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DESCRIPCION
Método para predecir y monitorizar la respuesta clinica a terapia inmunomoduladora
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método/kit adecuado para llevar a cabo una monitorizaciéon cuantitativa de la
respuesta especifica de diferentes pacientes a farmacos inmunomoduladores.

Antecedentes de la invencion

Hay muchas enfermedades en las que el principal elemento patégeno es la inflamacion cronica progresiva. A
diferencia del tratamiento de los brotes de inflamacion aguda, que se controlan facilmente con el control clinico
actual, el verdadero caballo de batalla de estas enfermedades es detener o revertir el proceso de inflamacion crénica
y la destruccion progresiva del tejido que siguen a los brotes agudos sucesivos, con la consiguiente disfuncion
organica o destruccion de los érganos afectados con muchos ejemplos clinicos en este contexto, como variantes de
esclerosis multiple progresiva, artritis reumatoide, rechazo de trasplantes y muchos otros.

La inflamacion crénica estda asociada con muchas enfermedades humanas, incluidas las enfermedades
autoinmunitarias, la aterosclerosis, el cancer y la degeneracion, entre otras. La respuesta inflamatoria, cualquiera
que sea la causa, su proposito es eliminar la causa o devolver un tejido a un estado homeostatico, ya esté
provocado el mal funcionamiento por una sobrecarga en el tejido o en el érgano. Si las causas fueron transitorias
(como después de un traumatismo o determinadas infecciones), normalmente se produce una resolucion del
fendmeno inflamatorio, pero si la causa es persistente o el sistema inmunitario no puede detener la respuesta
iniciada, la respuesta perjudicial mantenida induce una secuencia de cambios en el sistema inmunitario y en la
homeostasis del tejido afectado, que se han denominado en general inflamacién crénica. Esto es tipico de las
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades cuya principal base patégena es la inflamacién debida a un mal
funcionamiento del sistema inmunitario innato o mecanismos de tolerancia (enfermedad de Crohn) o estimulos
inmunitarios constantes (asma innata, rechazo de 6rganos trasplantados). En estos casos, nuestras respuestas
adaptativas fisioldgicas que supuestamente ofrecian un beneficio a corto plazo para eliminar el ataque y reparar el
tejido, se vuelven inadaptadas para convertirse en crénicas e inducir cambios destructivos en el tejido, a través de la
aparicion de fibrosis. La fibrosis es simplemente una respuesta derivada de una adaptacion repetida a un intento de
entorno adverso (provocado por cualquier motivo), que provoca un fuerte estrés en el tejido, una homeostasis y una
funcion alteradas, lesiones y, por tanto, una necesidad de reparacion constante.

La inflamacién crénica es un fendomeno dificilmente reversible que provoca lesiones incapacitantes o enfermedades
organicas especificas. La contribucion real de los farmacos inmunosupresores/inmunomoduladores en
enfermedades con un sustrato inflamatorio o inmunolégico e inflamacién crénica asociada es restablecer el equilibrio
en el sistema inmunitario o el estado inflamatorio de los pacientes, revirtiendo el proceso y facilitando el desarrollo
de mecanismos de reparacion del tejido fisioldgico.

Hay disponible una gran cantidad de medicamentos considerados como inmunosupresores e inmunomoduladores
en medicina clinica con diversas aplicaciones terapéuticas. Estos se utilizan en trasplantes, enfermedades
infecciosas, enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias, entre otras. Se ha demostrado ampliamente la eficacia
de estos farmacos para controlar los brotes agudos de estados inflamatorios. Por el contrario, cuando el fenémeno
inflamatorio esta entrando en un estado de cronificacion o ya ha alcanzado esta fase, solo algunos de estos
farmacos y combinaciones de farmacos son Utiles y, en general, solo puede considerarse un éxito parcial.

En la mayoria de los estados de tipo inflamatorio, el verdadero desafio es la inflamacion crénica y la fibrosis final. En
los Ultimos afos, un enfoque terapéutico basado en directrices clinicas y en evitar acontecimientos adversos
evidentes en pacientes propensos a ellos, ha sido suficiente para controlar los brotes inflamatorios agudos. Esto se
basa en el hecho de que todos los farmacos inmunosupresores son bastante eficaces en la inflamacién aguda, de
modo que no hay necesidad de un “ajuste fino” de la seleccion de farmacos. Pero teniendo en cuenta que los
farmacos inmunosupresores/inmunomoduladores son solo parcialmente eficaces en la prevencion y el tratamiento
de estados croénicos, se necesita un enfoque mas sélido para la seleccion de la combinacion de farmacos mas
adecuada. Actualmente, tal como se explicara mas adelante, no existe una herramienta de eficacia/potencia para
anticipar qué farmacos seran mejores para cada paciente, en un ambito clinico que necesita con urgencia una mejor
metodologia para ayudar al médico a tomar la decisién de qué farmacos/combinaciones deben usarse para tratar a
cada paciente especifico.

Fue solo a través del descubrimiento, la evolucién y el uso rutinario de los farmacos inmunosupresores que la
supervivencia aumento y la calidad de vida mejoré en muchos estados clinicos de base inmunitaria. Sin embargo, a
pesar de estos avances glamurosos, es importante tener en cuenta el mecanismo que subyace a la
inmunosupresion: los inmunosupresores amortiguan el sistema inmunitario del cuerpo, que es esencial para la vida,
de modo que resulta critico intentar un equilibrio entre la eficacia para tratar el estado clinico y no disminuir
demasiado la funcién inmunolégica, de modo que puedan aparecer acontecimientos adversos graves (infecciones y
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cancer).

Los inmunosupresores seleccionan como diana varias células del sistema inmunitario que muestran las siguientes
caracteristicas:

— Son células que circulan por la sangre, residentes en los tejidos o de 6rganos linfoides.

— Estan representadas en lo que se denomina “PBMC” (peripheral blood mononuclear cells, células
mononucleares de sangre periférica) convencionales de laboratorio, faciles de obtener a partir de muestras
de sangre.

— Son células capaces de ser “activadas” con varios estimulos que se denominan “sefiales de peligro” en
general: en las infecciones son microorganismos y moléculas de virus, en la autoinmunidad es un
autoantigeno, en el trasplante es el tejido alogénico que impulsa esta activacion, y en otros estados es un
mal funcionamiento del sistema inmunitario innato o el fallo de los mecanismos de tolerancia.

— Después de la activacion, entran en una fase de expansion clonal rapida, en la que se dividen
exponencialmente.

— Las células tras la proliferacion activadas resultantes circulan hasta el tejido diana y entran en una fase
efectora de ataque, como linfocitos citoliticos o células formadoras de anticuerpos.

Los inmunosupresores, en diferentes puntos de las cascadas bioquimicas que siguen a la activacion, inhiben la
expansion clonal, impidiendo asi que un gran ndmero de células efectoras articulen un ataque a los tejidos diana.
Sin embargo, es esencial comprender que no todos los pacientes responden de la misma manera a cada
inmunosupresor. Con estas diferencias, no solo se encuentran diferencias farmacocinéticas sino también diferencias
farmacodinamicas importantes. Esto significa que hay diferencias en la respuesta de PBMC de diferentes personas
a los inmunosupresores, probablemente basado en el genotipo y las causas epigenéticas. En este sentido, el
complejo de HLA especifico y otros factores de cada paciente (genotipo), asi como el perfil inmunitario especifico en
un determinado punto de tiempo (epigenético/fenotipo), influyen fuertemente en la respuesta a los
inmunosupresores.

Los regimenes de inmunosupresion varian desde simples tratamientos de monoterapia hasta combinaciones muy
complejas que implican la administracion de cécteles que combinan hasta 4-5 farmacos diferentes, como modo de
garantizar una eficacia maxima de la inmunosupresion. Actualmente, no hay un modo personalizado de determinar
qué farmacos o combinaciones de farmacos son mas apropiados para cada paciente. La decision de qué farmacos
usar para un determinado paciente se basa Unicamente en dos factores:

1) Directrices clinicas: un panel de expertos considera y revisa un resumen de ensayos clinicos realizados
con inmunosupresores para redactar recomendaciones, que indiquen los tratamientos de primera vy
segunda linea. Esto se basa solo en los resultados de ensayos clinicos, lo que implica resultados
estadisticos agrupados de varias cohortes de pacientes en una variedad de paises, edades, momentos
después del inicio de la enfermedad, enfermedad subyacente y estado inmunitario. Por tanto, es valido para
recomendaciones generales, pero las directrices clinicas no son herramientas para determinar cual de los
tratamientos seria mejor para un paciente especifico con un estado y un perfil inmunolégico especificos.

2) Acontecimientos adversos frecuentemente asociados con farmacos. Los médicos eligen farmacos con un
perfil de acontecimientos adversos compatible con la situacion bioldgica y funcional del paciente (como la
funcién hepatica, el estado cardiovascular, etc.). Existen herramientas clinicas para abordar este problema
que funcionan adecuadamente para el objetivo.

Este control clinico claramente carece de una herramienta para determinar la potencia (eficacia) de los farmacos
inmunosupresores sobre las células inmunitarias de los pacientes, que en realidad son las células diana de los
inmunosupresores/inmunomoduladores. Este “ensayo de potencia” identificaria aquellos inmunosupresores que
pueden ser mas eficaces para cada paciente en un determinado punto de tiempo. Se necesita un ensayo funcional
porque no es posible anticipar, por ejemplo, basandose Unicamente en estudios farmacogenéticos, cual sera el
efecto de las terapias inmunomoduladoras sobre las células del sistema inmunitario de un paciente especifico. Con
las diferentes respuestas de los inmunosupresores, hay muchos factores (genéticos, epigenéticos, etc.) que
combinados solo pueden abordarse de manera suficiente con ensayos bioldgicos funcionales que aborden el “perfil
de respuesta inmunitaria” final del paciente en un determinado punto de tiempo. Los regimenes de tratamiento
deben cambiarse a lo largo de la vida del paciente porque la eficacia del tratamiento varia con el tiempo a medida
que el perfil inmunoldgico evoluciona con el tiempo en las fases posteriores del estado clinico (algo similar a la
resistencia a los antibiéticos con infecciones que se prolongan en el tiempo).

El documento WO 2013/025543 A1 describe chips celulares para someter a prueba la toxicidad de medicamentos in
vitro y un método de preparacion de los mismos que comprende inmovilizar células en una matriz biolégica
tridimensional (3D) de, por ejemplo, colageno, Matrigel y alginato.

El documento US 2015/101070 A1 describe un método de examen para seleccionar agentes antineoplasicos
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especificos del paciente que reflejen propiedades genéticas individuales para el desarrollo del campo médico
personalizado. Se mezclan células cancerosas aisladas de tejidos tumorales de un paciente en hidrogel (gel de
alginato), se someten a un cultivo tridimensional sobre un micropilar y las células cancerosas en cultivo
tridimensionales se exponen a un farmaco candidato.

El documento US 2010/056390 A1 proporciona un sistema de cultivo celular tridimensional que comprende uno o
mas tipos de células de interés incorporados en un hidrogel natural o sintético (por ejemplo, un hidrogel basado en
alginato). Las células incluyen células primarias derivadas del paciente. El sistema se usa para someter a prueba las
respuestas celulares a farmacos.

Actualmente, no hay ningin modo de determinar cual es el mejor esquema de inmunosupresores para cada
paciente, sino por prueba y error: los médicos comienzan con algunos de los farmacos de primera linea y si el
estado clinico no mejora o incluso empeora, cambian a farmacos de segunda linea. Este enfoque de prueba y error
conlleva un gran riesgo para el paciente porque, si se produce un error, puede conducir a inflamacion crénica
irreversible y fibrosis del tejido. Para aquellos pacientes que deben seguir una terapia de inmunosupresion durante
largos periodos de tiempo, la eficacia mejoraria y los efectos secundarios podrian reducirse significativamente si se
usara un enfoque racional en la seleccion del tratamiento 6ptimo para las necesidades especificas del paciente
(tratamiento personalizado). Esto podria ser posible solo mediante la determinacion de los efectos de diferentes
terapias y combinaciones de terapias en el “perfil de respuesta inmunitaria” del paciente y la monitorizacion de la
evolucion a lo largo del tiempo, de modo que los ajustes de la medicacién podrian realizarse en consecuencia. Sin
embargo, dado que no existe una solucién disponible para hacerlo, el enfoque personalizado es imposible en la
actualidad.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona una solucién al problema mencionado anteriormente al proporcionar una
herramienta/método para determinar la eficacia de farmacos inmunosupresores y/o inmunomoduladores sobre las
células inmunitarias de los pacientes, que en realidad son las células diana de los
inmunosupresores/inmunomoduladores. En este sentido, la presente invencion describe un ensayo bioldgico in vitro
que proporcionara una funcionalidad esencial para el control clinico global de pacientes que necesitan tratamiento
con inmunosupresores o inmunomoduladores, principalmente para el tratamiento de estados crénicos de base
inmunitaria. En particular, un inmunobiograma para ayudar a los médicos clinicos en la determinacion de la
combinacién/posologia 6ptima de los farmacos inmunosupresores/inmunomoduladores para tratar la inflamacion al
tiempo que reduce el riesgo de cronificacion del estado y permite una reduccion de los efectos secundarios no
deseados de una inmunosupresion ineficaz (evitar la sub/sobreinmunosupresion).

