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DESCRIPCION
Procedimiento de conservacion de células, tejidos u 6rganos en hipotermia

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento de conservacion a medio y largo plazo de células, tejidos
u 6rganos. Este procedimiento esta destinado mas en concreto a la conservacion de los injertos hasta que haya que
trasplantarlos en el receptor.

Antecedentes de la invencion

En la actualidad, la crioconservacion es el Unico método disponible para conservar los injertos de células
hematopoyéticas a medio y largo plazo. En efecto, sin congelacién y a una temperatura de 4 °C, se ha observado que
el nimero y la capacidad funcional de las células progenitoras contenidas en los injertos disminuyen drasticamente al
cabo de tan solo 3 dias de conservacion (Hechler et al., 1996).

No obstante, la crioconservacién presenta inconvenientes notables, sobre todo la posibilidad de aglutinaciéon durante
la descongelacion o el riesgo de reaccién anafilactica desencadenada por la presencia de crioprotectores. Ademas,
este método no se puede aplicar a todos los tipos celulares.

Los estudios ya publicados han demostrado que la conservacion a corto plazo a 4 °C de las células madre
hematopoyéticas CD34+ se mejoraba con la modificacién de las condiciones atmosféricas de los cultivos, sobre todo
con la disminucion de la concentracion de oxigeno y el aumento de la concentracion de didxido de carbono (Vlaski et
al,, 2014). Aunque sean notables, estas mejoras resultan insuficientes para garantizar la supervivencia y el
mantenimiento de las capacidades funcionales de las células y, en particular, de las células progenitoras, para una
conservacion a largo plazo a 4 °C. Se ha contemplado igualmente la utilizacion de los inhibidores de la entrada del
calcio para conservar los tejidos y 6rganos antes del trasplante (solicitud de patente de los EE. UU. US 2008/089947).

Un procedimiento 6ptimo permitiria conservar a largo plazo los injertos en condiciones de hipotermia, sin congelacién,
y simplificaria también la logistica y los procesos de implantacién de injertos, a la vez que se mejoran los resultados
obtenidos en el receptor.

Compendio de la invencién

Los inventores han demostrado que la incubacién previa de las células en hipotermia moderada y en una atmdsfera
hipdxica y/o hipercépnica antes de ser conservadas en hipotermia intensa permitia mejorar considerablemente la
supervivencia y la capacidad de proliferacién de dichas células, sobre todo en el caso de las células madre.

Asi pues, segln un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro o ex vivo de
conservacion de las células animales, preferiblemente de las células humanas, en hipotermia intensa, que comprende
una etapa que consiste en mantener dichas células en hipotermia moderada y en una atmésfera hipoxica y/o
hipercapnica durante aproximadamente 12 a aproximadamente 72 horas, antes de conservarlas en hipotermia intensa.

Las células se pueden conservar en hipotermia intensa a una temperatura comprendida entre aproximadamente 1 °C
y aproximadamente 12 °C, preferiblemente de aproximadamente 4 °C.

Las células se mantienen en hipotermia moderada a una temperatura comprendida entre 20°C y 35 °C,
preferiblemente de aproximadamente 30 °C.

Las células pueden mantenerse en hipotermia moderada y en una atmoésfera hipoxica y/o hipercapnica durante
aproximadamente 24 a aproximadamente 48 horas, preferiblemente durante aproximadamente 48 horas.

La atmésfera hipoxica comprende del 0,5 al 10 % de dioxigeno, preferiblemente aproximadamente el 5 % de dioxigeno.

La atmdsfera hipercapnica comprende del 5 al 20 % de di6xido de carbono, preferiblemente aproximadamente el 9 %
de carbono.

Preferiblemente, las células se mantienen en hipotermia moderada y en una atmdsfera hipoxica e hipercapnica.

Las células conservadas segun el procedimiento de la invencién pueden ser células de piel, de cartilago, osteocitos,
células endoteliales, células musculares, células neurales, células retinianas, células pancreéticas, células sanguineas,
o células madre o progenitoras capaces de diferenciarse en estas células.

Las células pueden estar organizadas sobre todo en un tejido, preferiblemente seleccionado del grupo que consiste
en piel, cornea, tenddn, tejido déseo, vaso sanguineo, nervio, valvula cardiaca, membrana amniética, tejido
cartilaginoso, islote de Langerhans y tejido muscular, u organizadas en un érgano completo o parcial, preferiblemente
seleccionado del grupo que consiste en rifidn, higado, corazén, cordon umbilical, placenta, intestino, pulmén y
pancreas.

Preferiblemente, las células conservadas son células madre hematopoyéticas, células madre mesenquimatosas, o
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una combinacion de ellas, preferiblemente células madre hematopoyéticas.

