limitan a una Unica lectura de medida (p.ej., la estimacién del nimero de células vivas por
muestra).

Ademas, no todos los farmacos son adecuados para los ensayos convencionales de supervivencia in vitro. Algunos
de ellos, tales como las antraciclinas muy fluorescentes, son incompatibles con la tecnologia de lectura de
fluorescencia directa. A pesar de estas limitaciones, los ensayos de supervivencia a corto plazo ya han comenzado a
proporcionar informacion clinicamente importante [1, 5-7].

Hasta hace poco tiempo, los ensayos in vitro se consideraban como una aproximacion poco fiable para predecir la
respuesta a farmacos in vivo. Esta percepcion se origind por los resultados mediocres de los ensayos clonogénicos
in vitro de carcinomas de ovario. Sin embargo, la perspectiva de los ensayos in vitro esta cambiando en la prediccion
de la respuesta a farmacos, como se demuestra en una revision reciente [8] de la mayoria del trabajo relativo a los
ensayos de sensibilidad a farmacos ex vivo, publicada a lo largo de la década de 1980 - "reflejo la vision
predominante del cancer como una enfermedad de proliferacion celular desregulada. La descripcion de la apoptosis
y de la muerte celular programada, fundamental para la comprensién moderna de la biologia de los tumores
humanos, no se dio hasta bastante después del apogeo de los ensayos de quimiosensibilidad in vitro. Mediante la
incorporacion de los principios modernos de la carcinogénesis asociada a perturbaciones en la supervivencia celular,
ahora se pueden reexaminar los ensayos de laboratorio de la respuesta a farmacos en el contexto de la muerte
celular programada inducida por farmacos".

La razon principal de los fracasos fue que la mayoria de medios de cultivo celular se desarrollaron partiendo de
disoluciones simples quimicamente definidas y afiadiendo gradualmente diferentes sueros o extractos de tejidos
hasta que las células de ensayo mostraron una supervivencia y proliferacion satisfactorias. Actualmente esta claro
que son necesarias aproximaciones nuevas para recuperar los ensayos de quimiosensibilidad in vitro, para permitir
el descubrimiento de un tratamiento para el cancer éptimo, y preferiblemente personalizado.

El desarrollo rapido de la formacion digital de imagenes, los avances recientes en microscopia y optica laser y los
métodos nuevos de automatizacion de laboratorio y la microfluidica han posibilitado este método idealizado. Se ha
demostrado que ahora es posible construir y programar microscopios confocales inteligentes automatizados que
pueden ensayar el efecto de todos los farmacos antineoplasicos disponibles actualmente en células tumorales
primarias aisladas de volumenes tan pequefios como 1 ml de sangre, médula 6sea, liquido ascitico y derrame
pleural. La capacidad de fabricar placas para farmacos de 384 pocillos mediante el uso de aparatos robotizados
preprogramados de dispensacion de liquidos permite ensayar un gran numero de farmacos a diferentes
concentraciones, solos o en diferentes combinaciones. Las técnicas sofisticadas de marcaje de fluorescencia revelan
multiples parametros vitales de las células tumorales tratadas con farmacos, tales como la viabilidad, la distribucién
del ciclo celular, la actividad metabdlica y la motilidad.

El Unico elemento ausente para el ensayo de farmacos in vitro completo es un medio de cultivo fiable, eficaz que
conserve las condiciones in vivo originales tanto como sea posible para ayudar a identificar el mejor régimen de
tratamiento posible.

Para satisfacer esta necesidad, se han redisefiado completamente las condiciones de cultivo para las células
tumorales primarias. En esta aproximacion, se conservan las condiciones in vivo originales tanto como sea posible.
La base tedrica del medio de cultivo celular nuevo se basa en las siguientes observaciones previas: los linfocitos
humanos primarios, sumamente propensos a la apoptosis cuando se explantan en medios de cultivo celular sin
factores de crecimiento adicionales, pueden sobrevivir en sangre completa durante varios dias [9-12] incluso si
experimenta una hemolisis parcial [13]. Sin embargo, nada en esta técnica anterior describe o incluso sugiere la
viabilidad de la sangre completa como base para un medio de cultivo para cultivar células humanas.

Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona un medio de cultivo celular para cultivar células humanas que
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comprende un material de sangre completa anti-coagulada en el que el nivel de hemoglobina es de alrededor de 8 a
alrededor de 16 g/dl.

En otra realizacion, la invencién proporciona un medio de cultivo celular en el que se rompen las células presentes
en la sangre y se eliminan los restos insolubles de las células lisadas.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona un medio de cultivo celular en el que la sangre es de origen
mamifero. En una realizacion especifica, la invencion proporciona un medio de cultivo celular en el que la sangre es
de origen humano.

En otra realizacion, la invencion proporciona un medio de cultivo celular en el que el contenido de iones del medio se
restablece para que coincida con el de la fraccion extracelular del material de partida de sangre completa.

En una realizacién adicional, la invencion proporciona un medio de cultivo celular en el que el contenido y/o la
composicion de nutrientes de peso molecular bajo (< 3000 Dalton) es basicamente igual que el de un medio de
cultivo celular convencional seleccionado preferiblemente del grupo que consiste en RPMI, DMEM, e IMDM.

En otra realizacion, la invencion proporciona un medio de cultivo celular en el que la capacidad reductora del medio
se restablece mediante la adicion de glutation reducido.