A este respecto, una muestra de sangre extraida de un sujeto, en particular un sujeto humano, mediante
venopuncion se procesara para extraer las PBMC (por ejemplo, tal procesamiento de muestras puede realizarse
mediante procedimientos regulares ampliamente usados en laboratorios clinicos). Estas PBMC se estimularan para
la proliferacién in vitro y separacion en diferentes fracciones. Cada fraccion se sometera (cultivo celular) a una
combinacién/posologia diferente de farmacos inmunosupresores/inmunomoduladores (ensayo de potencia IMS). Las
fracciones de PBMC cultivadas en estas condiciones diferentes permiten una titulacién de la proliferacién con cada
farmaco inmunosupresor/inmunomodulador y sus combinaciones, que es una medida de la potencia de estos
farmacos sobre las células diana en cada paciente especifico evaluado. Los resultados del analisis generaran un
informe analitico que incluye: a) una jerarquia de farmacos inmunosupresores/inmunomoduladores y combinaciones
en orden de potencia inhibidora sobre las células diana del paciente especifico y b) recomendaciones para el ajuste
de la terapia de manera individualizada para cada paciente.

Breve descripcion de las figuras.

Figura 1. Disefio de protocolo de placa de 6 pocillos (véase el ejemplo 1). CsA = ciclosporina A; ug/d = microgramos
por disco; C + = control positivo (PBMC estimuladas con perlas Dynabead) C- = control negativo (PBMC no
estimuladas).

Figura 2. Imagen de placa de 6 pocillos con luz visible (camara Sanyo S1070 y E1075) del ensayo de difusion en
disco con un disco cargado con ciclosporina A. Resultados en agarosa al 0,5% (A) y colageno al 0,3% (B).

Figura 3. Imagen de placa de 6 pocillos con luz ultravioleta obtenida bajo exposicion a lampara ultravioleta en un
sistema de obtencién de imagenes con luz en gel UVitec Geldoc con software Uvidoc. Resultados en agarosa al
0,5% (A) y colageno al 0,3% (B).

Figura 4. Imagen de cuantificacion fluorescente obtenida con un lector de fluorescencia de microplacas (lector de
microplacas multimodal PHERAstar® FSX de BMG LABTECH). Lectura superior, con las longitudes de onda de
excitacion y emision ajustadas a los requisitos de resazurina. Resultados en agarosa al 0,5% (A) y colageno al 0,3%

(B).

Figura 5. Imagen de cuantificacion fluorescente obtenida con un lector de fluorescencia de microplacas (lector de
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microplacas multimodal PHERAstar® FSX de BMG LABTECH). Lectura superior, con las longitudes de onda de
excitacion y emision ajustadas a los requisitos de resazurina. Resultados en agarosa al 0,5% (A) y colageno al 0,3%
(B). (Figura en escala de grises).

Figura 6. Inhibicion de ciclosporina A dependiente de la dosis de PBMC activadas humanas en un ensayo de
difusion en disco. Resultados en agarosa al 0,5% (A) y colageno al 0,3% (B). URA = unidades relativas de area.

Figura 7. Sefial fluorescente de reduccion de resazurina como cuantificacion de proliferacion/viabilidad celular de
PBMC activadas con perlas Dynabead con Ac anti-CD3/CD28 en diferentes matrices de hidrogeles durante 5 dias.
MC: metilcelulosa (Clonacell), Colg: colageno, Agrs: agarosa, Pept: péptido de autoensamblaje (Biogelx), URF-UV:
Unidades relativas de fluorescencia con radiacion ultravioleta.

Figura 8. Sefial fluorescente de reduccion de resazurina como cuantificacion de proliferacion/viabilidad celular de
PBMC activadas con perlas Dynabead con Ac anti-CD3/CD28 en matrices de hidrogeles de colageno en diferentes
porcentajes después de 24 o 48 h de incubacion.

Figura 9. Sefial fluorescente de reduccion de resazurina como cuantificacion de proliferacion/viabilidad celular de
PBMC activadas con perlas Dynabead con Ac anti-CD3/CD28 en matrices de hidrogeles de agarosa en diferentes
porcentajes después de 24 o 48 h de incubacion.

Figura 10. Ensayo de dilucién de liquido en microplaca de ciclosporina A. Inhibicion dependiente de la dosis de la
proliferacion de PBMC estimuladas. CsA = ciclosporina A; C + = control positivo (PBMC estimuladas con perlas
Dynabead); C + = control negativo (PBMC no estimuladas).

Figura 11. Calculo de la concentracion inhibidora al 50% (Clso) del ensayo de dilucion de liquido en microplaca de
ciclosporina A.

Figura 12. Cuantificacion de halos inhibidores dependientes de la dosis del ensayo de difusion en disco de agarosa
al 0,5% de diferentes farmacos inmunosupresores. CsA = ciclosporina A (inhibidor de calcineurina); Ever
everolimus (inhibidor de mTOR), AMF = acido micofendlico (inhibidor de la sintesis de ADN), Met-Pred
metilprednisolona (glucocorticoide).

Figura 13. Efecto dependiente de la dosis de diluciones en serie de inmunosupresores sobre PBMC humanas
activadas. C + = control positivo (PBMC estimuladas con perlas Dynabead) C- = control negativo (PBMC no
estimuladas).

Figura 14. Efecto dependiente de la dosis de las diluciones en serie del inmunosupresor sirolimus sobre las PBMC
humanas activadas de dos voluntarios humanos diferentes (PBMC Hu 1 y 2). C + = control positivo (PBMC
estimuladas con perlas Dynabead) C- = control negativo (PBMC no estimuladas).

Figura 15. Efecto dependiente de la dosis de diluciones en serie de inmunosupresores (tacrolimus, sirolimus,
everolimus) sobre PBMC humanas activadas sobre PBMC humanas.

Figura 16. La titulacion de los discos cargados de inmunosupresores afecta a diferentes dosis sobre las PBMC
activadas humanas, incluidas en el hidrogel de copolimero de colageno-metilcelulosa en microplaca de 48 pocillos
(A). El efecto de gradiente de los discos cargados con 20 6 50 microgramos de inmunosupresores dentro de los
pocillos se midio y representoé en funcion de la distancia desde la posicion del disco (B). C +: control positivo (PBMC
estimuladas con perlas Dynabead); C-: control negativo (PBMC no estimuladas); MPA = acido micofendlico; CpA =
ciclosporina A; TAC: tacrolimus; MTP. Metilprednisolona, SIR: sirolimus; EVE = everolimus. URF: unidades relativas
de fluorescencia.

Figura 17 Representacion del efecto del gradiente inhibidor de diferentes farmacos inmunosupresores sobre dos
donantes humanos de PBMC diferentes (grafico superior e inferior) incluidos en el hidrogel de copolimero de
colageno-metilcelulosa. C +: control positivo (PBMC estimuladas con perlas Dynabead); C-: control negativo (PBMC
no estimuladas); MPA = acido micofendlico; CpA = ciclosporina A; TAC: tacrolimus; MTP. Metilprednisolona, SIR:
sirolimus; EVE = everolimus.

Figura 18. Ejemplo de representacion de disefio grafico de microplacas con diferente magnitud de la longitud de
canales. Todos los numeros se refieren a valores métricos de longitud, anchura y altura de elementos externos e
internos de la microplaca, en unidades de milimetros. Disefio de placa opcional con una longitud de canales de
3,4 mm.

Figura 19. Representacion de la evolucion de la difusion en un hidrogel que evalia un Unico eje espacial.
Representacion grafica de las diferencias de concentracion (Ca, Cb) en dos puntos espaciales diferentes (Xa, Xb)
como resultado de la difusion del soluto en un hidrogel (A). Representacion grafica de un gradiente de difusién como
la pendiente de la curva que representa una variacion de la concentracion de soluto en funcién del incremento de la
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distancia (B).
Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivados celulares de la sangre” se entiende como una
poblacion de leucocitos totales, células mononucleares de sangre periférica o cualquier subpoblacion especifica de
PBMSc tales como, pero sin limitarse a, linfocitos T, células T reguladoras (Treg), NK (linfocitos citoliticos naturales),
macrofagos o linfocitos B.

Tal como se usa en el presente documento, el término “disoluciéon de colageno de cultivo celular’ se entiende como
un medio acuoso que comprende sales y factores nutricionales adecuados para mantener la viabilidad de las PBMC
y un porcentaje de colageno por debajo del 0,5% p/v, preferiblemente igual o inferior al 0,3% p/v.

Tal como se usa en el presente documento, el término “disolucion de agarosa de cultivo celular’ se entiende como
un medio acuoso que comprende sales y factores nutricionales adecuados para mantener la viabilidad de las PBMC
y un porcentaje de agarosa igual o inferior al 1% p/v, preferiblemente inferior o igual al 0,5% p/v.

El término “aproximadamente” en referencia a un valor numérico significa +/- 20% de ese valor numérico. El término
“aproximadamente” en referencia a un valor numérico también incluye +/- 10% de ese valor numérico. El término
“aproximadamente” en referencia a un valor numérico también incluye +/- 5% de ese valor numérico. El término
“aproximadamente” en referencia a un valor numérico también incluye +/- 1% de ese valor numérico.

Los términos “comprende” y “que comprende” se usan en sentido abierto e inclusivo, lo que significa que pueden
incluirse elementos adicionales. El término “comprende” también abarca y puede usarse indistintamente con los
términos “consiste en” y “consiste esencialmente en”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “farmaco o compuesto inmunomodulador” se entiende como
cualquier compuesto quimico (incluido cualquier compuesto organico, proteinas recombinantes o no, anticuerpos,
citocinas o cualquier terapia avanzada, incluidos productos terapéuticos celulares, productos génicos y cualquier
derivado) capaz de inducir, aumentar, reducir o dirigir la respuesta inmunitaria. Los ejemplos de farmacos
inmunomoduladores son glucocorticoides (dexametasona, prednisona, prednisolona, metilprednisolona, cortisona,
hidrocortisona, triamcinolona, budesonida, etc.), inhibidores de la calcineurina (ciclosporina A, tacrolimus, etc.),
inhibidores de mTOR (sirolimis, everolimds y analogos), inhibidores de citocinas/interleucinas (rilonacept,
secukinumab, anakinra, isekizumab, tocilizumab, reslizumab, canakinumab, mepolizumab, basiliximab, siltuximab,
daclizumab, faralimomab, elsilimomab, lebrikizumab, mepolizumab, etc.), antimetabolitos (metotrexato, azatioprina,
acido micofendlico, leflunomida, terflunomida, etc.), inhibidores de TNF-a (etanercept, infliximab, certolizumab,
golimumab, adalimumab, infliximab, pegsunercept, etc.), interleucinas recombinantes (proleucina, oprelvekina, etc.),
dianas de CTLA-4 (abatacept, belatacept, ipilimumab, tremelimumab, etc.), dianas de PD1/PDL-1 (nivolumab,
pembrolizumab, etc.), dianas de CD40/C40L (teneliximab, toralizumab), terapia celular (células madre
mesenquimatosas, células T reguladoras, células dendriticas, etc.) y otros (lenalidomida, pomalizumab, talidomida y
derivados, apremilast, etc.)

Tal como se usa en el presente documento, el término “farmaco o compuesto inmunosupresor” se entiende como
cualquier compuesto organico, recombinante o no proteinas, anticuerpos, citocinas o cualquier terapia avanzada,
incluidos productos terapéuticos celulares, productos génicos y cualquier derivado capaz de dirigir la respuesta
inmunitaria a través de reduccion de la activacion de las células inmunitarias, proliferacion y/o inhibicién de las
respuestas efectoras.

Tal como se usa en el presente documento, el término “gradiente de farmaco inmunomodulador” se entiende como
un comportamiento de distribucién de sustancias descrito por las leyes de difusion de Fick, en el que el soluto se
movera desde una region de alta concentracion hasta una region de baja concentracion a través de un gradiente de
concentracion espacial en estado liquido o semisolido (primera ley) de manera dependiente del tiempo (segunda
ley). La primera ley de Fick:

dp

J—z‘
dx

donde

J es el “flujo de difusion”, cuya dimension es la cantidad de sustancia por area unitaria por tiempo unitario, de modo
que se expresa en unidades tales como mol m?s™. J mide la cantidad de sustancia que fluira a través de un area
unitaria durante un intervalo de tiempo unitario.