En la presente solicitud se describe igualmente un kit que comprende un medio de conservacion celular, un primer
envase estéril destinado a recibir las células, tejidos u 6rganos y el medio de conservacion celular, y un dispositivo
que permite crear una atmésfera hipdxica y/o hipercapnica en el primer envase que comprende las células, tejidos u
6rganos, y optativamente un segundo envase que permite garantizar el mantenimiento del primer envase y/o de las
células, tejidos u érganos a una temperatura controlada.

Como alternativa, el kit puede comprender un envase estéril destinado a recibir las células, tejidos u 6rganos y el
medio de conservacién celular que encierra una atmdsfera hipdxica y/o hipercépnica, en donde dicho envase estéril
se ha llenado opcionalmente antes con el medio de conservacion celular.

Segun otro aspecto, la presente invencién se refiere igualmente a la utilizacién de un kit, tal como el descrito, para
llevar a cabo el procedimiento segun la invencion, es decir, para conservar las células animales en hipotermia intensa.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Células CD34+ de sangre de la placenta. Rendimiento de células viables con respecto a t = 0. Aire: 21 % de
02y 0,01 % de CO2; HH: 9 % de CO2y 5 % de Oz; Hipo: 5 % de Oz y 0,001 % de CO2; Hiper: 20 % de Oz2y 20 % de
CO2. *: p<0,5;**: p< 0,01; **: p< 0,001.

Figura 2: Células CD34+ de sangre de la placenta. Rendimiento de los progenitores clonogénicos con respecto at = 0.
Aire: 21 % de Oz2y 0,01 % de CO2; HH: 9 % de CO2y 5 % de O2; Hipo: 5 % de Oz y 0,001 % de COz2; Hiper: 20 % de
02y 20 % de COz. *: p< 0,5; **: p< 0,01; ***: p< 0,001.

Figura 3: Células mesenquimatosas humanas. Rendimiento de células viables con respecto a t = 0. Aire: 21 % de Oz
y 0,01 % de COz2; HH: 9 % de CO2y 5 % de Oz; Hipo: 5 % de Oz'y 0,001 % de COz; Hiper: 20 % de Oz y 20 % de COa.
*1p<0,5;": p<0,01; " : p<0,001.

Figura 4: Células mesenquimatosas humanas. Rendimiento de céulas progenitoras clonogénicas con respecto at = 0.
Aire: 21 % de Oz2y 0,01 % de COz2; HH: 9 % de COz2y 5 % de O2; Hipo: 5 % de Oz 'y 0,001 % de COz2; Hiper: 20 % de
02y 20 % de CO2. *: p<0,5; **: p< 0,01; ***: p<0,001.

Figura 5: Células FDCPmix. Rendimiento de células viables con respecto a t = 0. Aire: 21 % de Oz y 0,01 % de COg;
HH: 9 % de CO2y 5 % de Og; Hipo: 5 % de Oz y 0,001 % de COz2; Hiper: 20 % de O2 y 20 % de CO2. *: p<0,5; **:
p<0,01;**: p<0,001.

Descripcion detallada de la invencion

En los estudios anteriores, los inventores de la presente invencion han observado que la hipoxia y la hipercapnia
permiten mejorar la conservacién de las células madre hematopoyéticas con respecto a su exposicion al aire (Jeanne
et al.; 2009; lvanovic et al.; 2010; Vlaski et al.; 2014).

En la parte experimental de la presente solicitud, los inventores han demostrado que la incubacién previa de las células
madre durante 2 dias en hipotermia moderada (30 °C) antes de transferirlas a 4 °C mejoraba de manera muy
significativa la supervivencia de estas células y la capacidad funcional de las células progenitoras con respecto a una
colocacion directa a 4 °C. Los resultados obtenidos salen mas claros cuando la incubacién previa estd combinada con
una atmésfera hipdxica y/o hipercapnica. Estos resultados, validados en tres tipos celulares diferentes, a saber, células
hematopoyéticas CD34+, células mesenquimatosas y células de la linea FDCPmix, indican que este procedimiento se
puede utilizar para mejorar la conservacion de células, tejidos u érganos en hipotermia, sobre todo con vistas a un
trasplante.

Asi pues, segun un primer aspecto, la presente solicitud se refiere a un procedimiento in vitro o ex vivo de conservacion
de células animales en hipotermia intensa que comprende una etapa que consiste en mantener dichas células en
hipotermia moderada durante un breve margen de tiempo, antes de conservarlas en hipotermia intensa.