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona el uso de un medio de cultivo celular segun la invencién para
cultivar células humanas.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para la preparacion de un medio de cultivo celular para
cultivar células humanas, que comprende

(a) proporcionar sangre de mamifero anti-coagulada como material de partida;
(b) romper mecanicamente las células presentes en la sangre;
(c) eliminar los restos insolubles de las células lisadas.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método en el que la ruptura mecanica de las células se consigue
congelando la sangre completa o mediante ultrasonidos, homogeneizador eléctrico de cuchillas o prensa de French.

En otra realizacioén, la invencion proporciona un método en el que la eliminacién de los restos insolubles de las
células lisadas se consigue mediante ultracentrifugacion o filtracién mecanica.

En ofra realizacion, la invencion proporciona un método en el que el contenido y/o la composicion de nutrientes de
peso molecular bajo (< 3000 Dalton) del medio se ajusta mediante dialisis con un medio de cultivo celular
convencional seleccionado preferiblemente del grupo que consiste en RPMI, DMEM, e IMDM.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método en el que la capacidad reductora del medio se restablece
mediante la adicion de glutation reducido.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un medio de cultivo celular para cultivar células humanas,
obtenible mediante el método segun la invencion.

Descripcion detallada de la invencién

Los métodos de establecimiento de cultivos celulares primarios a partir de tejidos humanos sufren varias
limitaciones. Las células primarias explantadas in vitro requieren un medio que tenga propiedades fisico-quimicas
similares, asi como una matriz de sefiales bioldgicas que sean similares al medio in vivo.

La presente invencion realiza un medio de cultivo celular nuevo que mantiene las condiciones idnicas, osmaticas y
redox correctas de la sangre completa, junto con un conjunto de factores de crecimiento y de supervivencia
completamente conservados. El medio de cultivo celular nuevo se basa en un extracto de sangre completa que
contiene todos los componentes macromoleculares de la sangre, ademas de todos los nutrientes de pesos
moleculares pequefios de un medio de cultivo de tejidos convencional, pero carece de la fracciéon de membranas de
los eritrocitos. Se reivindica que el medio nuevo es superior a los medios convencionales para mantener la
supervivencia de células humanas primarias de origen normal y maligno. Es especialmente adecuado para ensayar
la sensibilidad a farmacos de células tumorales humanas recién explantadas, por lo que se crea la base de una
plataforma tecnoldgica nueva para la determinacion de perfiles de sensibilidad a farmacos citotéxicos de pacientes
individuales. El ensayo de la sensibilidad a farmacos a corto plazo puede allanar el camino para la terapia del cancer
guiada por ensayos individualizados. Las propiedades 6pticas del medio nuevo permiten la evaluacion mediante un
analisis de contenido elevado (HCA) de fluorescencia de las células tratadas. El medio también apaga la
autofluorescencia de la mayoria de los farmacos usados habitualmente. El medio también es muy adecuado para el
cribado de alto rendimiento de grandes bibliotecas de compuestos quimicos o bioldgicos o para el ensayo
toxicoldgico a gran escala en células humanas primarias.
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Por lo tanto, se ha desarrollado, basandose en los datos empiricos, un medio de cultivo celular nuevo que une los
componentes estimuladores de la supervivencia celular con los valores nutricionales de los medios de cultivo celular
en el medio idnico y redox correcto. Se ha ensayado el medio con una gran serie de lineas celulares de diferente
origen, asi como con tumores primarios de liquidos asciticos o derrames pleurales que acompafan a los carcinomas
de ovario, mama, colon, recto, pancreas y vejiga, y con células tumorales aisladas de LMA, LLA, LLC, linfomas de
cavidades corporales, linfomas de Hodgkin y post-trasplante. Al comparar el medio nuevo con los medios de cultivo
celular convencionales, se ha hallado regularmente una supervivencia mejorada y una sensibilidad a farmacos
citotéxicos disminuida de las células tumorales primarias. El medio de cultivo celular nuevo permite una
supervivencia prolongada de las células tumorales humanas in vitro. Mediante el uso del medio de cultivo nuevo,
ahora es posible llevar a cabo ensayos que pueden determinar el patron de sensibilidad a farmacos de células
tumorales primarias recién aisladas de pacientes que padecen leucemias, linfomas o carcinomas diseminados
avanzados.

La presente invencion comprende un procedimiento que convierte la sangre completa humana (o animal) en un
medio de cultivo celular que mantiene la supervivencia ex vivo de las células humanas primarias y que es compatible
con diversas técnicas de formacion de imagenes de fluorescencia para la determinacién de la viabilidad y la medida
de diversas funciones fisioldgicas. Se basa en la lisis mecanica de la sangre anti-coagulada sin diluir, la eliminacién
de los restos de membranas de eritrocitos, el restablecimiento del contenido correcto de iones, el equilibrado con
nutrientes de peso molecular bajo y el restablecimiento de condiciones reductoras. El producto final se puede usar
inmediatamente en ensayos a corto plazo o almacenarlo en forma congelada a lo largo de un periodo de tiempo
prolongado.