D es el coeficiente de difusion o difusividad. Su dimensién es el area por tiempo unitario, de modo que las unidades
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tipicas para expresarlo serian m?/s

¢ (para mezclas ideales) es la concentracion, cuya dimension es la cantidad de sustancia por volumen unitario.
Puede expresarse en unidades de mol/m?>.

x es la posicion, cuya dimension es la longitud. Por tanto, podria expresarse en la unidad m.

La segunda ley de Fick:

donde

¢ es la concentracion en dimensiones de [(cantidad de sustancia) de Iongitud'e’], unidad de ejemplo mol/m?;
¢ = ¢(x, ‘t) es una funciéon que depende de la ubicacion x y el tiempo t;

t es el tiempo [s];

D es el coeficiente de difusion en dimensiones de [Iongitud2 tiempo'1]; unidad de ejemplo m%/s

x es la posicion [longitud], unidad de ejemplo m

Tal como se usa en el presente documento, el término “una disolucion de cultivo celular capaz de proporcionar un
hidrogel” se entiende como un medio acuoso que comprende sales y factores nutricionales adecuados para
mantener la viabilidad de las PBMC y un polimero capaz de dar lugar a un material viscoelastico similar a un sélido
que comprende una red reticulada elastica y agua, en el que el agua es el componente principal. Se observa que el
polimero debe ser compatible con la viabilidad de crecimiento 3D (tridimensional) de las PBMC.

Tal como se usa en el presente documento, el término “compuesto de activacion de linfocitos” se entiende como
cualquier sustancia quimica capaz de inducir una respuesta celular linfocitica, tal como proliferaciéon celular,
produccion y/o secrecion de citocinas proinflamatorias, o presentacion en la superficie de la membrana de
receptores o ligandos de proactivacion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpos agonistas anti-CD3 (TCR) y CD28” se entiende
como cualquier anticuerpo capaz de unirse especificamente a CD3 y CD28 humanos ejerciendo un efecto de
activacion equivalente a la unién de los ligandos de membrana fisiolégicos CMH (complejo mayor de
histocompatibilidad) y CD80/86, respectivamente.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ionomicina” se entiende como un ionéforo sintético o
derivado de la bacteria Strepfomyces conglobatu, capaz de elevar el nivel intracelular de calcio (Ca2+) estimulando la
produccion intracelular de linfocitos del interferon, perforina, IL-2 e IL-4. Habitualmente se usa en conjunto con PMA.

Tal como se usa en el presente documento, el término “PMA (miristato-acetato de forbol)’ se entiende como un
compuesto quimico capaz de activar la PKC (proteina cinasa C) y las respuestas de sefalizacion celular
subordinadas que activan las respuestas linfociticas. Por lo general, se usa en combinacién con ionomicina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “lectinas” se entiende como cualquier proteina derivada de
una planta con una alta capacidad de unién especifica a los hidratos de carbono. Capaz de agregar receptores y
ligandos de superficies celulares que inducen la estimulacion cruzada de linfocitos artificiales.

Tal como se usa en el presente documento, el término “superantigenos” se entiende como cualquier antigeno
derivado de bacterias o virus capaz de inducir una activacion inespecifica de células T que da como resultado la
activacion de células T policlonales y la liberacion masiva de citocinas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “lipopolisacaridos (LPS)”, también conocido como lipoglicanos
o endotoxinas, se entiende como moléculas grandes que consisten en un lipido y un polisacarido que se compone
de antigeno O derivado de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, capaz de provocar fuertes
respuestas inmunitarias a través de la activacion de receptores de la superficie de membrana de células inmunitarias
especificas. Tal como se usa en el presente documento, el término “determinantes antigénicos o epitopos” se
entiende como parte de un antigeno que podria ser reconocido por el sistema inmunitario (anticuerpos, células B o
células T).

Tal como se usa en el presente documento, el término “reaccion linfocitica mixta” se entiende como una reaccion de
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ensayo inmunitario celular ex vivo entre dos poblaciones de linfocitos alogénicos (la misma especie pero donantes
genéticamente distintos) que induce la proliferacion de linfocitos y la secrecion de citocinas proinflamatorias en
respuesta a las diferencias del antigeno mayor de histocompatibilidad (CMH de clase | y Il) entre las dos poblaciones
de células.

Tal como se usa en el presente documento, el término “eficacia” se entiende como la capacidad de un farmaco para
producir un efecto sobre las células diana, tal como inducir una respuesta celular diana que consiste en la
modulaciéon de la proliferacion, produccion y/o secrecion de citocinas o factores inmunorreguladores, o la
presentacion en la superficie de la membrana de receptores o ligandos coestimuladores.

Tal como se usa en el presente documento, el término “incrustado dentro del hidrogel” se entiende como las PBMC
activadas, los leucocitos totales o las subpoblaciones especificas de PBMC fijadas en una masa de hidrogel
circundante.

Descripcion

La presente invencion proporciona un método para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente a un
farmaco inmunomodulador que ayudara a los médicos clinicos en la determinaciéon de la combinacion/posologia
6ptima de los farmacos inmunosupresores/inmunomoduladores. Ademas, este método abrira la posibilidad de que
los médicos clinicos realicen los ajustes necesarios en la terapia de inmunosupresion, como un modo para evitar
que tenga lugar realmente un rechazo de drganos. Ademas, este método reducira significativamente los efectos
secundarios de los farmacos inmunosupresores, optimizando el esquema y las dosificaciones terapéuticas,
permitiendo la determinacion del régimen de inmunosupresion mas eficaz a las menores dosificaciones para cada
paciente individualmente y la monitorizacion de la eficacia del tratamiento a lo largo del tiempo, abriendo por tanto el
camino a la personalizacion del tratamiento.

Para comprender correctamente la presente invencion, es importante observar que la titulacién es un método de
laboratorio habitual de analisis quimico cuantitativo que se usa para determinar la concentracién desconocida de un
analito identificado. EI término titulacién podria aplicarse en muchos campos cientificos como la evaluacion de la
variacion cuantitativa del parametro X en funcién de la variacién cuantitativa del parametro Y.

Basandose en esto, en la presente invencion, el término titulacion se entiende como el andlisis cuantitativo del efecto
dependiente de la dosis de un inmunosupresor basado en el gradiente generado en un hidrogel. Alternativamente,
en la presente invencion, el término titulacién también se entiende como la cuantificacion comparativa de los efectos
del gradiente de inmunosupresor sobre las PBMC activadas incrustadas dentro de un hidrogel. En este sentido, es
importante observar que en la presente invencion se titula el efecto (no la concentracion) de los inmunosupresores,
analizando el gradiente espacial formado que inhibe la proliferacién/activacion de las células incrustadas en el
hidrogel.

Con el fin de determinar tal titulacién de los farmacos inmunosupresores, en el método de la presente invencioén, se
controla la dosis del inmunosupresor en la cantidad seca incluida en los discos que se insertan en el hidrogel,
después de insertar los discos en el hidrogel se genera un gradiente de concentracion mediante la difusion del
inmunosupresor y tal gradiente genera un efecto dependiente de la dosis sobre las células incrustadas dentro del
hidrogel, que luego se revela y mide como una sefal de fluorescencia con un fluorimetro.

Es crucial comprender que el método de la invencién no funciona de manera eficaz con cualquier pocillo
convencional de una microplaca, debido al hecho de que las placas de pocillos convencionales de grandes
dimensiones (placas de 6-12 pocillos) no pueden generar datos de seleccion multiple de inmunosupresores y las
placas de pocillos de dimensiones reducidas (de 48 a 1536) no pueden generar un gradiente de inmunosupresor
medible. Solo con pocillos no circulares definidos como pocillos canalizados o canales caracterizados por una
proporcion dimensional en la que uno de los tres ejes espaciales (eje longitudinal) es al menos 4 veces,
preferiblemente al menos 5 veces, preferiblemente al menos 6 veces, mas preferiblemente al menos 7 veces, mas
preferiblemente al menos 8 veces, mas preferiblemente al menos 15 veces, mas largo que el promedio de longitud
de los otros dos ejes que se pudieron conformar en forma de hidrogel, de modo que el hidrogel introducido en el
mismo (en el pocillo canalizado) fue capaz de proporcionar un flujo en gradiente de farmaco medible y estable en el
eje longitudinal del pocillo canalizado descrito. La media o el promedio de longitud de los dos ejes menores se define
como la suma de las longitudes dividida entre 2. Es importante observar que para que se produzca un flujo en
gradiente de farmaco medible y estable en el eje longitudinal del pocillo canalizado descrito, el pocillo canalizado
debe estar completamente cubierto por el hidrogel en su eje longitudinal y debe cubrir al menos el 30% de la altura
del pocillo canalizado.

En este sentido, en el contexto de la presente invencion, “pocillo convencional” se entiende como cualquier pocillo,
incluido en la definicion dimensional de pared cilindrica o cuadrangular equilatera; de fondo redondeado, cénico o
plano; de 1,5 a 35 mm de diametro o lado, de 5 a 20 mm de altura y de 10 a 16.800 ul de volumen total. Los pocillos
convencionales también incluyen procedimientos o dispositivos de microplaca capaces de generar gotas colgantes
de medios de cultivo liquidos o gotas/trozos de hidrogeles que pueden enmarcarse en las dimensiones mencionadas
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de pocillos convencionales.

En los presentes sistemas experimentales, usando pocillos convencionales, y en todos los intentos de cuantificar el
efecto inhibidor dependiente de la dosis de los inhibidores de la ruta de sefializacién de mTOR (inmunosupresores:
sirolimus y everolimus) sobre PBMC humanas estimuladas, no se pudo cuantificar correctamente dicho efecto
inhibidor dependiente de la dosis. El motivo se debié a que a todas las concentraciones sometidas a prueba (incluso
a niveles femtomolares) hubo al menos cierto efecto de nivel inhibidor y a que nunca se alcanzé el control positivo
de proliferacién en ausencia de inmunosupresores. En sistemas experimentales adicionales, usando 96 pocillos
convencionales para titular los inmunosupresores (para analizar cuantitativamente el efecto dependiente de la dosis
de inmunosupresores basandose en el gradiente generado en un hidrogel), en particular mediante la realizacion de
diluciones en serie de los siguientes inmunosupresores: acido micofendlico, ciclosporina A y prednisolona; se
pudieron generar (véase la figura 13) efectos sobre la proliferacion/activaciéon de PBMC que iban desde las células
sin estimulos (referencia de control negativo, linea continua) hasta células estimuladas con perlas Dynabead anti-
CD3/CD28 (control positivo + linea discontinua). De ese modo, para estos inmunosupresores, la titulacion del efecto
dependiente de la dosis fue viable y cuantificable mediante el uso de pocillos convencionales. Sin embargo, las
diluciones en serie de microplacas de 96 pocillos convencionales de los inhibidores de mTOR: sirolimus y
everolimus, tal como se muestra en las figuras 14 y 15, no pudieron generar efectos sobre la proliferacion/activacion
de PBMC que iban desde las células sin estimulos (referencia de control negativo, linea continua) a células
estimuladas con perlas Dynabead anti-CD3/CD28 (control positivo + linea discontinua). En este sentido, en todas las
concentraciones sometidas a prueba, incluso a niveles femtomolares, las PBMC humanas no recuperaron una
capacidad proliferativa comparable con un nivel de control positivo. De ese modo, para algunos inmunosupresores,
en particular para los inhibidores de mTOR, la titulacion del efecto dependiente de la dosis sobre la proliferacion
celular no es viable mediante el uso de pocillos de formatos convencionales y, por tanto, no se podrian obtener
datos cuantificables para titular los efectos farmacoldgicos mediante el uso de pocillos convencionales.

En contraste con los resultados mencionados anteriormente, la titulacion de todos los inmunosupresores sometidos
a prueba usando pocillos canalizados caracterizados como anteriormente, pudo proporcionar un flujo en gradiente
de farmaco medible y estable en el eje mayor del pocillo canalizado descrito que contiene las PBMC humanas
incrustadas dentro del hidrogel, generando asi una titulacion cuantificable del efecto dependiente de la dosis de
estos farmacos después de la generacion de gradiente basada en difusion, incluidos los inhibidores de mTOR
designados como IMS 5y 6, tal como se muestra en la figura 17.

El motivo de esto es que la difusiéon espontanea de una sustancia en un hidrogel depende de varios parametros
como las caracteristicas del soluto (concentracion, tamafio molecular, solubilidad, polaridad, etc.), las caracteristicas
de la red del hidrogel (tamafio de poro, estructura quimica del mondémero, grado de reticulacion, tamafio de malla,
etc.), temperatura, pH, presencia de iones, etc. Esta difusion de sustancias (inmunosupresores) genera un gradiente
de concentracion que ejerce un efecto inhibidor dependiente de la dosis sobre la proliferacion de las células
incrustadas en el hidrogel.