El procedimiento segun la invencion tiene por objeto mejorar la conservacion de las células animales cuando se
conservan en hipotermia intensa, sin congelacién. Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «hipotermia
intensa» se refiere a temperaturas superiores a 0 °C e inferiores a 15 °C. Preferiblemente, este término se refiere a
las temperaturas comprendidas entre aproximadamente 1 °C y aproximadamente 12 °C, a saber, aproximadamente
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11 0 12 °C, preferiblemente entre aproximadamente 1 °C y aproximadamente 8 °C, y, en
particular, entre aproximadamente 2 °C y aproximadamente 8 °C. De manera mas particularmente preferida, las
condiciones de hipotermia intensa corresponden a una temperatura comprendida entre aproximadamente 1 °C y
aproximadamente 6 °C, preferiblemente de aproximadamente 4 °C.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «aproximadamente» hace referencia a una horquilla de valores
del 5 % del valor especificado, preferiblemente el £2 % del valor especificado. Por ejemplo, «aproximadamente 20»
incluye los +5 % de 20 o de 19 a 21. Se entiende que los valores anteriores del término «aproximadamente» deben
igualmente considerarse que estan descritos especificamente en la presente solicitud. Por ejemplo, la expresion «una
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temperatura comprendida entre aproximadamente 1 °C y aproximadamente 12 °C» debe considerarse que describe
«una temperatura comprendida entre 1°C y 12°C». De la misma manera, la expresion «una temperatura de
aproximadamente 4 °C» debe igualmente considerarse que describe «una temperatura de 4 °C».

Antes de ser colocadas en hipotermia intensa, las células se mantienen en hipotermia moderada durante un intervalo
de tiempo breve. Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «hipotermia moderada» se refiere a las
temperaturas comprendidas entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 35 °C, a saber, aproximadamente 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 °C, preferiblemente entre aproximadamente 25 °C y
aproximadamente 32 °C, de manera aun mas preferida entre aproximadamente 27 °C y aproximadamente 32 °C. De
manera mas particularmente preferida, una hipotermia moderada corresponde a una temperatura de
aproximadamente 30 °C.

En el procedimiento segun la invencion, las células se colocan en hipotermia moderada durante aproximadamente 12
horas a aproximadamente 72 horas, preferiblemente durante aproximadamente 24 horas a aproximadamente 60 horas,
o durante aproximadamente 36 horas a aproximadamente 60 horas, antes de ser colocadas en hipotermia intensa con
vistas a una conservacion a mas largo plazo. Preferiblemente, la fase de hipotermia moderada dura de
aproximadamente 24 horas a aproximadamente 48 horas, y de manera particularmente preferida, aproximadamente
48 horas.

Segun un modo de realizacién preferido, las células se colocan en hipotermia intensa inmediatamente después de la
etapa de hipotermia moderada.

En el procedimiento segun la invencion, las células se pueden conservar en hipotermia intensa durante un largo
intervalo de tiempo, por ejemplo, de varios dias a varios meses, antes de utilizarse. En particular, las células se pueden
conservar en hipotermia intensa durante mas de 24 horas, en particular de 1 dia a 120 dias, preferiblemente durante
1 dia a 1 mes, de manera aun mas preferida durante 1 dia a 15 dias, y de manera mas particularmente preferida
durante 5 dias a 10 dias.

Las células conservadas mediante el procedimiento segun la invencidn son preferiblemente células que se han retirado
de un animal o donante, preferiblemente de un mamifero, y de manera particularmente preferida de un humano. En
particular, estas células pueden destinarse a ser administradas posteriormente a un receptor en el marco de un
trasplante.

Segun un modo de realizacion preferido, las células no se congelan ni se someten a las condiciones de hipotermia
intensa antes de ser colocadas en hipotermia moderada. Las células se colocan preferiblemente en hipotermia
moderada en un plazo de un maximo de 4 horas después de extraerlas del donante. De manera particularmente
preferida, las células se colocan en hipotermia moderada inmediatamente después de su extraccion, es decir, durante
la hora que sigue a la extraccion.

Antes de su conservacion, las células pueden verse sometidas a diferentes andlisis, tales como la serologia, la
tipificacion del HLA y los examenes fenotipicos, morfoldgicos (sobre todo en el caso de las células organizadas en
tejidos u érganos) o bacteriol6gicos.

Tal y como se demuestra en la parte experimental, la etapa previa de hipotermia moderada es suficiente para mejorar
la conservacién de las células. No obstante, segun ciertos modos preferidos, esta etapa se combina con un ajuste de
las condiciones atmosféricas del cultivo para constituir una atmoésfera hipéxica, hipercapnica o hipoxica/hipercépnica,
preferiblemente una atmésfera hipdxica/hipercapnica.