Aunque los lisados de sangre completa son un aditivo frecuente de ciertos medios de cultivo bacterianos, tales como
agar-sangre, no se usan en el cultivo de células humanas o de otros mamiferos. La presente invencion se refiere al
desarrollo de un medio de cultivo celular eucaridtico, principalmente para el cultivo ex vivo de células
tumorales/células madre humanas. La composicion quimica de los medios bacterianos y eucaridticos es tan
diferente que las células de mamifero no sobreviven en ese medio bacteriano. Debido a que la sangre completa es
solamente un aditivo especifico en esos medios, la concentracion de hemoglobina esta muy por debajo del nivel que
caracteriza al presente medio de cultivo celular.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un medio de cultivo celular para cultivar células humanas que
comprende un material de sangre completa anti-coagulada en el que el nivel de hemoglobina es de alrededor de 8 a
alrededor de 16 g/dl. Dado que el presente medio esta compuesto basicamente del material de partida de sangre
completa, el contenido elevado de hemoglobina es el resultado de la lisis de los eritrocitos durante el procesamiento
del material de sangre completa. Mas en particular, la concentracion de hemoglobina del medio de cultivo celular
segun la invencion es de alrededor de 10 a alrededor de 14 g/dl, preferiblemente de alrededor de 11 a alrededor de
12 g/dl, y ain mas preferiblemente alrededor de 11 g/dl.

Otra caracteristica ventajosa del cultivo celular segun la invencién es que, aunque el medio por si mismo no es
transparente, se puede llevar a cabo de manera eficaz la formacion de imagenes microscopicas de alto rendimiento.
Segun el estado de la técnica, las medidas de fluorescencia de sensibilidad elevada de la viabilidad celular no son
compatibles con varios farmacos antineoplasicos usados habitualmente (p.ej. epirrubicina, daunorrubicina,
doxorrubicina) con propiedades de autofluorescencia endégena elevada mediante el uso de los medios
convencionales de cultivo celular. Se demostré que, mediante el uso de un medio de cultivo basado en un extracto
de sangre, se apaga de manera eficaz la autofluorescencia contaminante. El presente medio de cultivo celular no es
transparente, y tiene el color caracteristico de la sangre, y se puede llevar a cabo dicha formacién de imagenes
microscopicas de alto rendimiento mediante el uso de sistemas de microscopia invertida en los que las células se
recogen en el fondo de los recipientes de cultivo.

Una caracteristica principal del medio de cultivo celular segun la invencion es que los componentes celulares de la
sangre completa se eliminan como tales, pero los materiales contenidos en dichos componentes celulares se
conservan en el medio de cultivo celular. Esto se consigue mediante la ruptura de las células presentes en la sangre
y la eliminaciéon de los restos insolubles de las células lisadas. Tal ruptura y eliminaciéon se puede llevar a cabo
mediante cualquier medio adecuado disponible para la persona experta en la técnica.

La presente invencién también proporciona un método para la preparaciéon de un medio de cultivo celular para
cultivar células humanas, que comprende

(a) proporcionar sangre de mamifero anti-coagulada como material de partida;
(b) romper mecanicamente las células presentes en la sangre;
(c) eliminar los restos insolubles de las células lisadas.

Un protocolo ejemplar para el método de la invencidon se proporciona en el Ejemplo 1, sin embargo, la persona
experta en la técnica sera capaz de sustituir facilmente los diferentes procedimientos para llevar a cabo basicamente
los mismos resultados tal como se proporciona en las etapas anteriores. Por ejemplo, la ruptura mecanica de las
células se puede conseguir, como ejemplos no limitantes, congelando la sangre completa o mediante ultrasonidos,
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homogeneizador eléctrico de cuchillas o prensa de French. La optimizacién de los parametros adecuados para cada
uno de estos métodos también es evidente para la persona experta en la técnica. De forma similar, tras la ruptura
celular, la eliminacién de los restos de membranas celulares se puede realizar mediante el uso de uno o mas de
varios métodos diferentes del estado de la técnica. Los ejemplos no limitantes son la ultracentrifugacion o la filtracion
mecanica.

Como se detall6 anteriormente, uno de los objetivos principales a conseguir proporcionando el medio de cultivo
celular segun la invencion es asegurar unas condiciones Optimas de cultivo para las células humanas ex vivo. Es
evidente que la sangre humana proporcionara la mejor coincidencia posible para el cultivo de células humanas. Por
lo tanto, hasta donde sea viable y posible, el material base de sangre para el presente medio de cultivo celular es de
origen humano. De manera alternativa, cuando el protocolo de cultivo deseado lo permita o lo exija, el medio basado
en sangre humana se puede sustituir por un medio de cultivo celular segun la invencién que se base en la sangre
completa de otra especie de mamifero, preferiblemente de origen bovino o porcino.

Como es evidente para la persona experta en la técnica, la ruptura de los componentes celulares de la sangre
completa liberara su contenido en el medio, alterando la composicion original de la sangre completa. En las
realizaciones preferidas, por lo tanto, también se puede desear modificar la composicion del medio resultante para
que coincidida mejor con la composicion del material de partida, es decir, la sangre completa. O, de manera
alternativa, para hacer su composicion similar a la composiciéon de los medios de cultivo celular usados de manera
convencional en este campo. La persona experta en la técnica sera capaz facilmente de determinar qué tipo de
ajuste es el mas adecuado para el uso deseado del medio de cultivo celular segun la invencion.