Se produce difusion en agua, pero un gradiente de concentracion estable de una sustancia solo puede medirse en
ausencia o presencia minima de alteracion de fluido debido a fuerzas externas. Los hidrogeles generan una malla
molecular que estabiliza las propiedades fisicas y mecanicas del fluido que contiene el gradiente de compuesto en
curso. En el caso de la presente invencion, se usan hidrogeles biolégicos compuestos por diferentes polimeros para
establecer gradientes de moléculas biolégicas alrededor de células in vitro. Al introducir una concentracioén conocida
de un compuesto (inmunosupresores) dentro del gel, la molécula bioldgica difunde aleatoriamente desde su fuente
hacia el gel formando un gradiente de concentracion sobre las células incrustadas que evoluciona de manera
constante en ambas escalas espacial y temporal cuando oftras variables que afectan al paciente como la
temperatura y las caracteristicas del soluto y el hidrogel son fijas y estables.

Para que tenga lugar tal difusion que forma un gradiente de concentracion, los hidrogeles deben incluirse en los
canales longitudinales, en los que el eje longitudinal es X (X >> Y~Z) y en los que el gradiente se desarrolla
practicamente en una dimensién. En este escenario simplificado de la primera ley de Fick, el gradiente es una
funcién de las concentraciones y la distancia entre puntos espaciales definidos. La derivada de las variaciones de
concentracion espacial infinitamente proximas (dC/dX) corresponde a la pendiente (figura 18). La magnitud del
gradiente es un vector definido por las derivadas parciales de las componentes del sistema de ejes (X, Y, Z).
Ademas, cuando el incremento de distancia (AX = Xa-Xb) es bajo, las diferencias de concentracion entre los puntos
espaciales correspondientes son limitadas y, por consiguiente, el gradiente se reduce o no es detectable en la
practica (figuras 19-B). En compartimentos 3D isométricos reducidos (pocillos circulares pequefios de microplacas,
100-500 ul de volumen), la distancia limitada en los tres ejes espaciales genera una difusion rapida y un gradiente
muy bajo. En los canales apropiados (estrechos y largos) en los que dos de los tres ejes son significativamente
menores que el otro, la difusidn se desarrolla de manera suficientemente constante y lenta a lo largo del eje
longitudinal (X) como para permitir que se cuantifique correctamente un amplio gradiente (figura 17).

Todas estas declaraciones anteriores no son aplicables a la microfluidica.

Por tanto, el gradiente de difusién medible en hidrogeles incluidos en dispositivos de microplaca requiere una
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distribucion espacial en los tres ejes espaciales con al menos un eje con un intervalo de distancia de al menos 4
veces el promedio de los otros dos ejes, definidos como pocillos canalizados o canales. De ese modo, las
microplacas de pocillos circulares y cuadrados equilateros se descartan definitivamente de esta definicion. De esta
manera, los canales longitudinales rectilineos, curvilineos o sinusoidales, o cualquier combinacion de las formas
mencionadas, permiten que pueda generarse un gradiente de concentracion de amplio intervalo, proporcionando asi
un efecto medible dependiente de la dosis sobre las células cultivadas incrustadas dentro del hidrogel. En esta
descripcion, el término longitudinal se define como el eje a lo largo de la direccion de mayor longitud de una figura o
un cuerpo que pasa a través de su centro geométrico de gravedad, rectilinea se define como una forma delimitada
por lineas rectas paralelas, curvilinea se define como una forma que consiste en o esta delimitada por lineas curvas
(falta de rectitud) y sinusoidal se define como una forma similar a o que varia segun una curva sinusoidal u onda
sinusoidal (oscilacion repetitiva).

Por tanto, con el fin de generar una titulacion cuantificable del efecto dependiente de la dosis de farmacos
inmunosupresores, incluidos los inhibidores de mTOR, después de la generacién de un gradiente basado en difusion
en un hidrogel, es obligatorio que el método de la presente invencion use un pocillo canalizado o una microplaca
caracterizada por proporciones dimensionales en las que uno de los tres ejes espaciales (eje longitudinal) es al
menos 4 veces, preferiblemente al menos 5 veces, preferiblemente al menos 6 veces, mas preferiblemente al menos
7 veces, mas preferiblemente al menos 8 veces, mas preferiblemente al menos 15 veces, mas largo que el promedio
de longitud de los otros dos ejes. Un ejemplo de una microplaca util en la presente invencion se muestra en la figura
18 adjunta en el presente documento; en particular, una placa de las siguientes dimensiones: 127,76 + 0,25 mm de
longitud, 85,48 + 0,25mm de ancho y 10-15mm de altura. Los canales incluidos en dicha placa tienen
preferiblemente una longitud entre 20 y 70 mm, una anchura de desde 1 hasta 4 mm y una altura de 7 a 10 mm;
tales canales deben poder contener un volumen de hidrogel por canal de desde 40 hasta 2.800 pl. Es importante
observar que los pocillos canalizados o microplacas Uutiles en la presente invencion excluyen los pocillos canalizados
o microplacas utiles en microfluidica, que se definen por dispositivos en el intervalo de volumen de pocillos de 10
microlitros (ul) a femtolitros (fl) (Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 1153-1182), en este sentido, el pocillo canalizado o las
microplacas utiles en la presente invencion deben poder contener un volumen de hidrogel por pocillo de al menos
40 pl, preferiblemente de 40 pl a 2.800 pl.

Preferiblemente, las microplacas utiles en la presente invencion comprenden una multiplicidad de canales para
retener muestras que van a someterse a ensayo mediante emisiones, transmision o absorbancia de luz,
comprendiendo dicha placa una placa superior que forma las paredes laterales de los pocillos, canales o depdsitos
de muestra, siendo dichas paredes laterales de plastico opaca polimérico, de modo que no puede transmitirse luz
entre canales adyacentes a través de dichas paredes laterales, una lamina inferior fusionada y sellada que forma las
paredes inferiores de los pocillos de muestra, siendo transparentes dichas paredes inferiores para permitir la
transmision de luz a su través, siendo dicha placa inferior una pieza de plastico polimérico compatible con el cultivo
celular, siendo una tapa de placa superior una Unica pieza de plastico transparente unitaria con dimensiones
compatibles para caber en la microplaca descrita.

Las microplacas utiles en la presente invencion pueden fabricarse con cualquier material sin capacidad para afectar
a la viabilidad o activacion de células cultivadas, incluidos, entre otros, poliestireno, polipropileno, policarbonato o
derivados de copolimeros de olefina ciclica.

Al leal saber y entender de los inventores, esta es la primera vez que los pocillos canalizados mencionados
anteriormente se usan en un método para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente a un farmaco
inmunomodulador que ayudara a los médicos clinicos en la determinacion de la combinacién/posologia 6ptima de
inmunosupresores/inmunomoduladores.

Basandose en todos los criterios anteriores, un primer aspecto de la invenciéon se refiere a un método para medir
cuantitativamente la respuesta de un paciente a un farmaco inmunomodulador, comprendiendo el método las
siguientes etapas:

a. activar células mononucleares de sangre periférica (PBMC), leucocitos totales o subpoblaciones especificas
de PBMC tales como linfocitos T, células T reguladoras (Treg), NK (linfocitos citoliticos naturales),
macrofagos o linfocitos B, obtenidos de una muestra biolégica seleccionada de la lista que consiste en
derivados celulares de la sangre o en la sangre del paciente, a través de la incubacién con un compuesto
de activacion de linfocitos seleccionado de la lista consiste en: anticuerpos agonistas anti-CD3 (TCR) y
CD28, ionomicina y PMA (miristato-acetato de forbol), lectinas, superantigenos, lipopolisacaridos (LPS),
determinantes antigénicos o epitopos y a través de una reaccion linfocitica mixta;

b. obtener un hidrogel que comprende a su vez las PBMC activadas, leucocitos totales o subpoblaciones
especificas de PBMC, incrustados dentro del hidrogel en el que el hidrogel esta ubicado en un soporte o
una microplaca que comprende pocillos canalizados o canales caracterizados por tener una proporcion
dimensional en la que los tres ejes espaciales (eje longitudinal) son al menos 4 veces, preferiblemente al
menos 5 veces, preferiblemente al menos 6 veces, mas preferiblemente al menos 7 veces, mas
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preferiblemente al menos 8 veces, mas preferiblemente al menos 15 veces, mas largo que el promedio de
longitud de los otros dos ejes, de modo que el hidrogel es capaz de proporcionar un flujo en gradiente de
farmaco medible y estable en el eje mayor de los pocillos canalizados descritos, en el que los pocillos
canalizados contienen un volumen de hidrogel por canal de al menos 40 pul y en el que el pocillo canalizado
debe estar completamente cubierto por el hidrogel en su eje longitudinal y debe cubrir al menos el 30% de
la altura del pocillo canalizado;

c. poner en contacto el hidrogel de la etapa b) con uno o mas farmacos inmunomoduladores;

d. afadir una disolucién de un compuesto capaz de revelar una zona inhibidora alrededor del sitio de contacto
del farmaco inmunosupresor con el hidrogel; y

e. obtener la cuantificacion del gradiente de farmaco inmunomodulador formado, preferiblemente mediante la
adquisicion de imagenes o la cuantificacion de sefiales (absorbancia, fluorescencia o luminiscencia);

en el que el hidrogel se forma a través de la reticulacion no covalente (hidrogeles fisicos) de cadenas poliméricas, en
el que la fraccion polimérica total representa menos del 5% (5 g/100 ml de hidrogel), y en el que la fraccion
polimérica total consiste en metilcelulosa y colageno, en el que el contenido de metilcelulosa es igual o inferior al 4%
(9/100 ml de hidrogel), preferiblemente inferior o igual al 2% (g/100 ml de hidrogel), y el contenido de colageno es
inferior o igual al 0,3% (g/100 ml de hidrogel).

La etapa c) de la metodologia mencionada anteriormente da como resultado la formaciéon de un gradiente de
farmaco inmunomodulador en el hidrogel. Tal gradiente requiere una difusion del inmunosupresor en el hidrogel
ubicado en un soporte o la microplaca que comprende pocillos canalizados caracterizados como anteriormente,
capaces de proporcionar un flujo en gradiente estable y medible de farmaco en el eje mayor de los pocillos
canalizados o canales descritos. La difusion se define como el movimiento neto de particulas desde una region de
alta concentracion hasta una regién de baja concentracion siguiendo el gradiente de concentracion (primera ley de
Fick). En este caso, el gradiente de concentracién es un cambio en los valores de cantidad de dos variables:
concentracion con respecto a distancia. De ese modo, la difusién en gradiente en hidrogeles podria definirse como la
tasa de cambio de una concentracion de sustancia con respecto a la distancia de difusién desde un punto espacial
inicial

Tal como se muestra en el ejemplo 3, los métodos de dilucion de medios liquidos en formato de microplaca en el
contexto de la inhibicion proliferativa especifica de PBMC activadas, requieren entre 3 y 5 dias de cultivo para
detectar variaciones de respuesta en la proliferacion de linfocitos humanos activados. En cambio, los resultados
obtenidos con el ensayo de difusion en hidrogel (formatos semisolidos) tal como se describe en el primer aspecto de
la invencién, permiten la interpretacion de la actividad del inmunosupresor en 2-3 dias. En particular, el formato en
estado semisodlido después de 24-48 horas de estimulacion y durante las siguientes 24 horas, detecta diferencias
entre los controles positivos y negativos, y puede visualizarse o detectarse el frente inhibidor. También el nimero de
compuestos que podia someterse a prueba era mayor en formatos en estado semisélido. Ademas, mientras que la
titulacion en microplacas requiere diluciones en serie manuales o automatizadas al menos por triplicado para tener
un poder estadistico aceptable y detectar el efecto de borde durante el ensayo de periodo largo (efecto de
evaporacion del medio), el formato de hidrogel generé una tasa de evaporacion homogénea.

Ademas, el crecimiento de PBMC (linfocitos) in vitro requiere estimulacién, contacto celular proximo (fondo en forma
de U de microplacas de 96 pocillos) y varios dias en medio de cultivo celular liquido. Sin embargo, inesperadamente,
después de la estimulacion, las PBMC sembradas y dispersas en un hidrogel 3D crecen, como lo que se describe en
el primer aspecto de la invencién, mantienen una buena viabilidad que podria medirse en tiempos mas cortos en
comparacién con condiciones similares en un medio de cultivo liquido. Ademas, basandose en el conocimiento
general comun, se esperaba el requisito de formacion y crecimiento de colonias de linfoblastos (que requieren varios
dias) para medir el efecto de la difusién de inmunosupresores desde discos. Pero los resultados mostraron que no
hay necesidad de proliferacion o formacion de colonias real en formato de hidrogeles 3D para medir la actividad
celular y los halos inhibidores, lo que constituye una mejora adicional de la metodologia descrita en el primer
aspecto de la invencion.