Una atmoésfera hipoxica es una atmoésfera que comprende una concentracién reducida en dioxigeno con respecto a la
concentracién en el aire que es habitualmente del 20 al 21 %. Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término
«atmésfera hipdxica» se refiere a una atmésfera que comprende menos del 10 % de Oz. Asi pues, una atmoésfera
hipdxica puede comprender, por ejemplo, entre aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 10 % de Oz, es decir,
aproximadamente el 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 %. Segln determinados modos de realizacion preferidos, una
atmosfera hipoxica comprende entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el 5% de O2. De manera
particularmente mas preferida, la atmosfera hipdxica comprende aproximadamente el 5 % de O2. En una atmésfera
hipéxica, la concentracion del diéxido de carbono corresponde preferiblemente a la del aire ambiental, a saber,
aproximadamente el 0,05 %. El complemento de la mezcla gaseosa esta en general compuesto por didxido de
nitrégeno.

Una atmosfera hipercapnica es una atmosfera que comprende una concentracion de didxido de carbono maés alta que
la concentracion del aire, que es habitualmente inferior al 0,05 %. Tal y como se utiliza en la presente memoria, el
término «atmosfera hipercapnica» se refiere preferiblemente a una atmésfera que comprende mas del 5 % de COa.
Asi pues, una atmésfera hipercapnica puede comprender, por ejemplo, entre aproximadamente el 5% y
aproximadamente el 20 % de COz, es decir, aproximadamente el 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19 0
20 %. Segun determinados modos de realizacién preferidos, una atmosfera hipercapnica comprende entre
aproximadamente el 5 % y aproximadamente el 10 % de COz2, preferiblemente entre aproximadamente el6 o el 7 % y
aproximadamente el 10 % de CO2. Segun otros modos de realizacién preferidos, una atmoésfera hipercapnica
comprende entre aproximadamente el 6% vy aproximadamente el 20% de CO2, preferiblemente entre
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aproximadamente el 9 % y aproximadamente el 20 % de CO2. De manera particularmente mas preferida, la atmésfera
hipercapnica comprende aproximadamente el 9 % de COz. En una atmoésfera hipercapnica, la concentracién de
dioxigeno corresponde preferiblemente a la del aire ambiental, a saber, aproximadamente el 20-21 %. El complemento
de la mezcla gaseosa esta en general compuesto por didxido de nitrégeno.

Una atmosfera hipéxica/hipercapnica es una atmoésfera que comprende una reduccion de la concentracion de
dioxigeno y un aumento de la concentracién de diéxido de carbono con respecto a las concentraciones habituales en
el aire ambiental. De manera mas especifica, tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «atmdsfera
hipdxica/hipercapnica» se refiere a una atmosfera que comprende menos del 10 % de Oz y mas del 5 % de COa. Los
intervalos de valores preferidos de Oz y CO2 son los definidos mas arriba para las condiciones de hipoxia e hipercapnia.
De manera particularmente preferida, la atmésfera hipdxica/hipercapnica comprende aproximadamente el 5 % de Oz
y aproximadamente el 9 % de CO2. El complemento de la mezcla gaseosa esta compuesto en general por diéxido de
nitrégeno.

Cada una de estas mezclas gaseosas concretas se puede obtener con los procedimientos bien conocidos por el
experto en la técnica, sobre todo por medio de camaras de incubacion en una atmosfera controlada que se pueden
comprar a numerosos proveedores.

Las células conservadas por el procedimiento segun la invencién pueden ser cualquier célula animal para la cual se
desea una conservacion de hipotermia intensa.

Preferiblemente, las células son células de mamifero y, de manera mas particularmente preferida, las células humanas.

Segun un modo de realizacion preferido, las células son células destinadas a ser trasplantadas en un receptor y
proceden preferiblemente de una extraccion de un donante. El donante y el receptor puede ser el mismo individuo
(injerto autdlogo o autoinjerto) o de individuos diferentes (aloinjerto).

Las células pueden ser células aisladas o células organizadas en tejidos u 6rganos.

Segun un modo de realizacion, las células a conservar son células aisladas. Estas células pueden seleccionarse, por
ejemplo, del grupo que consiste en células de la piel, de cartilago, osteocitos, células endoteliales, células musculares,
células neurales, células retinianas, células pancreaticas, células sanguineas, o células madre o células progenitoras
capaces de diferenciarse en estas células.

Las células madre pueden ser células madre pluripotentes (capaces de diferenciarse en todos los tipos celulares de
un organismo), multipotentes (capaces de diferenciarse en tipos celulares de diferentes tejidos) o unipotentes (capaces
de diferenciarse en tipos celulares de un solo tejido). Las células progenitoras son células capaces de diferenciarse
en diferentes tipos celulares de un solo tejido. Estas pueden ser oligopotentes (capaces de diferenciarse en un
pequeno numero de tipos celulares, por ejemplo, las células progenitoras CFU-GEMM), bipotentes (capaces de
diferenciarse en dos tipos celulares, por ejemplo, las células progenitoras CFU-GM) o unipotentes (capaces de
diferenciarse en un solo tipo celular, por ejemplo, las células progenitoras CFU-G, CFU-M, CFU-MK, BFU-E y CFU-
E). A diferencia de las células progenitoras, las células madre poseen una capacidad real de autorrenovacion y
presentan una capacidad de proliferacién muy superior.