Por lo tanto, en una realizacién especifica, el contenido de iones del medio se restablece para que coincida con el de
la fraccién extracelular del material de partida de sangre completa. En otra realizacién especifica, la capacidad
reductora del medio se restablece mediante la adicion de glutation reducido. Ademas, en otra realizacion especifica,
el contenido y/o la composicion de nutrientes de peso molecular bajo (< 3000 Dalton) es basicamente la misma que
la de un medio de cultivo celular convencional seleccionado preferiblemente del grupo que consiste en RPMI,
DMEM, e IMDM. La persona experta en la técnica sera capaz de seleccionar del estado de la técnica disponible los
métodos para llevar a cabo cualquiera de estas modificaciones, o cualquier otra modificacién que considere
adecuada. Mas adelante se proporcionan ejemplos no limitantes en los Ejemplos.

Descripcion de las figuras
Fig. 1: Vista esquematica de la produccion de un medio de cultivo celular basado en un extracto de sangre.

Fig. 2: A: Disefio de una placa de 384 pocillos basica para ensayar 30 farmacos. B: Células de carcinoma ovarico
humanas primarias después de 7 dias de cultivo en medio basado en extracto de sangre (contraste de fases - tincion
nuclear con Hoechst 33342 compatible con células vivas). C: Sensibilidad de células DLBL a 30 farmacos diferentes
tal como se analiza mediante la formacién de imagenes individuales de 500.000 células de 7680 cortes confocales.
D: Concentraciones maximas de los farmacos usados.

Fig. 3: Patrén de sensibilidad a farmacos de 38 células de carcinoma humanas primarias diferentes aisladas
directamente de derrame pleural o liquidos asciticos y ensayadas en un ensayo de supervivencia de tres dias en
medio basado en extracto de sangre humana como se muestra en la Figura 2. (La escala de intensidad de 5 etapas
del mapa térmico corresponde a una tasa de supervivencia del 50% a la dilucion de farmaco proporcionada. Negro:
mas del 50% de supervivencia a la concentracion de farmaco mas alta, rojo de intensidad mas alta menor del 50%
de supervivencia a la dilucién de farmaco mas alta).

Fig. 4: Patron de sensibilidad a farmacos de 42 células de Leucemia Mieloide Aguda primarias diferentes aisladas
directamente a partir de la sangre periférica de pacientes, y ensayadas en un ensayo de supervivencia de tres dias
en un medio basado en extracto de sangre humana como se muestra en la Figura 2. (La escala de intensidad de 5
etapas del mapa térmico corresponde a una tasa de supervivencia del 50% a la diluciéon de farmaco proporcionada.
Negro: mas del 50% de supervivencia a la concentracion de farmaco mas alta, rojo de intensidad mas alta menor del
50% de supervivencia a la dilucién de farmaco mas alta).

Fig. 5: Patron de sensibilidad a farmacos de 74 células de Leucemia Linfoide Cronica primarias diferentes aisladas
directamente a partir de la sangre periférica de pacientes, y ensayadas en un ensayo de supervivencia de tres dias
en un medio basado en extracto de sangre humana como se muestra en la Figura 2. (La escala de intensidad de 5
etapas del mapa térmico corresponde a una tasa de supervivencia del 50% a la diluciéon de farmaco proporcionada.
Negro: mas del 50% de supervivencia a la concentracion de farmaco mas alta, rojo de intensidad mas alta menor del
50% de supervivencia a la diluciéon de farmaco mas alta).

Fig. 6: Patron de sensibilidad a farmacos de 216 células tumorales primarias humanas ensayadas en un ensayo de
supervivencia de tres dias en un medio basado en extracto de sangre humana como se muestra en la Figura 2. (La
escala de intensidad de 5 etapas del mapa térmico corresponde a una tasa de supervivencia del 50% a la dilucién de
farmaco proporcionada. Negro: mas del 50% de supervivencia a la concentracion de farmaco mas alta, rojo de
intensidad mas alta menor del 50% de supervivencia a la dilucién de farmaco mas alta).
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Fig. 7: Patron de sensibilidad a farmacos de células de carcinoma de ovario primarias muy resistentes que muestran
una sensibilidad significativa solamente para dos farmacos antineoplasicos de 29 ensayados. El ensayo de
sensibilidad a farmacos a corto plazo automatizado basado en extracto de sangre permite la identificacion de
farmacos potencialmente eficaces incluso en casos aparentemente sin esperanza de cancer en estadio tardio.

Fig. 8: La figura muestra el resultado de un ensayo de supervivencia celular de tres dias. Las células tumorales se
aislaron a partir de un paciente de leucemia mieloide aguda (LMA) y se trataron con diferentes farmacos, a
diferentes concentraciones en medio basado en extracto de sangre o en un medio de cultivo celular tradicional, rico -
IMDM. El nimero de células supervivientes al final de la incubacion se representa respecto de la concentracion
relativa de farmaco representada aqui como la proporcién de valores de Area Bajo la Curva* in vivo / in vitro. El valor
pABC = 1 representa la concentracion de farmaco alcanzada normalmente en el suero de un paciente durante la
quimioterapia. *ABC, el Area Bajo la Curva es una integracién dependiente del tiempo de la curva de concentracion
de farmaco expresada como (microgramo/ml)*horas

Fig. 9: Perfil de sensibilidad a farmacos similar de células de carcinoma humanas primarias en medio de cultivo
celular basado en extracto de sangre producido a partir de sangre humana, bovina o porcina. Ensayo de
supervivencia de tres dias como se describio en la Figura 2.