Por tanto, las ventajas del método descrito en el primer aspecto de la invencién son la simplicidad de la prueba, la
provision de resultados categoéricos interpretados faciimente por todos los médicos clinicos y la flexibilidad en la
seleccion potencial de discos cargados con inmunorreguladores para las pruebas. Es el menos costoso de todos los
métodos de susceptibilidad. Ademas, con los discos normalizados, la solubilidad no es un problema puesto que la
difusion esta definida por la polaridad del inmunosupresor y el PM (peso molecular), el % de hidrogel y la
composicion de los medios, y todos estos parametros son faciimente normalizables. En cambio, en las placas con
medio liquido, los compuestos hidréfobos (casi todos los compuestos activos inmunosupresores) requieren
disolventes organicos (DMSO, etanol) que podrian generar toxicidad, precipitacion parcial a altas concentraciones y
variaciones de biodisponibilidad in vitro. Sin embargo, los medios semisélidos realizan un proceso de dilucion pasiva
a través de la difusion desde el disco por el hidrogel y una tasa de evaporacion homogénea, de modo que los halos
inhibidores generan informacion mas fiable en periodos de tiempo de ensayo mas cortos y evitan variaciones e
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interpretaciones erréneas de los datos debido a problemas de solubilidad.

Considerando el perfil de solubilidad de los principales farmacos inmunosupresores actualmente en uso para
diferentes estados de inflamacién cronica (prednisona, hemisuccinato de Na de metilprednisolona, prednisolona,
acido micofendlico, azatioprina, ciclosporina A, tacrolimuds, sirolimids, everolimus), la mayoria presenta una
solubilidad en agua muy escasa. Es importante darse cuenta de que solo los derivados metabdlicos activos deben
someterse a prueba en ensayos in vitro, puesto que es el principio activo farmacéutico el que ejerce la actividad
biolégica. En este contexto, solo el acido micofendlico presenta una buena solubilidad en agua. Ademas, la
solubilidad del compuesto en tampones, etanol y dimetilsulféxido (DMSQO) se ha convertido en un problema
importante en la investigacion de farmacos. Muchos compuestos activos tienen baja solubilidad pero son
potencialmente valiosos como compuestos principales y en analisis de investigacion. Desafortunadamente, la baja
solubilidad afecta a los ensayos biolégicos en microplaca al provocar una actividad subestimada, sensibilidad
reducida, datos variables y pruebas de actividad in vitro imprecisas. Ademas, las diluciones podrian enmascarar la
toxicidad de los principios activos farmacéuticos inmunosupresores y modificar su estructura fisica. Las estrategias
para optimizar los ensayos biolégicos en microplaca requieren considerar la solubilidad en el disefio de la biblioteca
de HTS; examen temprano de la solubilidad; mejora del almacenamiento y la manipulacién de disoluciones madre
en DMSO; optimizacion de los protocolos de dilucion; y aseguramiento de que los compuestos de baja solubilidad
estén completamente solubilizados en los ensayos biolégicos. En cambio, el método de difusion en estado
semisolido en hidrogel del primer aspecto de la invencion resuelve muchos de los problemas descritos relacionados
con el desafio de la solubilidad. Por ultimo, el formato de microplaca requiere algunas etapas de manipulacion extra
que aumentan la posibilidad de errores y no se desean para los analisis automatizados (Cell Viability Assays, Terry L
Riss, PhD* Promega Corporation).

Por tanto, el ensayo o método del primer aspecto de la invencion genera una herramienta cuantitativa simplificada
capaz de medir la respuesta celular de un sujeto, preferiblemente un sujeto humano, frente a un panel de
compuestos o farmacos inmunosupresores o inmunomoduladores. La interpretacion de los resultados depende de la
respuesta relativa y la validacion entre los perfiles de pacientes sanos y diferentes. Una vez que se establezca la
carga de los discos de farmaco y el intervalo de referencia de los halos inhibidores, los médicos clinicos obtendran
datos de eficacia relativa de diferentes farmacos para seleccionar la combinacion de farmacos o multiterapia y el
intervalo de dosis que podrian tratar mejor la patologia del paciente, generando el mejor efecto inmunosupresor con
menores efectos secundarios y toxicos. Ademas, este sistema de ensayo podria generar informacion
complementaria sobre la capacidad de respuesta de los linfocitos del paciente en presencia o ausencia de
estimulacion.

En una realizaciéon preferida del primer aspecto de la invencién, la etapa de activacion a) se realiza usando
anticuerpos agonistas anti-CD3 (TCR) y CD28, preferiblemente perlas poliméricas magnéticas recubiertas con
anticuerpos agonistas anti-CD3/CD28 activadores de células T humanas.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, el
hidrogel contiene mas del 95% de fase acuosa, preferiblemente mas del 97%, siendo esta fase acuosa un medio de
cultivo celular, preferiblemente medios minimos sin Suero animal, rojo fenol o antibidticos.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, la
disolucion de la etapa d) es una disolucion de resazurina. Se observa que estan disponibles otras opciones para
revelar la actividad celular y las conocen los expertos y podrian ser compatibles con el ensayo de hidrogel para
definir zonas inhibidoras alrededor de discos de inmunosupresores.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, el
método para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente a un gradiente de farmaco inmunomodulador tiene
como objetivo prevenir y tratar estados inflamatorios cronicos tales como esclerosis multiple progresiva., artritis
reumatoide, rechazo de trasplantes y muchos otros.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere al uso in vitro de un hidrogel, en el que el hidrogel se forma a través
de la reticulacion no covalente (hidrogeles fisicos) de cadenas poliméricas, en el que la fraccion polimérica total
representa menos del 5% (5 g/100 ml de hidrogel), y en el que la fraccion polimérica total consiste de metilcelulosa y
colageno, en el que el contenido de metilcelulosa es igual o inferior al 4% (g/100 ml de hidrogel), preferiblemente
inferior o igual al 2% (g/100 ml de hidrogel), y el contenido de colageno es inferior o igual al 0,3% (g/100 ml de
hidrogel), que comprende a su vez PBMC activadas, leucocitos totales o subpoblaciones especificas de PBMC,
incrustados dentro del hidrogel para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente a un farmaco
inmunomodulador. Preferiblemente, para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente a un farmaco
inmunomodulador para ayudar al médico a tomar la decision de qué farmacos/combinaciones, regimenes,
dosificaciones, ... deben usarse para tratar a un sujeto, en particular a un paciente humano, preferiblemente que
padece un estado inflamatorio crénico, como esclerosis mudltiple progresiva, artritis reumatoide o rechazo de
trasplantes.

Un tercer aspecto de la invencidon se refiere a un kit o dispositivo adecuado para medir cuantitativamente la
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respuesta de un paciente a un farmaco inmunomodulador, que comprende:

a. un soporte con uno o mas canales capaces de comprender un hidrogel que comprende a su vez PBMC
activadas, leucocitos totales o subpoblaciones especificas de PBMC, incrustados dentro del hidrogel. Es
importante observar que tal soporte o microplaca comprende pocillos canalizados o canales caracterizados
por tener unas proporciones dimensionales en las que uno de los tres ejes espaciales (eje longitudinal) es
al menos 4 veces, preferiblemente al menos 5 veces, preferiblemente al menos 6 veces, mas
preferiblemente al menos 7 veces, mas preferiblemente al menos 8 veces, mas preferiblemente al menos
15 veces, mas largo que el promedio de longitud de los otros dos ejes, de modo que el hidrogel es capaz de
proporcionar un flujo en gradiente de farmaco medible y estable en el eje mayor de los pocillos canalizados
descritos, en el que los pocillos canalizados contienen un volumen de hidrogel por canal de al menos 40 pl
y en el que el pocillo canalizado debe estar completamente cubierto por el hidrogel en su eje longitudinal y
debe cubrir al menos el 30% de la altura del pocillo canalizado;

y en el que dicho kit o dispositivo comprende ademas los siguientes elementos:

a. un compuesto de activacion de linfocitos seleccionado de la lista que consiste en: anticuerpos agonistas
anti-CD3 (TCR) y CD28, ionomicina y PMA (miristato-acetato de forbol), lectinas, superantigenos,
lipopolisacaridos (LPS), determinantes antigénicos o epitopos;

b. una disolucion de cultivo celular capaz de proporcionar un hidrogel, en el que el hidrogel se forma a través
de la reticulacion no covalente (hidrogeles fisicos) de cadenas poliméricas, en el que la fraccion polimérica
total representa menos del 5% (5 g/100 ml de hidrogel), y en el que la fraccion polimérica total consiste en
metilcelulosa y colageno, en el que el contenido de metilcelulosa es igual o inferior al 4% (g/100 ml de
hidrogel), preferiblemente inferior o igual al 2% (g/100 ml de hidrogel), y el contenido de colageno es inferior
o igual al 0,3% (g/100 ml de hidrogel); y un

c. compuesto capaz de revelar un efecto de gradiente de farmaco inmunomodulador, preferiblemente
mediante la adquisicion de imagenes o la cuantificacion de sefiales.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencion, el kit comprende ademas un soporte fisico para
poner en contacto el hidrogel con uno o mas farmacos inmunomoduladores, tal como un disco, un cilindro o una tira
que tiene una concentracion del farmaco inmunomodulador., en el que dicho soporte fisico estd compuesto por
cualquier material poroso capaz de liberar el compuesto inmunomodulador una vez en contacto con el hidrogel.

En otra realizacién preferida del tercer aspecto de la invenciéon o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, el kit
comprende ademas farmacos inmunomoduladores tales como un inmunosupresor (glucocorticoides, inhibidores de
la calcineurina, inhibidores de mTor, inhibidores de la sintesis de ADN u otros).

En otra realizacion preferida del tercer aspecto de la invencién o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, el
compuesto de activacion de linfocitos son anticuerpos anti-CD3 (TCR) y CD28, preferiblemente perlas poliméricas
magnéticas recubiertas con anticuerpos agonistas anti-CD3/CD28 activadores de células T humanas.

En otra realizacion preferida del tercer aspecto de la invencién o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, el
compuesto capaz de cuantificar un gradiente de farmaco inmunomodulador es una disolucién de resazurina.

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un uso in vitro del kit tal como se define en el tercer aspecto de la
invencion o en cualquiera de sus realizaciones preferidas, para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente
a un gradiente de farmaco inmunomodulador. Preferiblemente, para medir cuantitativamente la respuesta de un
paciente a un gradiente de farmaco inmunomodulador para ayudar al médico a tomar la decision de qué
farmacos/combinaciones, regimenes, dosificaciones deben usarse para tratar a un sujeto, en particular un paciente
humano, preferiblemente que padece un estado inflamatorio crénico tal como esclerosis miultiple progresiva, artritis
reumatoide o rechazo de trasplantes. Un ejemplo no limitativo de un estado inflamatorio crénico para el que es Util el
kit de la invencion seria para el trasplante de 6rganos tal como trasplante de rifidén ante enfermedad renal en fase
terminal (ERFT).

La enfermedad renal en fase terminal (ERFT) es la ultima fase de una enfermedad renal cronica que, si no se
aborda, conduce a una muerte prematura y, aunque puede tratarse mediante dialisis, el trasplante de rifién es el
tratamiento preferido debido a mejores tasas de supervivencia y mejor calidad de vida y rentabilidad. La ERFT
puede abordarse de forma clinica mediante dialisis o mediante trasplante de rifion. Debido a las mejores tasas de
supervivencia (> 80%), la mejor calidad de vida y la rentabilidad para los sistemas sanitarios (un ahorro mensual
promedio de 3.800 € después del trasplante), el trasplante de rifion es, con mucho, el enfoque preferido. Sin
embargo, el control clinico de los pacientes trasplantados conlleva varios desafios tal como se explica a
continuacion.