En un modo de realizacién, las células madre son células madre pluripotentes elegidas entre las células madre
embrionarias, las células progenitoras multipotentes adultas (0 MAPC, por su nombre en inglés) o las células madre
pluripotentes inducidas.

Las células madre embrionarias proceden de la masa celular interna del blastocito y tienen la capacidad de conducir
a la formacion de todos los tejidos del organismo (mesodermo, endodermo, ectodermo), incluidas las células de la
linea germinal. La pluripotencia de las células madre embrionarias se puede evaluar mediante la presencia de
marcadores, tales como los factores de transcripcion OCT4 y NANOG, y los marcadores de superficie, como SSEA3/4,
Tra-1-60 y Tra-1-81. Las células madre embrionarias se pueden obtener sin la destruccién del embrion del cual
proceden, por ejemplo, con ayuda de la técnica descrita por Chung et al. (2008). En un modo de realizacién concreto,
y por razones legales o éticas, las células madre embrionarias son células madre embrionarias que no son humanas.
De manera general, segun un modo de realizacién concreto, las células a conservar segun el procedimiento de la
invencion no son células madre embrionarias humanas.

Las células progenitoras multipotentes adultas pueden, al igual que las células madre embrionarias, diferenciarse en
células procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias y expresan los factores de transcripcion OCT4 y
NANOG. Estas células se pueden aislar a partir de diferentes érganos, sobre todo a partir de la médula ésea (Schwartz
et al., 2002).

Las células madre pluripotentes inducidas (iPS, por su nombre en inglés) son células pluripotentes que se obtienen
por reprogramacion genética de las células somaticas diferenciadas. Ademas de su aspecto y su potencial de
autorrenovacion y de pluripotencia similares a los de las células madre embrionarias, las iPS presentan igualmente
una reprogramacioén epigenética con un perfil global de metilacién de las histonas y de expresion génica muy similar
a los de las células madre embrionarias. Cabe destacar que estas células son claramente positivas para los
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marcadores de pluripotencia, sobre todo la coloracion con fosfatasa alcalina y la expresion de las proteinas NANOG,
SOX2, OCT4 y SSEASZ/4. Los procedimientos que permiten la obtencién de las células madre pluripotentes inducidas
los conoce bien el experto en la técnica y estan claramente descritos en los articulos de Yu et al. (2007), Takahashi et
al. (2007) y Nakagawa et al. (2008).

En otro modo de realizacion, las células madre son células madre multipotentes. Los ejemplos no limitantes de las
células madre multipotentes incluyen las células madre hematopoyéticas capaces de diferenciarse en células
sanguineas e inmunitarias, como son los glébulos blancos, los glébulos rojos y las plaquetas, en particular las células
madre hematopoyéticas que expresan el antigeno CD34, o las células madre mesenquimatosas capaces de
diferenciarse en células cartilaginosas (condrocitos), células éseas (osteoblastos) y células grasas (adipocitos). Las
células madre hematopoyéticas CD34+ y las células madre mesenquimatosas pueden aislarse a partir de la médula
6sea con ayuda de cualquiera de las técnicas que conoce el experto en la técnica, por ejemplo, con la ayuda de un
sistema inmunomagnético o de un sistema de filtracién.

En otro modo de realizacién, las células madre son células madre unipotentes. Los ejemplos no limitantes de las
células madre unipotentes incluyen las células madre de la piel, del higado y de la mucosa intestinal.

Segun un modo de realizacion preferido, las células a conservar son o contienen células madre, preferiblemente
células madre hematopoyéticas o0 mesenquimatosas, 0 una combinacion de las mismas. De manera muy
particularmente preferible, las células a conservar son células madre hematopoyéticas.

En determinados modos de realizacion, las células conservadas pueden estar organizadas en tejidos u 6rganos.

Los ejemplos no limitantes de tejidos que pueden conservarse segun el procedimiento de la invencion incluyen la piel,
la cornea, un tenddn, un tejido 6seo, un vaso sanguineo, un nervio, una valvula cardiaca, una membrana amniética,
un tejido cartilaginoso, un islote de Langerhans y un tejido muscular.