Ejemplo 1: Produccién de un extracto de sangre humana completa

Se obtiene sangre humana de un donante sano mediante venopunciéon. De manera alternativa, se recoge sangre
animal (preferentemente de origen bovino o porcino) reciente en condiciones estériles durante el momento del
sacrificio. La coagulacion se impide afiadiendo 100 Ul de Heparina por ml a la bolsa de recogida. Posteriormente, los
eritrocitos se lisan para liberar el contenido intracelular de los eritrocitos en el plasma. En una realizacién éptima de
la formulacion, la lisis se lleva a cabo congelando la sangre anti-coagulada a -20 °C en alicuotas de 50 ml, en un
dispositivo de congelacion de temperatura controlada para conseguir la ruptura 6ptima y uniforme de las membranas
de los eritrocitos con la ayuda de la formacion de cristales de hielo microscépicos. Posteriormente, la sangre
congelada se almacena a -80 °C hasta el procesamiento posterior. Para corregir los cambios del contenido de iones,
resultado de la hemolisis, y para suministrar nutrientes de peso molecular bajo, la sangre lisada se dializa con un
volumen en exceso de un medio de cultivo celular tal como medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM -
D6546, Sigma-Aldrich Company) o DMEM modificado por Iscove (IMDM). En una realizacion optima de la
formulacion, los 50 ml de sangre congelada, mantenidos en un tubo de plastico Falcon, se descongelan en un bafio
de agua a 37 °C. El lisado de sangre descongelado se transfiere a una bolsa de dialisis Cellu SepH1 rehidratada
(0310-46, M.S.E. Micron Separation Europe, Bélgica - limite de exclusion por tamafio 3500 D). La bolsa se cierra
bajo una presién adicional suave (1,2-1,4 bares) sobre la presion atmosférica normal para eliminar burbujas de aire y
para impedir la expansién adicional del volumen. La didlisis se lleva a cabo en la oscuridad, durante 24 horas, a4 °C
con un fluido en exceso de veinte veces con agitacion magnética constante. Los restos de las membranas de
eritrocitos se eliminan mediante centrifugacion. En una realizacion 6ptima de la formulacion, la centrifugacion se
lleva a cabo a través de una matriz de silice microporosa equilibrada con el medio que se us6 para la didlisis. La
extraccion adecuada de los restos de membranas se monitoriza y se documenta tomando muestras de 10 microlitros
de cada 50 ml de lisado filtrado, y se comprueba mediante el uso de microscopia de contraste de fases digital
automatizada. Para crear un medio redox adecuado, el lisado de sangre sin particulas se complementa con un
agente reductor adicional. En una realizacion 6ptima de la formulacién, el agente es glutation reducido 0,5 mM
(G6013, Sigma-Aldrich Company). Posteriormente, el lisado se filtra a vacio a través de una membrana de
nitrocelulosa (Corning 431153, Corning Inc.) con un tamafio de poro de 0,22 micrémetros y, inmediatamente tras la
Ultima etapa de filtracion, se congela rapidamente en nitrogeno liquido, en alicuotas de 3 ml. Las alicuotas
congeladas se almacenan a -80 °C hasta el uso en los ensayos biologicos. Véase la Figura 1 para el resumen
esquematico del procedimiento.

Ejemplo 2: Ensayo de viabilidad de células tumorales humanas primarias tratadas con farmacos

El medio de cultivo celular basado en un lisado de sangre completa es especialmente adecuado para ensayar la
sensibilidad a farmacos de células humanas primarias que crecen en forma de suspensién, mediante el uso de
ensayos de supervivencia in vitro a corto plazo. Para estos ensayos, las células se purifican a partir de sangre
periférica, médula 6sea o derrames en cavidades corporales (peritoneal o pleural) mediante el uso de centrifugacion
en gradiente de Ficoll. En la configuracién normal del ensayo, se tratan diez ml de fluido corporal con 100 Ul/ml de
heparina para impedir la coagulacion. El fluido se extiende sobre 5 ml de una capa de LymphoprepR (Frezenius Kabi
Norge AS) y se centrifuga durante 10 minutos a 2500 rpm.

Las células se recogen de la interfase del gradiente y se lavan con medio de cultivo celular precalentado que
contiene un 20% de suero humano. Se comprueba y se documenta la calidad y el contenido de células tumorales de
la muestra mediante el uso de microscopia de contraste de fases. Si el recuento de células tumorales esta por
debajo del 70%, las células se purifican adicionalmente mediante seleccion negativa con el uso de cocteles
Dynabead adecuados que reaccionan con las células normales contaminantes (p.ej., inflamatorias). La identidad de
las células tumorales se verifica en ensayos independientes mediante el uso de marcadores inmunohistoquimicos.
Por ejemplo, se identifican las células de carcinoma en derrames en cavidades corporales en portaobjetos de
Cytospin con tinciéon de inmunofluorescencia para anticuerpos hacia pancitoqueratina. La presencia de células T, B,
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plasmaticas, NK, granulocitos y macrofagos/monocitos se ensaya de manera rutinaria mediante el uso, por ejemplo,
de anticuerpos anti-CD3, CD4, CD8, CD19, Ig, CD56, Mac1. La sensibilidad al farmaco de las células tumorales se
ensaya en placas de 384 pocillos.