El desafio mas importante es lograr la supervivencia a largo plazo del 6rgano trasplantado (también conocido como
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injerto o aloinjerto). La supervivencia del injerto depende de la capacidad del receptor de no rechazar el “6rgano
extrafio”. El rechazo es un proceso que se produce de manera natural desencadenado por una respuesta biolégica
del sistema inmunitario, cuya funcién principal en el cuerpo es defenderlo frente a organismos infecciosos y otros
invasores. Como tal, el sistema inmunitario esta preparado para rechazar un “érgano extrafo”, algo que actualmente
se previene al prescribir terapias inmunosupresoras (farmacos que suprimen/reducen la eficacia del sistema
inmunitario) a los pacientes durante toda su vida. Sin embargo, aunque las terapias inmunosupresoras han
representado un gran avance en el trasplante de érganos, su uso todavia conlleva problemas importantes. Por un
lado, suprimir el sistema inmunitario implica efectos secundarios graves, como infecciones oportunistas, cancer y
otras patologias graves. Por otro lado, incluso con terapias inmunosupresoras, aproximadamente el 50% de los
rifones trasplantados se pierden durante los primeros 10 afios y esto se debe a una respuesta inmunitaria que se
describe generalmente como rechazo crénico. El rechazo de 6rganos es el desenlace natural después de un
trasplante de rifion. El rechazo se produce como resultado de respuestas humorales y mediadas por células por el
receptor a antigenos especificos presentes en el tejido del donante. Estos antigenos se conocen como moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) o complejo de antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas
en inglés) en humanos. El complejo HLA es un grupo de proteinas en las membranas celulares, que se expresan
mediante el sistema HLA (coédigo genético) y es unico para cada persona, excepto en gemelos monocigoticos
(idénticos). Por tanto, el complejo HLA puede considerarse como un “cédigo de identificacion Unico”. Cada vez que
se introduce un 6rgano de donante en el cuerpo del receptor, el sistema inmunitario reconoce el complejo HLA de
las células del nuevo 6rgano como un “extrafio” e inicia de inmediato la respuesta de rechazo. El rechazo
inmediato/a corto plazo se conoce como rechazo agudo y en la actualidad se ha abordado casi totalmente mediante
el uso de medicamentos inmunosupresores. La terapia de inmunosupresiéon se inicia antes de la intervencion
quirdrgica. En este momento, se administran farmacos inmunosupresores en dosis muy altas, como para suprimir el
sistema inmunitario del paciente durante las primeras horas/dias después del trasplante. Luego, la terapia de
inmunosupresion se reduce gradualmente hasta determinadas dosis para reducir la fortaleza del sistema inmunitario
y se mantiene en estos niveles de administracion durante toda la vida del paciente. Sin embargo, esta estrategia no
es eficaz frente al rechazo renal crénico, que se produce en el 50% de los casos en los siguientes 10 afos tras el
trasplante (de los cuales el 7-16% en el primer afo). El rechazo cronico es actualmente el principal desafio en la
terapia renal sustitutiva.

Por tanto, un desafio importante en el trasplante de rifidn consiste en encontrar el esquema de tratamiento
inmunosupresor mas eficaz para cada paciente. Los pacientes que se someten a un trasplante de rifndn pueden
mostrar 3 perfiles diferentes de respuesta inmunitaria principal a largo plazo (~10 afios después del trasplante):
respuesta clasica controlada por rechazo (40%), tolerancia al érgano trasplantado que permite la reduccién gradual
del tratamiento (10%) y el rechazo crénico (50%), entendidos como brotes tardios de rechazo. Para el 40% de los
pacientes con una respuesta clasica, los efectos secundarios inmunosupresores podrian reducirse ajustando el
tratamiento a las necesidades reales del paciente. Para el 50% de los pacientes, cuyo desenlace es el rechazo
cronico, esto podria prevenirse mediante el ajuste temprano (aumento/cambio) de la terapia de inmunosupresion.
Para el 10% de los pacientes que muestran una tolerancia operativa, los farmacos inmunosupresores podrian
reducirse o retirarse gradualmente sin comprometer la supervivencia del injerto. Sin embargo, todas estas
soluciones no pueden implementarse actualmente en la rutina clinica debido a la falta de medios eficaces para
monitorizar la funcion del aloinjerto y los enfoques de base racional encaminados a la seleccién de la terapia de
inmunosupresién optima.

En este sentido, la metodologia, asi como el kit descrito en la presente invencion, son particularmente Utiles para
ayudar al médico a tomar la decision de qué farmacos/combinaciones, regimenes y/o dosificaciones deben usarse
para tratar a un paciente que ha tenido un trasplante de rifidn para prevenir el rechazo del érgano. De hecho, tal
metodologia seria de gran utilidad en este contexto clinico, ya que no hay otro modo aparte de las directrices
clinicas y el ensayo/error para tomar la decision de qué esquema de inmunosupresion va a usarse después del
trasplante de rifidn. Ademas, no existe un sistema para monitorizar la evoluciéon de la “sensibilidad” de las células del
sistema inmunitario a estos tratamientos, tal como se realiza actualmente (por ejemplo) con antibiéticos para el
tratamiento de infecciones de larga duracion, en el que la sensibilidad de los microorganismos objetivo a los
antibioticos se controla con el tiempo y se maodifica el tratamiento en consecuencia.

Ejemplos

Materiales y métodos.

- Aislamiento de células sanguineas inmunitarias periféricas.

Después de la extraccion de sangre humana por venopuncién, pudo evaluarse la separacion de las células
inmunitarias de la muestra de sangre completa mediante lisis de los eritrocitos, el aislamiento de las células
mononucleares (PBMC) mediante separacion por gradiente de densidad y la agrupacion de métodos de clasificacion
sin flujo, como las separaciones con perlas magnéticas, para el enriquecimiento de poblaciones celulares
especificas, incluidos monocitos, linfocitos T, linfocitos B, neutrdfilos, etc. Inicialmente, una muestra de sangre
completa o una fraccion obtenida tal como se describié anteriormente, podria usarse recientemente para ensayos in
vitro o de fenotipado adicionales o congelarse inmediatamente para estudios adicionales después del método de
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descongelacion apropiado.

- Estimulacion de PBMC

Se activaron células T de PBMC a través de la incubacion con anticuerpos agonistas anti-CD3/CD28 activadores de
células T humanas en perlas Dynabead (Thermo Fisher, n° de cat. 111.32D) usando una razoén 1:2 (perlas
Dynabead:PBMC) en un frasco de cultivo celular. También se cultivaron PBMC en ausencia de perlas Dynabead
como control negativo de estimulacion.

Sin embargo, deben considerarse otros tipos de compuestos de activacion de linfocitos tales como:
a. lonomicina + PMA (miristato-acetato de forbol):

La ionomicina es un iondforo de calcio derivado de bacterias (Strepfomyces conglobatus), que
aumenta los niveles de calcio intracelular (Ca®*). El PMA es un éster de forbol que induce una
activacion especifica de la PKC (proteina cinasa C) y de la misma de la ruta de NF-kB (respuesta
fisioldgica a TNF, LPS, CMH-TCR, BCR y receptores de factores de crecimiento). Ambos
compuestos estimulan todo tipo de células y en las PBMC inducen la produccién de varias
citocinas, incluyendo IFN-g, IL-2, IL-4 y perforinas.

b. Lectinas (Con A/PHA /PWM):

Proteinas de origen vegetal (semillas leguminosas), con alta afinidad para hidratos de carbono
(glicoproteinas y glicolipidos). Estas proteinas inducen la proliferacion de células T a través de la
aglutinacion inespecifica de receptores de membrana, que reproducen los efectos de la
estimulacion inmunoldgica de tipo 1y 2.

Con A: Concanavalina A, PHA: fitohemaglutinina, PWM: mitdgeno de fitolaca
c. Superantigenos:

Proteinas derivadas de virus y bacterias que inducen la unién inespecifica de CMH-TCR que
induce la activacion policlonal de linfocitos y la liberacién masiva de citocinas. Estas proteinas son
capaces de activar el 25% de los linfocitos en ausencia de determinantes antigénicos, algunos de
ellos pueden estimular especificamente los linfocitos B.

d. Lipopolisacarido (LPS):

Derivados de la pared de bacterias Gram-negativas (endotoxinas) que se unen al complejo de
membrana CD14/TLR4/MD2 de diferentes tipos de células (monocitos, macréfagos, células
dendriticas, células B) que inducen citocinas proinflamatorias, NO y eicosanoides. Aunque LPS de
monocitos inducen la liberacion de IL-10 y la activacion de Treg (perfil inmunosupresor).

e. Antigeno determinante o epitopo (péptidos):

Secuencias peptidicas presentadas en el CMH (tipo Il) de las células presentadoras de antigenos
(macroéfagos, células dendriticas y linfocitos B) al TCR de los linfocitos T. Estos péptidos inducen la
activacion especifica de antigeno a través de la sefial inmunoldgica de tipo 1. Esta estimulacion es
limitada, depende de la componente de memoria inmunolégica y se usa para elementos de
estimulacion secundaria requeridos (IL-2) y para generar respuestas proliferativas potentes.

f. Reaccion linfocitica mixta (MLR):

Respuesta proliferativa inducida por el cocultivo in vitro de leucocitos de diferentes donantes o
especies. Las células T de un donante reaccionan a los antigenos expresados por CMH de otros.
La poblacién de células de un donante suele tratarse con radiaciéon o mitomicina C para bloquear
la proliferacién celular.

- Procedimientos de preparacién de hidrogeles:

Metilcelulosa: se calenté una disolucion de metilcelulosa Clonacell™ (Stemcell Technologies) en un bafio de agua a
37°C durante 1 h, luego se afadieron 5 ml de PBS-10x (Biosolve) a 45 ml de disolucién de Clonacell, finalmente
45 ml de disolucion de metilcelulosa completa X-VIVO (Lonza). Se afiadieron las células a X-VIVO con una razén en
volumen de 1:20 con la disolucién de metilcelulosa preparada previamente.

Colagenos: se prepararon hidrogeles de colageno con disolucion de PureCol® EZ Gel al 0,5% (Advance Biomatrix)
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en hielo hasta su uso, hasta un % deseado final diluido en X.-VIVO (Lonza). Después de la adicion de células y la
distribucion en placas, la gelificacion requiere 90 minutos.

Se prepararon hidrogeles de copolimero de colageno y metilcelulosa mezclando a 4°C, el 70% en volumen de la
disolucion de metilcelulosa preparada previamente. Metilcelulosa: Clonacell ™ (Stemcell Technologies) y el 30% en
volumen de la disolucion de PureCol® EZ Gel al 0,5% (Advance Biomatrix) para una composicion de hidrogel final
de colageno al 0,15%. Después de la adicién de células y la distribucion en placas, la gelificacion a 37°C requiere
entre 5 y 30 minutos.

Agarosa: se prepararon hidrogeles de agarosa con gel de agarosa al 4% (Gibco) calentado en bafio de agua hasta
70-80°C durante 10-15 minutos y luego se almacenaron en un bafio de agua a 37°C hasta su uso hasta un %
deseado final diluido en X.-VIVO (Lonza). La gelificacion tiene lugar en segundos-minutos en un proceso que
depende del tiempo, la temperatura y el % de agarosa.

Péptidos de autoensamblaje: se prepard un hidrogel peptidico con 22 mg de polvo de gel peptidico Biogelx (Biogelx)
en 5 ml de agua ultrapura estéril y se almacend a 4°C. Después de la adicion de las células y la distribucion en
placas, después de 90 minutos a 37°C y el 5% de CO,, se afiadid medio X-VIVO a los pocillos y se reemplazé
después de 3 horas adicionales.

- Discos inmunosupresores

Se usaron discos de papel de 6 mm de diametro como unidades de administracién de inmunosupresores. Se
obtuvieron los discos con el taladro manual de hoja de papel de cromatografia Whatman™, CHR de 3 mm o usando
un disco de papel comercial listo para usarse (DDbiolab). Se esterilizaron los discos mediante tratamiento en
autoclave. Se disolvieron los farmacos inmunosupresores (Sigma Aldrich) en etanol puro (Sigma Aldrich) a 20 mg/ml
y se almacenaron como disoluciéon madre a -20°C hasta su uso. Se cargaron los discos en una campana extractora
estéril con 10-15 ul de etanol que contenian diferentes cantidades de farmacos inmunosupresores, oscilando entre
0,1 y 200 pg por disco. Después de la evaporacion del etanol (1 hora a 37°C o 3 horas a temperatura ambiente), se
colocaron los discos en el centro (pocillos circulares) o en el borde (pocillos canalizados) de hidrogeles que
contenian PBMC, de 1 a 6 horas después de la adicion de las células de hidrogel para garantizar un proceso de
gelificacion adecuado.

- Adicién de resazurina

Se afiadio disolucién de resazurina (Presto Blue, Thermo Fisher) en diferentes periodos de tiempo en una razén en
volumen de 1:10 respecto del volumen final (volumen de hidrogel y Presto Blue + X-VIVO).

Mecanismo de accion de resazurina: la resazurina (10-6xido de 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona) es un colorante azul,
débilmente fluorescente en si mismo hasta que se reduce irreversiblemente al compuesto de color rosa y altamente
fluorescente en el rojo. Se usa como indicador de oxidacion-reduccion en los ensayos de viabilidad celular para
bacterias y células de mamiferos, y para medir la respiracion aerobia y el intercambio con la zona hiporreica en
arroyos. Por lo general, esta disponible comercialmente como la sal de sodio.

La disolucion de resazurina tiene uno de los valores mas altos conocidos del indice de Kreft. Esto significa que tiene
un gran cambio en el color percibido (resolucién) cuando el grosor o la concentracion de la muestra observada
aumenta o disminuye.