Los 6rganos conservados segun el procedimiento de la invencion pueden estar completos, por ejemplo, un rifién o un
higado completos, o ser un trozo, por ejemplo, un trozo de higado. Los ejemplos no limitantes de los érganos que se
pueden conservar segun el procedimiento de la invencién incluyen rifidn, higado, corazon, cordén umbilical, placenta,
intestino, pulmoén y pancreas.

En el procedimiento segun la invencion, las células, tejidos u érganos se pueden conservar en cualquier medio
adaptado, preferiblemente un medio liquido. Existen numerosos medios adaptados para la conservacion de células,
tejidos u 6rganos. El experto en la técnica puede facilmente elegir un medio adaptado en funcién del tipo de células,
tejidos u 6érganos a conservar. Tales medios se describen, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional WO
2014/057220, WO 2014/120014, WO 2012/129538, WO 2011/159359, WO 06/052133, WO 97/33978 y WO 00/02572.
Hay muchos proveedores que comercializan igualmente los medios adaptados, tales como, por ejemplo, los medios
HPO01 y HP02 de Macopharma, los medios Stem Alpha Ay Stem Alpha S3 de Stemcell, o el medio Viaspan (o «Solucién
de la Universidad de Wisconsin»).

El medio permite preferiblemente la supervivencia de las células sin que se les estimule la proliferacién.

Una de las ventajas del procedimiento segun la invencién es que no requiere la utilizacion de crioprotectores en el
medio de conservacion. El medio se puede inyectar directamente, sobre todo en el caso de un injerto de células madre
hematopoyéticas, o cuando se necesita un lavado del injerto antes de su administracion.

En el caso de 6rganos o de tejidos, pueden sumergirse en un volumen adaptado para que queden totalmente
recubiertos.

Antes de la utilizacién de las células, sobre todo en el ambito de un trasplante, se pueden realizar diferentes pruebas
para verificar la calidad del injerto, por ejemplo, la medida de la apoptosis o una prueba clonogénica de las células
progenitoras CFU-GM (unidad formadora de colonias de granulocitos y macréfagos) o CFC-GM (células formadoras
de colonias de granulocitos y macréfagos) realizado en el ambito del control de calidad de los injertos hematopoyéticos.

La presente solicitud describe igualmente un kit.
Segun un primer aspecto, comprende:
- un medio de conservacion celular,
- un primer envase estéril destinado a recibir las células, tejidos u 6rganos y el medio de conservacién celular, y

-un dispositivo que permite crear una atmosfera hipdxica y/o hipercapnica en el primer envase que comprende las
células, tejidos u érganos.

Optativamente, el primer envase estéril ya puede venir lleno con el medio de conservacion celular.
En el primer envase se puede crear una atmoésfera hipdxica y/o hipercapnica después de haber colocado en él las
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células, tejidos u 6rganos.

Segun un aspecto concreto, dicho envase comprende una entrada y una salida que permite los intercambios gaseosos,
y el dispositivo que permite crear una atmosfera hipoxica y/o hipercapnica se utiliza para inyectar en dicho envase la
atmosfera deseada. Esta entrada y salida se cierran a continuacion para mantener las células, tejidos u 6rganos en
dicha atmésfera. El dispositivo que permite crear una atmosfera hipdxica y/o hipercépnica es preferiblemente un
dispositivo a presion, tal como un cartucho de gas.

Segun otro aspecto concreto, el envase estéril que comprende las células, tejidos u érganos puede estar colocado en
una camara de incubacién con una atmosfera controlada que permite crear una atmdésfera hipoxica y/o hipercapnica.

Segun un segundo aspecto, el kit puede comprender un envase estéril destinado a recibir las células, tejidos u érganos
y el medio de conservacion celular que comprende una atmédsfera hipdxica y/o hipercapnica. Optativamente, este
envase estéril puede venir lleno del medio de conservacion celular.

El kit tal como el descrito en la presente memoria puede comprender ademas un segundo envase que permite
garantizar el mantenimiento del primer envase y/o de las células, tejidos u érganos a una temperatura controlada.

Este segundo envase permite mantener las células, tejidos u 6rganos en hipotermia moderada, preferiblemente justo
después de la extraccion. A continuacion, este mismo envase se puede utilizar para colocar las células, tejidos u
6rganos en hipotermia intensa. Como alternativa, las células, tejidos u érganos se pueden cambiar de envase cuando
se van a colocar en hipotermia intensa.

El medio de conservacién celular puede ser cualquier medio de conservacion, tal como el descrito mas adelante, y
adaptado a las células, tejidos u érganos a conservar.

El kit tal como el descrito en la presente memoria esta particularmente adaptado al transporte y a la conservacién de
las células, tejidos u 6rganos desde el donante hasta el receptor en el ambito de un trasplante.