Las placas de farmacos de 384 pocillos preimpresas se producen mediante el uso de un aparato de laboratorio
robotizado Biomek 2000 equipado con varillas metalicas de acero inoxidable de fondo plano con volimenes
replicados de 50 nanolitros. Las placas maestras se crean diluyendo en serie las disoluciones de reserva de
farmacos mediante el uso de la combinacién del modo de punta simple y el modo de 8 puntas del aparato
robotizado. En una configuracién tipica, se manejan 30 farmacos diferentes en 4 series de diluciones diferentes
(diluidas 1x 5x 25x 125x regularmente a partir de la reserva, en un 50% de DMSO/PBS) por triplicado junto con 24
pocillos de control. Un ejemplo de una serie de farmacos con las concentraciones mas altas de los farmacos
empleados se muestra en la tabla de la Figura 2. Las concentraciones de farmacos se seleccionan considerando los
valores de ABC farmacocinéticos para sujetos humanos como se establece en los estudios clinicos [14, 15]. Cuando
es necesario, se usan metabolitos activos en vez de los pro-farmacos inactivos originales (p.ej., 4-OH
ciclofosfamida).

Para el ensayo de supervivencia a corto plazo, se diluyen 2x10°-2x10° células tumorales (aprox. 500 - 4000 células
por pocillo) en 12 ml de medio de cultivo celular basado en un lisado de sangre completa recién descongelado. Se
distribuyen muestras de treinta microlitros en los pocillos de la placa de farmacos de 384 pocillos preimpresa. Las
células se incuban durante 72 horas en un incubador a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de CO,. Al final de la
incubacion, las células se tifien de manera diferencial con mezclas de tincion de fluorescencia que distinguen entre
las células vivas y las muertas (p.ej. VitalDye - Biomarker, Hungria) (Figura 2). El contenido de los pocillos
individuales se fotografia mediante el uso de un microscopio de fluorescencia invertido automatizado a dos
longitudes de onda de excitacion diferentes [16]. Las fotografias capturadas se analizan mediante el uso de
programas de cuantificacion de imagenes digitales que cuentan el numero de células vivas y muertas a partir de
imagenes binarizadas a nivel de células individuales. El indice de viabilidad después de 3 dias de incubacién con la
dilucion de farmaco indicada se representd como mapas térmicos creados mediante agrupamiento jerarquico por
pares para diferentes tumores primarios tales como carcinomas de pulmén, ovario y mama (Figura 3), leucemias
mieloides agudas (Figura 4), leucemias linfoides cronicas (Figura 5). EI mapa resumen de la sensibilidad a farmacos
de 216 tumores primarios creado como un mapa auto-organizado se muestra en la Figura 6. Estos datos indican
claramente que incluso los tumores muy resistentes (p.ej., células de ascitis de carcinoma de ovario en estadio
tardio, como se muestra en la Figura 7) pueden ser sensibles a al menos unos cuantos farmacos cuando se ensayan
en el medio de cultivo celular basado en extracto de sangre.

Se registra la intensidad total de fluorescencia, el tamario celular, la circunferencia de la superficie celular, asi como
parametros morfologicos tales como la circularidad, el diametro de Feret, para el analisis de contenido elevado
(HCA) posterior. Si las medidas de la distribucion del ciclo celular son necesarias, las células se someten a una
combinacioén de tratamiento de permeabilizacion y de fijacion, tal como el tratamiento con detergente combinado con
reticulacion con aldehido. En la practica, se afiade una mezcla de formaldehido y Nonidet P-40 a las placas de
farmacos tefiidas de manera fluorescente que produce una concentracion del 1y 0,1%, respectivamente. Las placas
se someten a formacién de imagenes de nuevo mediante el uso de los parametros que se emplearon previamente
para el registro de las células muertas. El colorante fluorescente que en la primera ronda detectd las células muertas
basandose en la tincién del ADN en células con una permeabilidad de membrana comprometida se usa en la
segunda ronda para medir el contenido de ADN total en todas las células. La combinacioén de la distribucion del ciclo
celular, la viabilidad celular y los datos de la morfologia celular detallada proporcionan un grupo valioso de
informacion para caracterizar el efecto de un farmaco particular sobre las células tumorales primarias. Por ejemplo,
la parada del ciclo celular, o el redondeo de las células adherentes, proporcionan criterios de valoracién de la
toxicidad alternativos, mas sutiles, en una poblacién de células tumorales en la que el ensayo de viabilidad simple no
mostraria ninguna diferencia.

Ejemplo 3: Comparacion con medios de cultivo celular clasicos (sensibilidad a farmacos disminuida)

La incubacion de células de carcinoma y de leucemia humanas primarias en medio basado en extracto de sangre y
medio convencional produjo sistematicamente una tasa de supervivencia global mayor y una sensibilidad disminuida
a los efectos citotdxicos de los diferentes farmacos antineoplasicos. (Figura 8).

Ejemplo 4: Comparacion de extractos de sangre de origen humano, bovino y porcino

Se generaron extractos de sangre a partir de sangre recién recogida de cerdos o terneros recién sacrificados. La
sangre se recogio en condiciones estériles y se procesaron como se describio en el Ejemplo 1.