©
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La resazurina se reduce eficazmente en las mitocondrias, haciendo que también sea util para evaluar la actividad
metabdlica mitocondrial. Habitualmente, en presencia de NADPH deshidrogenasa o NADH deshidrogenasa como
enzima, NADPH o NADH es el reductor que convierte la resazurina en resorufina. Por tanto, el sistema de
resazurina/diaforasa/NADPH puede usarse para detectar el nivel de NADH, NADPH o diaforasa, y cualquier
actividad bioquimica o enzimatica que esté involucrada en una reaccion bioquimica que genere NADH o NADPH.
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Estan disponibles otras opciones para revelar la actividad celular y podrian ser compatibles con el ensayo de
hidrogel para definir zonas inhibidoras alrededor de discos de inmunosupresores.

- Adquisicion de imagenes - cuantificacién de halos

La transicion de resazurina (azul) a resorufina (rosa) se monitorizé a simple vista o se comprobd después de la
incubacion durante la noche dependiendo del disefio del ensayo. Se detuvo la reacciéon con incubacion a 4°C. Se
recopilaron los resultados a través de adquisicion de imagenes con luz visible (camara Sanyo S1070 y E1075), luz
ultravioleta (sistema de obtencion de imagenes con luz en gel UVitec Geldoc) y lector mdltiple de microplacas por
fluorescencia (lector de microplacas multimodal PHERAstar® FSX de BMG LABTECH o Spark® 10M Tecan.). Se
cuantificaron los frentes o halos de gradientes inhibidores inducidos por discos cargados con inmunosupresores con
el software ImageJ en un proceso semiautomatizado o el software Spark control v1.2.25.

EJEMPLO 1. Ensayo de difusién en disco en medios semisdlidos (hidrogeles de agarosa al 0,5% e colageno al

0,3%)

Se prepararon hidrogeles poliméricos de agarosa y colageno a partir de una disolucion madre concentrada (al 4% y
al 0,5% g/100 ml, respectivamente) y se diluyeron en medio de cultivo celular hasta un porcentaje final del 0,5 y el
0,3% g/100 ml, respectivamente. La disolucion madre de agarosa requiere fusion previa a 70°C y la disolucion madre
de colageno requiere manipulacion a 4°C hasta su uso para evitar la gelificacion prematura. Se afadieron
inmediatamente células inmunitarias, previamente aisladas y contadas, y se mezclaron con la disolucion de hidrogel
a una concentracion en el intervalo de 500.000 células/ml, generando una dispersion de células 3D homogénea.
Ambas disoluciones se volvieron semisolidas en un periodo de tiempo que oscilé desde 30 hasta 90 minutos, segun
la temperatura (T.A. o 37°C) y el porcentaje de polimero. Después de la gelificacion, se colocaron discos con
diferentes contenidos de ciclosporina A en el centro de los pocillos sobre la superficie del hidrogel. Después de 24
horas de incubacion a 37°C y el 0,5% de CO», se afiadio la disolucion de resazurina (Presto Blue®) a cada pocillo en
una razon volumétrica de 1:10 y se incubd adicionalmente durante 4-8 h.

Se muestran los resultados en las figuras 1 a 6. La resazurina se redujo solo por las células viables activadas que
generan un compuesto rosa y fluorescente (resorufina ) que revela un gradiente azul de fluorescencia reducida en el
hidrogel alrededor del disco que se corresponde con las células inhibidas por el inmunosupresor de manera
dependiente de la dosis generada por la difusién pasiva del compuesto en el hidrogel. Los halos inhibidores
obtenidos fueron proporcionales al contenido del disco de inmunosupresor.

Tal como se muestra en los resultados proporcionados, el ensayo de hidrogel 3D es capaz de cuantificar un efecto
inhibidor dependiente de la dosis de ciclosporina A sobre la proliferacion de PBMC humanas con una buena
linealidad. Estos resultados implican la capacidad del ensayo bioldgico para detectar variaciones minimas en la
susceptibilidad del paciente a diferentes gradientes de compuestos inmunosupresores.

EJEMPLO 2. Comparativa entre diferentes medios semisélidos.

Se prepararon diferentes composiciones de hidrogeles (agarosa, metilcelulosa, colageno y péptidos de
autoensamblaje) y porcentajes en medio celular X-VIVO (Lonza). Se afiadieron inmediatamente PBMC previamente
aisladas (activadas durante 24 h con anticuerpo antiCD3-CD28: control positivo y PBMC no activadas: control
negativo) a la mezcla de hidrogel-medio celular a una concentracion en el intervalo de 500.000 células/ml,
generando una dispersion homogénea de células 3D . Después del tiempo apropiado para permitir el proceso de
gelificacion (de 30 a 90 minutos) y un periodo de incubacion adicional de 24 6 48 horas a 37°C y el 0,5% de CO., se
afiadio la disolucion de resazurina (Presto Blue®) a cada pocillo en una razén volumétrica de 1:10 y se incubd
adicionalmente durante 6-20 h. La ventana de activacion entre PBMC activadas y no activadas depende del tiempo,
la composicion quimica del polimero de hidrogel y la rigidez, entendida como un parametro proporcional al
porcentaje de fraccion polimérica.

Tal como se ilustra en la figura 7, los hidrogeles basados Uunicamente en metilcelulosa y péptidos de autoensamblaje
no sostienen la viabilidad y la proliferacion de PBMC activadas de manera tan éptima como los hidrogeles de
colageno o agarosa. Estos compuestos son productos comerciales listos para usarse sin opciones de dilucién. En
cambio, la agarosa al 0,5% (g/100 ml) y el colageno al 0,3% (g/100 ml) generan un entorno adecuado para la
proliferacién de PBMC.

Se sometié a prueba adicionalmente el colageno basado en la viabilidad de dilucién en diferentes concentraciones
(véase la figura 8). Tal como se indica en la figura 8, las concentraciones de colageno por debajo del 5% g/100 ml
permiten la proliferacion/viabilidad de PBMC activadas. La diferencia entre el control negativo y el positivo aumenta
con el tiempo, y se detectd cierta activacion inespecifica de las células en los cortos tiempos de incubacion después
de la estimulacion de PBMC (alrededor de 24 h). En conclusién, los porcentajes de colageno por encima del 0,3%
g/100 ml no son compatibles con el ensayo propuesto.

Con respecto al porcentaje 6ptimo de agarosa para el cultivo de PBMC, las concentraciones de agarosa por encima
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del 1% g/100 ml son dificiles de manipular durante el ensayo debido a la viscosidad creciente y también ejerce un
efecto inhibidor sobre la proliferacion/viabilidad de PBMC. En conclusion, solo los porcentajes de agarosa por debajo
del 0,5% g/100 ml son compatibles con el ensayo propuesto.

La composicion quimica y la densidad de la red polimérica (%) afectan gravemente a la respuesta y la viabilidad de
las células del sistema inmunitario en el cultivo celular 3D. En general, un alto contenido en % polimérico inhibe la
viabilidad celular y algunas caracteristicas quimicas de algunos polimeros son capaces de inducir una activacion
inespecifica de PMBC (ejemplo: colageno). Basandose en estas interacciones potenciales, cada nueva composicion
de hidrogel definida, compuesta por uno o varios compuestos quimicos poliméricos diferentes, podria ejercer
diferentes efectos sobre el ensayo bioldgico de difusion en disco que deben considerarse caso por caso.

EJEMPLO 3. Métodos de dilucion de medios liguidos en formato de microplaca en el contexto de la inhibicién
proliferativa especifica de PBMC activadas.

Se extrajeron PBMC humanas para bolsas de capa leucocitica de una donacion de voluntarios del banco de sangre
mediante centrifugacion en gradiente de densidad en disoluciones de polisacaridos isosmoticos hidréfilos adecuados
con una densidad de 1,077 g/ml (Pancoll, PAN BIOTECH GmbH o Ficoll, GE Healthcare) a 760 G durante 20
minutos a T.A. Se extrajeron las células con una pipeta de la interfase del gradiente y luego se lavaron en HBSS sin
Ca, Mg y rojo de fenol (Lonza) y se resuspendieron en medio X-VIVO 15 (Lonza). Se congelaron las células
obtenidas en crioviales con medio libre de suero (Profreeze-CDM, Lonza) DMSO (Sigma Aldrich) al 7,5% y se
almacenaron hasta su uso en nitrégeno liquido.

Unos dias mas tarde, se descongelaron inmediatamente los viales retirados del nitrégeno liquido en un bafio de
agua a 37°C durante 2 minutos. Cuando las células se descongelaron casi por completo, se arrastraron los viales
con etanol al 70% en una campana extractora estéril. Se diluyd el contenido del vial en 10 ml de medio X-VIVO
precalentado a 37°C en tubos Falcon de 15 ml. Centrifugar a 400G durante 5 minutos. Después de desechar el
sobrenadante, se resuspendieron las células en medio X-VIVO para una cuantificacion de viabilidad y recuento
adicionales.

Después de descongelar las PBMC, se cuantifico la viabilidad con azul tripano y camara de Neubauer. Luego, se
sembraron en placa 35 x 10° células viables por pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo redondo, en 100 ul de
medio X-VIVO en presencia o ausencia de estimulacion proliferativa con anticuerpos agonistas anti-CD3/CD28
activadores de células T humanas en perlas Dynabead (Thermo Fisher, n.° de cat. 111.32D) usando una razoén 1:2
(perlas Dynabead: PBMC). Se incubaron las células a 37°C con el 5% de CO..

Después de 24 horas, se afadieron diluciones en serie 1/3 de ciclosporina A (Sigma) (ejemplo de farmaco
inmunosupresor) a las células en 100 ul de medio de cultivo X-VIVO. Se prepard una disolucion madre de
ciclosporina A con DMSO o etanol (Sigma) a 20 mg/ml y se almacend a -20°C hasta su uso, se diluydé una alicuota
de disolucion madre en medio X-VIVO hasta las concentraciones finales deseadas. La ciclosporina A a 100 ug/ml en
este medio y condiciones permanece sin disolverse a nivel macroscépico: la mayor concentracion de DMSO en el
cultivo celular alcanza el 0,5% (por debajo del limite de toxicidad del 1%)

Se afadié disolucion de resazurina (Presto Blue, Thermo Fisher) después de 96 horas (24 h de incubacién con
perlas Dynabead mas 72 h adicionales de incubacion en presencia o ausencia de ciclosporina A). Se retiraron y
desecharon los primeros 100 ul por pocillo, luego se afiadié la disolucion de Presto Blue en una razén en volumen
de 1:10 respecto del volumen final de 150 ul por pocillo (Presto Blue + X-VIVO). El volumen final de cada pocillo se
homogeneizé con un pipeteo con pipeta multicanal 3 veces para desagregar la masa de células en crecimiento y
acelerar la reduccion de resazurina a través de la interaccion con células en proliferacion.

Después de 10-12 horas de incubacion con Presto Blue, se transfirieron 100 ul de cada pocillo a una placa de ELISA
de 96 pocillos, y luego se cuantificé la absorbancia a una longitud de onda de 570 y 620 nm en un lector robotico de
microplacas de absorbancia (Tekan, Infinite F50). Se obtuvieron los valores finales como resultado de la absorbancia
a 570 nm menos la absorbancia a 620 nm, siguiendo las instrucciones del fabricante de Presto Blue (Thermo
Fisher). La absorbancia corregida es una medida directa de la reduccién de resazurina a resorufina , inducida por la
actividad celular, que representa una medida indirecta de la proliferacion y viabilidad celular.

El valor de Clso permite que se representen graficamente los datos biolégicos de dosis-respuesta y se ajusten a una
curva para obtener la concentracion del ligando del punto medio como la determinacién de la concentracion
inhibidora de la ciclosporina A que redujo el 50% de la proliferacion de PBMC activadas. Se obtuvo el valor de Clsg
usando el paquete de software GNUPLOT. Se muestran los resultados en las figuras 10 y 11. En el contexto de
intentar generar un método potencial para predecir y monitorizar las terapias inmunomoduladoras de respuesta
clinica, el presente método de dilucién establecido en formato de microplaca presenta claras desventajas en
comparacion con el formato 3D de hidrogel. El formato de dilucién de liquido requiere casi el doble de tiempo del
periodo de cultivo celular (48 h frene a 96 h) para detectar variaciones de respuesta en la proliferacion de linfocitos
humanos activados. Ademas, la titulacidon en microplacas requiere diluciones en serie manuales o automaticas al
menos por triplicado para un poder estadistico aceptable, mientras que el formato de hidrogel genera un proceso en
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gradiente normalizado pasivo. La solubilidad de los compuestos sometidos a prueba (generalmente, hidréfobos)
implica problemas de diluciones previas con disolventes organicos, falta de reproducibilidad y etapas manuales
adicionales; por el contrario, el formato de hidrogel implica una difusién pasiva de la fraccion soluble de los
compuestos inmunomoduladores sometidos a prueba desde dispositivos de administracién en seco. Por todos estos
motivos, el formato de hidrogel presenta un mejor perfil de simplicidad, eficiencia potencial, variabilidad reducida y
plazo de entrega mejorado.