Optativamente, el kit puede igualmente comprender otros envases, tales como un envase destinado a recibir la
muestra de sangre del donante para la determinacién del grupo sanguineo, o un envase destinado a recibir una
muestra de bazo o de ganglios para la tipificacion del HLA.

La presente invencion se refiere igualmente a la utilizacion de un kit, tal como el descrito mas arriba, para poner en
practica el procedimiento segun la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Células CD34+ de sangre de la placenta
Material y métodos

Después de su aislamiento mediante el sistema inmunomagnético, las células CD34+ se han incubado durante una
noche en un cultivo a 37 °C en el medio HP01 (Macopharma) en presencia del factor de células madre SCF (100 ng/ml),
trombopoyetina (20 ng/ml) e IL 3 (1 ng/ml) a una concentracion de aproximadamente 10° células por mililitro. Este
medio garantiza la supervivencia de las células CD34+ sin estimular su proliferacion. Este cultivo se ha repartido en 8
frascos impermeables al gas (2 por condicién atmosférica: i) aire (21 % de Oz, 0,01 % de COz), ii) hipoxia/hipercapnia
—HH— (9 % de COz, 5 % de Oy), iii) hipoxia (5 % de Oz, 0,001 % de CO2), iv) hipercapnia (20 % de Oz y 20 % de
COz2)). Todos los frascos se colocan 1 noche (aproximadamente 16 h) a 37 °C, a continuacién 1 h en una atmésfera
modificada siguiendo las condiciones anteriores a 37 °C. Se coloca un frasco por condicién directamente a +4 °C
durante 13 dias y el otro frasco a 30 °C durante 2 dias, luego a +4 °C durante 11 dias (13 dias en total). Al final de
este periodo, se han atemperado las células a 37 °C durante 2 h y se han evaluado en términos de viabilidad/apoptosis
mediante el analisis de expresion de la anexina V y de la fijacién del yoduro de propidio, asi como mediante la prueba
funcional de capacidad de formacion de colonias en cultivo semisélido (Duchez et al., 2013).

Resultados

En la figura 1 se muestra el rendimiento de las células viables y no afectadas por la apoptosis. Los resultados
presentados en esta figura demuestran que la colocacién directa en hipotermia intensa a +4 °C y la conservacion de
las células durante 13 dias al aire conduce a la pérdida de todas las células viables.

Si, por el contrario, las suspensiones se han transferido directamente a +4 °C en atmésfera de hipoxia/hipercapnia
después de 13 dias, sobrevivieron aproximadamente el 10% de las células. Este efecto positivo de hipoxia/hipercapnia
se multiplica por 4 si las células se incuban antes durante 2 dias en hipotermia moderada (30 °C).

La hipoxia sola asociada a una incubacioén previa a 30 °C mejora la supervivencia celular de forma moderada, mientras
que no tiene ningun efecto positivo sin esta incubacion previa.

La hipercapnia sola resulta beneficiosa con o sin incubacion previa, pero el efecto con incubacion previa en hipotermia

7



10

15

20

25

30

35

40

ES 2813728 T3

moderada es 6 veces superior.

Se obtienen resultados muy similares para las células progenitoras clonogénicas en las condiciones estudiadas (figura 2).
Estos datos demuestran pues con claridad que la asociacion de hipercapnia y de hipoxia con una incubacién previa
en hipotermia moderada mejora de manera espectacular la supervivencia de las células CD34+, asi como de las
células progenitoras clonogénicas de sangre de la placenta. El periodo observado (13 dias) es muy largo y el nivel de
supervivencia de las células y de las progenitoras (del 40 al 65 %) excede cualquier expectativa.

Ejemplo 2: Células mesenquimatosas
Material y métodos

En este ejemplo, y con el fin de la mayor claridad posible, solo se han considerado las células mesenquimatosas (CM)
capaces de formar colonias de células fibroblastoides adherentes (CFU-F).

Las células mesenquimatosas producidas a partir de la médula 6sea humana (células retenidas en los filtros utilizados
para la filtracién de la médula 6sea antes del injerto) congeladas con anterioridad se han descongelado y se han
puesto en cultivo (a MEM, 10 % de SVF, B FGF (1 ng/ml), L-glutamina (2 mM), 0,5 % de penicilina-estreptomicina) a
37°Cy el 5% de CO2 en 9 frascos, y se han amplificado hasta la confluencia. A continuacién, los frascos se han
aireado a 37 °C de la siguiente forma: i) aire (21 % de Oz, 0,01 % de COz), ii) hipoxia/hipercapnia —HH— (9 % de
COg2, 5 % de O2), iii) hipoxia (5 % de Oz, 0,001 % de CO2), iv) hipercapnia (20 % de Oz y 20 % de COz) (dos frascos
por condicién; en donde el 9.° frasco se ha utilizado para el andlisis de viabilidad/apoptosis y para la prueba
clonogénica antes de la conservacion en hipotermia). Para cada condicion, el primer frasco se ha colocado
directamente a +4 °C y se ha conservado durante 5 dias a 4 °C, y el segundo se ha mantenido durante 48 h a 30 °C,
y a continuacién durante 3 dias a 4 °C. Al cabo de 5 dias, se han atemperado las células durante 2 h a 37 °C y se les
ha analizado la viabilidad/apoptosis y la capacidad clonogénica para los cultivos de CFU-F (véase el ejemplo 1).