Los ensayos paralelos mediante el uso de células de carcinoma humanas primarias recién aisladas mostraron
patrones de sensibilidad a farmacos comparables. Las células de leucemia humanas primarias mostraron una
supervivencia un poco mejor en los extractos de sangre humana para algunos de los farmacos. Estos datos sugieren
que se pueden llevar a cabo de manera eficaz ensayos de cribado de farmacos de alto rendimiento con células de
carcinoma humanas primarias de ascitis o derrame pleural mediante el uso de un extracto de sangre de origen
animal, mientras el ensayo del patron de sensibilidad a farmacos de las células de pacientes humanos de leucemia
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se deberia llevar a cabo en un extracto de sangre de origen humano. (Figura 9).
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de cultivo celular para cultivar células humanas que comprende un material de sangre completa anti-
coagulada de origen mamifero, en el que las células presentes en la sangre se rompen y los restos insolubles de las
células lisadas se eliminan, el contenido de iones del medio se restablece para que coincida con el de la fraccion
extracelular del material de partida de sangre completa, el contenido y/o la composicion de nutrientes de peso
molecular bajo (< 3000 Dalton) es basicamente el mismo que el de un medio de cultivo celular convencional, se
restablece la capacidad reductora del medio, y en el que el nivel de hemoglobina es de 8 a 16 g/dl.

2. El medio de cultivo celular segun la reivindicacion 2, en el que la sangre es de origen humano.

3. El medio de cultivo celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el contenido y/o la
composicion de nutrientes de peso molecular bajo (< 3000 Dalton) es basicamente el mismo que el de un medio de
cultivo celular convencional seleccionado preferiblemente del grupo que consiste en RPMI, DMEM, e IMDM.

4.  El medio de cultivo celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la capacidad reductora del
medio se restablece mediante la adicion de glutation reducido.

5. El uso de un medio de cultivo celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para cultivar células
humanas.

6. Un método para la preparacion de un medio de cultivo celular para cultivar células humanas, que comprende
(a) proporcionar sangre de mamifero anti-coagulada como material de partida de una muestra de sangre;
(b) romper mecanicamente las células presentes en la sangre;
(c) eliminar los restos insolubles de las células lisadas;

(d) el contenido de iones del medio se restablece para que coincida con el de la fraccion extracelular del
material de partida de sangre completa;

(e) el contenido y/o la composiciéon de nutrientes de peso molecular bajo (< 3000 Dalton) del medio se ajusta
respecto de un medio de cultivo celular convencional; y

() se restablece la capacidad reductora del medio.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que la ruptura mecanica de las células se consigue congelando la
sangre completa o mediante ultrasonidos, homogeneizador eléctrico de cuchillas o prensa de French.

8. El método segun la reivindicacion 6 6 7, en el que la eliminacién de los restos insolubles de las células lisadas
se consigue mediante ultracentrifugacion o filtracion mecanica.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que el contenido y/o la composicion de
nutrientes de peso molecular bajo se ajusta mediante didlisis, y el medio de cultivo celular convencional se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en RPMI, DMEM, e IMDM.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en el que la capacidad reductora del medio se
restablece mediante la adicion de glutation reducido.

11.  Un medio de cultivo celular para cultivar células humanas, obtenido mediante el método segun cualquiera de
las reivindicaciones 6 a 10.
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Vista esquematica de la produccion de un medio

de cultivo celular basado en extracto de sangre
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Disefio de la placa de 384 pocillos basica:
30 farmacos en diluciones en cuatro etapas por
triplicado
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Sensibilidad de las células DLBL a 30 farmacos citotéxicos diferentes tal como se
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8,33mcg/ml 69,ddmcg/ml 41,66mcg/ml 0,833 mcg/ml 4,166mcg/ml 33,33mcg/ml |

cortes confocales que corresponden a una informacién de 10,31 gigapixeles

Células vivas - amarillo
Células muertas - azul

4 diluciones de farmacos diferentes por triplicado

Fig. 2
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FARMACOS
5-Fluorouracilo
6-Mercaptopurina
Actinomicina-D
Asparaginasa
Bevacizumab
Bleomicina
Bortezomib
Carboplatino
Clorambucilo
Cisplatino
Cladribina
Ciclofosfamida
Arabindsido de citosina
Daunorrubicina
Docetaxel
Doxorrubicina
Epirrubicina
Etopésido
Fludarabina
Gemocitabina
Hidroxiurea
Ifosfamida
Metotrexato
MG-132
Mitomicina C
Oxaliplatino
Paclitaxel
Prednisolona
Estreptozotocina
Topotecan
Vinblastina
Vincristina