EJEMPLO 4. Ensayo de difusién en disco en medios semisdlidos (agarosa al 0,5%) para la cuantificacion de la
actividad de diferentes farmacos inmunosupresores

Siguiendo el protocolo detallado en el ejemplo 1, se sometieron a prueba otros farmacos inmunosupresores,
representativos de determinadas clases farmacéuticas, en el ensayo de difusién en disco. El acido micofendlico
(MFA) como inhibidor de la sintesis de ADN, la metilprednisolona como un glucocorticoide, el everolimius como
inhibidor de mTOR vy la ciclosporina A como inhibidor de la calcineurina se presentaron en el ejemplo 1. Los halos
inhibidores dependientes de la dosis se cuantificaron y presentaron en la figura 12. El ensayo biolégico de difusion
en disco proporciona una herramienta capaz de cuantificar la susceptibilidad de células activadas por PBMC
derivadas humanas a diferentes clases de farmacos inmunosupresores.

EJEMPLO 5. Limitaciones de titulacién de la microplaca de 48 pocillos para diferentes efectos de dosis de disco
cargado con inmunosupresores y gradiente insuficiente sobre PBMC activadas, incluidas en el hidrogel de
copolimero (colageno - metil celulosa).

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion en gradiente de densidad
discontinua en medio de separacion de Percoll-Hanks y se congelaron en medio Profreeze al 7,5% en DMSO hasta
su uso. Se descongelaron las PBMC crioconservadas previamente, con un lento proceso de descongelacion que
incluia el calentamiento de los crioviales hasta 37°C y la adicion de un medio de lavado tibio. Después del proceso
de descongelacion, el 80% del total de células se activaron durante 48 h con perlas Dynabead® a 37°C y el 5% de
CO2y el 20% de las células se incubaron en las mismas condiciones sin estimulo de activacion.

48 h después de la activacion, se recogieron las células tratadas con perlas Dynabead y las células no tratadas y se
sembraron en placa en una placa de 48 pocillos a una concentraciéon de 500.000 células/ml en un copolimero
Thermogel constituido por el 30% de disolucién de PureCol® EZ Gel al 0,5% (Advance Biomatrix) mas el 70% de
metilcelulosa ClonaCell (Stem Cell Technologies) para una composicion final de hidrogel de colageno al 0,15%. Se
mantienen todos los componentes de Thermogel a 4°C para mantener el estado liquido durante el proceso de
mezcla. Se ponen las células en Thermogel a 37°C, el 5% de CO; durante 5 minutos y luego se situan los discos
que contienen IMS en el centro del pocillo (extremo del canal).

20-24 horas después de la incubacion, para realizar una cuantificacion rapida de la viabilidad celular, se realizé un
ensayo basado en resazurina y 4-6 h después de la adicion de resazurina, se analiz6 la placa con un fluorimetro.
Mientras tanto, las disoluciones madre de inmunosupresores (IMS) se diluyeron en EtOH absoluto hasta la
concentracion final deseada y se afiadieron a un disco de celulosa para permitir la absorcion de los IMS y la
evaporacion del EtOH absoluto. Se ponen las células en Thermogel a 37°C, el 5% de CO> durante 5-20 minutos y
luego se situan los discos que contienen IMS en el centro del pocillo (extremo del canal). 20-24 horas después de la
incubacioén, para realizar una cuantificacion rapida de la viabilidad celular, se realiz6 un ensayo basado en
resazurina y 4-6 horas después de la adicion de resazurina, se analizé la placa con un fluorimetro (Tecan Spark
10M).

Se midio la sefal fluorescente neta de cada pocillo (figura 16-A), asi como la sefial de diferentes puntos espaciales
dentro de algunos pocillos (figura 16-B).

EJEMPLO 6. Ensayo de difusién en disco en medios semisélidos (metilcelulosa/colageno) incluidos en la microplaca
de los pocillos canalizados para la cuantificacion de la actividad de diferentes farmacos inmunosupresores

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion en gradiente de densidad
discontinua en medio de separacion de Percoll-Hanks y se congelaron en medio Profreeze al 7,5% en DMSO hasta
su uso. Se descongelaron las PBMC crioconservadas previamente, con un lento proceso de descongelacion que
incluia el calentamiento de los crioviales hasta 37°C y la adicion de un medio de lavado tibio. Después del proceso
de descongelacion, el 80% del total de células se activaron durante 48 h con perlas Dynabead® a 37°C y el 5% de
CO2y el 20% de las células se incubaron en las mismas condiciones sin estimulo de activacion.

48h después de la activacion, se recogieron las células tratadas con perlas Dynabead y las células no tratadas y se
sembraron en depdsitos de 12 canales de poliestireno a una concentracion de 500.000 células/ml en un medio
Thermogel constituido por el 30% de disolucién de PureCol® EZ Gel al 0,5% (Advance Biomatrix) mas el 70% de
metilcelulosa ClonaCell (Stem Cell Technologies) para una composicion de hidrogel final de colageno al 0,15%. Se
mantienen todos los componentes de Thermogel a 4°C para mantener el estado liquido durante el proceso de
mezcla. Mientras tanto, las disoluciones madre de inmunosupresores (IMS) se diluyeron en EtOH absoluto hasta la
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concentracion final deseada y se afiadieron a un disco de celulosa para permitir la absorcion de los IMS y la
evaporacion del EtOH absoluto. Se ponen las células en Thermogel a 37°C, el 5% de CO; durante 5-20 minutos y
luego se sitian los discos que contienen IMS en el extremo del canal. 20-24 horas después de la incubacion, para
realizar una cuantificacion rapida de la viabilidad celular, se realizé un ensayo basado en resazurina y 4-6 horas
después de la adicion de resazurina, se analizo la placa con un fluorimetro (Tecan Spark 10M). se adquiri6 la sefial
fluorescente de los pocillos canalizados y se represento en la figura 17.
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REIVINDICACIONES

Método para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente a un farmaco inmunomodulador,
comprendiendo el método las siguientes etapas:

a. activar células mononucleares de sangre periférica (PBMC), leucocitos totales o subpoblaciones
especificas de PBMC tales como linfocitos T, células T reguladoras (Treg), NK (linfocitos citoliticos
naturales), macréfagos o linfocitos B, obtenidos de una muestra bioldgica seleccionada de la lista
que consiste en derivados celulares de la sangre o en la sangre del paciente, a través de la
incubacién con un compuesto de activacion de linfocitos seleccionado de la lista que consiste en:
anticuerpos agonistas anti-CD3 (TCR) y anti-CD28, ionomicina y PMA (miristato-acetato de forbol),
lectinas, superantigenos, lipopolisacaridos (LPS), determinantes antigénicos o epitopos o a través
de una reaccion linfocitica mixta;

b. obtener un hidrogel que comprende a su vez las PBMC activadas, leucocitos totales o
subpoblaciones especificas de PBMC, incrustados dentro del hidrogel, en el que el hidrogel esta
ubicado en un soporte caracterizado por tener unas proporciones dimensionales en las que uno de
los tres ejes espaciales (eje longitudinal) es al menos 4 veces mas largo que el promedio de
longitud de los otros dos ejes, de modo que el hidrogel es capaz de proporcionar un flujo en
gradiente de farmaco medible y estable en el eje mayor de los pocillos canalizados descritos, en el
que los pocillos canalizados contienen un volumen de hidrogel por canal de al menos 40 pl y en el
que el pocillo canalizado debe estar completamente cubierto por el hidrogel en su eje longitudinal y
debe cubrir al menos el 30% de la altura del pocillo canalizado;

c. poner en contacto el hidrogel de la etapa b) con uno o mas farmacos inmunomoduladores;

d. anadir una disoluciéon de un compuesto capaz de revelar una zona inhibidora alrededor del sitio de
contacto del farmaco inmunosupresor con el hidrogel;

e. obtener la cuantificacion del gradiente de farmaco inmunomodulador formado, preferiblemente
mediante la adquisicién de imagenes o la cuantificacion de sefiales (absorbancia, fluorescencia o
luminiscencia);

en el que el hidrogel se forma a través de la reticulacion no covalente (hidrogeles fisicos) de cadenas
poliméricas, en el que la fraccion polimérica total representa menos del 5% (5 g/100 ml de hidrogel), y en el
que la fraccion polimérica total consiste en metilcelulosa y colageno, en el que el contenido de metilcelulosa
es igual o inferior al 4% (g/100 ml de hidrogel), preferiblemente inferior o igual al 2% (g/100 ml de hidrogel),
y el contenido de colageno es inferior o igual al 0,3% (g/100 ml de hidrogel).

Método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de activacion a) se realiza usando anticuerpos
agonistas anti-CD3 (TCR) y anti-CD28, preferiblemente perlas poliméricas magnéticas recubiertas con
anticuerpos agonistas anti-CD3/CD28 activadores de células T humanas.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el hidrogel contiene mas del 95% de fase acuosa,
preferiblemente mas del 97%, siendo esta fase acuosa un medio de cultivo celular, preferiblemente medios
minimos sin suero animal, rojo de fenol o antibioticos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la disoluciéon de la etapa d) es una
disolucion de resazurina.

Uso in vitro de un hidrogel segun la reivindicacion 1, que comprende a su vez PBMC activadas, leucocitos
totales o subpoblaciones especificas de PBMC, incrustados dentro del hidrogel, para medir
cuantitativamente la respuesta de un paciente a un farmaco inmunomodulador.

Kit o dispositivo adecuado para medir cuantitativamente la respuesta de un paciente a un gradiente de
farmaco inmunomodulador, que comprende:

a. un soporte con uno o mas canales capaces o adecuados para comprender un hidrogel que comprende a
su vez PBMC activadas, leucocitos totales o subpoblaciones especificas de PBMC, incrustados dentro del
hidrogel, caracterizado por tener unas proporciones dimensionales en las que uno de los tres ejes
espaciales (eje longitudinal) es al menos 4 veces mas largo que el promedio de longitud de los otros dos
ejes, de modo que el hidrogel es capaz de proporcionar un flujo en gradiente de farmaco medible y estable
en el eje mayor de los pocillos canalizados descritos, y en el que los pocillos canalizados contienen un
volumen de hidrogel por canal de al menos 40 pl; y

b. un compuesto de activacion de linfocitos seleccionado de la lista que consiste en: anticuerpos agonistas
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anti-CD3 (TCR) y CD28, ionomicina y PMA (miristato-acetato de forbol), lectinas, superantigenos,
lipopolisacaridos (LPS), determinantes antigénicos o epitopos;

c. una disolucién de cultivo celular capaz de proporcionar un hidrogel, en el que el hidrogel se forma a
través de la reticulacion no covalente (hidrogeles fisicos) de cadenas poliméricas, en el que la fraccion
polimérica total representa menos del 5% (5 g/100 ml de hidrogel), y en el que la fraccién polimérica total
consiste en metilcelulosa y colageno, en el que el contenido de metilcelulosa es igual o inferior al 4%
(9/100 ml de hidrogel), preferiblemente inferior o igual al 2% (g/100 ml de hidrogel), y el contenido de
colageno es inferior o igual al 0,3% (g/100 ml de hidrogel); y un

d. compuesto capaz de revelar un efecto de gradiente de farmaco inmunomodulador, preferiblemente
mediante la adquisicion de imagenes o la cuantificacion de sefiales.

Kit segun la reivindicacion 6, en el que el kit comprende ademas un soporte fisico para poner en contacto el
hidrogel con uno o mas farmacos inmunomoduladores tales como un disco, un cilindro o una tira que tiene
una concentracion del farmaco inmunomodulador, en el que dicho soporte fisico estd compuesto por
cualquier material poroso capaz de liberar el compuesto inmunomodulador una vez en contacto con el
hidrogel.

Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, en el que el kit comprende ademas un farmaco
inmunomodulador.

Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que el compuesto de activacion de linfocitos son
anticuerpos anti-CD3 (TCR) y CD28, preferiblemente perlas poliméricas magnéticas recubiertas con
anticuerpos agonistas anti-CD3/CD28 activadores de células T humanas.

Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en el que el compuesto capaz de revelar un efecto de
gradiente de farmaco inmunomodulador es una disolucién de resazurina.

Uso in vitro del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, para medir cuantitativamente la
respuesta de un paciente a un farmaco inmunomodulador.
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Fig. 2

23



ES 2740 949 T3

24



ES 2740 949 T3

Fig. 5

25



ES 2740 949 T3

Fig. 6
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Fig. 9
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Fig. 11
Efecto de ciclnsporina A sobre PEMC humanas estimuladas
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Halos inhibidores de inmunosupresores en agarosa al 0,5%
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Fig. 14
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Fig. 17
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