Concentracion maxima
41,66 pg/ml
69,44 pg/mi
0,416 pg/mi
4,166 Ul/ml
41,66 pg/ml
25 Ul/ml
0,833 pg/mi
8,33 pg/ml
83,33 pg/mi
8,33 pg/ml
0,833 pg/mi
33,33 pg/ml
83,33 pg/mi
4,166 pg/ml
33,33 pg/ml
1,66 pg/ml
1,666 pg/ml
16,66 pg/ml
20,833 pg/ml
50 pg/ml
41,66 pg/ml
33,33 pg/ml
20,833 pg/ml
8,33 pg/ml
0,55 pg/ml
4,166 pg/ml
5 pg/mi
16,66 pg/ml
41,66 pg/ml
0,0833 pg/ml
0,833 pg/mi
0,4166 pg/ml
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Adenocarc. de pulmoén Carc. de mama Carc. de ovario

o = m
m e Ul @0

5-Fluorouracilo
6-Mercaptopurina
Actinomicina-D
Asparaginasa

5-Fluorouracilo
6-Mercaptopurina
Actinomicina-D
Asparaginasa

5-Fluorouracilo
6-Mercaptopurina
Actinomicina-D
Asparaginasa

Bleomicina Bleomicina Bleomicina
Bortezomib Bortezomib i
Carboplatino Carboplatino g‘;?fg‘}g{'iﬁo
Clorambucilo Clorambucilo Cloranribucilo
Cisplatino Cisplatino Cisplatino
Cladribina Cladribina Cladribina

Ciclofosfamida
Arabinésido de citosina

Ciclofosfamida

Arabindsido de citosina Ciclofosfamida

Arabinésido de citosina

Dacar Dacar Dacar
Daunorrubicina Daunorrubicina Daunorrubicina
Docetaxel Docetaxel Docetaxel
Doxorrubicina Doxorrubicina Doxorrubicina
Epirrubicina Epirrubicina Epirrubicina
Etopdsido Etopdsido Etopdsido
Fludarabina Fludarabina Fludarabina
Gemcitabina Gemcitabina Gemcitabina
Hidroxiurea Hidroxiurea Hidroxiurea
Ifosfamida Ifosfamida Ifosfamida
Metotrexato Metotrexato Metotrexato
Mitomicina C Mitomicina C Mitomicina C
Oxaliplatino Oxaliplatino Oxaliplatino
Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
Pemetrexed Pemetrexed Pemetrexed
Prednisolona Prednisolona Prednisolona
Topotecan Topotecan Topotecan
Vinblastina Vinblastina Vinblastina
Vincristina Vincristina Vincristina

Vinorelbina NABEL
Combinacién

Vinorelbina NABEL
Combinacién

Vinorelbina NABEL
Combinacién

Fig. 3

Leucemia mieloide aguda

5-Fluorouracilo
6-Mercaptopurina
Actinomicina-D
Asparaginasa
Bleomicina
Bortezomib
Carboplatino
Clorambucilo
Cisplatino
Cladribina
Ciclofosfamida
Arabindsido de citosina
Dacar
Daunorrubicina
Docetaxel
Doxorrubicina
Epirrubicina
Etopodsido
Fludarabina
Gemcitabina
Hidroxiurea
Ifosfamida
Metotrexato
Mitomicina C
Oxaliplatino
Paclitaxel
Pemetrexed
Prednisolona
Topotecan
Vinblastina
Vincristina
Vinorelbina NABEL
Combinacién

Fig. 4
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Leucemia linfoide cronica

5-Fluorouracilo
6-Mercaptopurina
Actinomicina-D
Asparaginasa
Bleomicina
Bortezomib
Carboplatino
Clorambucilo
Cisplatino
Cladribina
Ciclofosfamida
Arabinésido de citosina
Dacar
Daunorrubicina
Docetaxel
Doxorrubicina
Epirrubicina
Etopdsido
Fludarabina
Gemcitabina
Hidroxiurea
Ifosfamida
Metotrexato
Mitomicina C
Oxaliplatino
Paclitaxel
Pemetrexed
Prednisolona
Topotecan
Vinblastina
Vincristina
Vinorelbina NABEL
Combinacion

Fig. 5

Mapa auto-organizado del patron de sensibilidad a farmacos de 216
tumores humanos primarios frente a 34 farmacos citostaticos
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140 ~4=~ 6 Clorambucilo

120

% DE SUPERVIVENCIA

N
o

0.00001  0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 = 26 Vincristina

—
o
=3

80

60

B
o

PATRON DE SENSIBILIDAD A FARMACOS DE LA

MUESTRA SH11 DE CARCINOMA DE OVARIO PRIMARIO ~#~ 2 Doxorrubicina
~— 3 Vinblastina

=== T Cladribina
— =8 Hidroxiurea
—— 9 Topotecan
10 6-Mercaptopurina
11 Bleomicina
12 Gemcitabina
13 Arabindsido de citosina
14 Epirrubicina
15 5-Fluorouracilo
16 Oxaliplatino
«= 17 Fludarabina
~ 18 Paclitaxel
~+~ 19 Actinomicina-D
- 20 Bortezomib
s 21 Docetaxel
~ 22 Etopésido
0 & —— 25 Daunorrubicina

pABC —— 27 Ifosfamida
@~ 29 Vinorelbina NABEL

Fig. 7

Supervivencia de células de LMA primarias en medio basado en sangre
humana frente a IMDM después de 72 horas de tratamiento con farmacos

1000 -
—=a— Actinomicina D Extracto de SANGRE
100 - ---@--- Actinomicina D IMDM
——a—— Daunorrubicina Extracto de SANGRE
10 -
---4--- Daunorrubicina IMDM
1
—e— Etopdsido Extracto de SANGRE
0,1 ---e--- Etopésido IMDM
0,01 : : ‘
0,00000010,000001 0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10
Concentracion de farmaco expresada como pABC = (ABC in vitro / ABC in vivo)

Fig. 8
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