Resultados

Tal y como se demuestra en la figura 3, un periodo de 48 h en hipotermia moderada mejora drasticamente la
supervivencia de las células mesenquimatosas, incluso al aire, donde la totalidad de las células ha muerto si se han
incubado a +4 °C durante 5 dias.

La hipoxia/hipercapnia mejora la supervivencia de las CM que se han colocado directamente a +4 °C, y este efecto se
ha multiplicado por 3 mediante un pase a 30 °C.

Con un pase en hipotermia moderada, la hipoxia y la hipercapnia, cada una por separado, garantizan un mantenimiento
maximo de las CM (en torno al 70 %). Se obtienen resultados muy similares para las células madre multipotentes
(CFU-F) (figura 4).

Ejemplo 3: Células de la linea FDCPmix
Material y métodos

Las células FDCPmix se han amplificado a 37 °C en 5 % de CO2 en el medio RPMI complementado con suero de
caballo al 20 % y el medio acondicionado WEHI (fuente de interleucina 3) al 8 %. A continuacion, las células se han
repartido en dos frascos por condicién en las condiciones siguientes: i) aire (21 % de O2, 0,01 % de COz), ii)
hipoxia/hipercapnia —HH— (9 % de COz2, 5 % de Oz), iii) hipoxia (5 % de O2, 0,001 % de COz), iv) hipercapnia (20 %
de O2y 20% de COz). El protocolo siguiente es el mismo que para las células mesenquimatosas del ejemplo 2.

Resultados

El mantenimiento de las células FDCPmix es mediocre al aire y en hipoxia/hipercapnia sin ninglin pase en hipotermia
moderada (directamente a +4 °C).

En cambio, la combinacion hipoxia/hipercapnia o hipercapnia sola con el pase en hipotermia moderada da un muy
buen mantenimiento, de aproximadamente el 60 % de las células FDCPmix (figura 5).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro o ex vivo de conservacion de las células animales, preferiblemente de células humanas,
en hipotermia intensa, que comprende una etapa que consiste en mantener dichas células en hipotermia moderada a
una temperatura comprendida entre 20 °C y 35 °C y en una atmadsfera hipdxica que comprende del 0,5 % al 10 % de
dioxigeno, y/o una atmésfera hipercapnica que comprende del 5 % al 20 % de diéxido de carbono, durante 12 a 72 h,
antes de conservarlas en hipotermia intensa a una temperatura superior a 0 °C e inferior a 15 °C.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que las células se conservan en hipotermia intensa a una
temperatura comprendida entre 1 °C y 12 °C, preferiblemente a 4 °C.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células se mantienen en
hipotermia moderada a una temperatura comprendida entre 25 °C y 32 °C.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células se mantienen en
hipotermia moderada a una temperatura comprendida entre 27 °C y 32 °C.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células se mantienen en hipotermia
moderada y en una atmésfera hipdxica y/o hipercapnica durante 24 a 60 h, preferiblemente durante 36 a 60 h.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células se conservan en
hipotermia intensa durante mas de 24 h.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células se conservan en
hipotermia intensa durante 1 a 15 dias.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la atmdsfera hipdxica comprende
entre el 1y el 5 % de dioxigeno.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la atmdsfera hipercapnica
comprende entre el 9y el 20 % de didxido de carbono.

10. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células se mantienen en
hipotermia moderada y en una atmdsfera hipdxica e hipercéapnica.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células son células de piel, de
cartilago, osteocitos, células endoteliales, células musculares, células neurales, células retinianas, células
pancredticas, células sanguineas, o células madre o progenitoras capaces de diferenciarse en estas células.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células se organizan en tejido,
preferiblemente seleccionado del grupo que consiste en la piel, la cérnea, un tendon, un tejido éseo, un vaso sanguineo,
un nervio, una valvula cardiaca, una membrana amniotica, un tejido cartilaginoso, un islote de Langerhans y un tejido
muscular, o se organizan en 6rgano completo o trozo de 6rgano, preferiblemente seleccionado del grupo que consiste
en rindn, higado, corazén, cordon umbilical, placenta, intestino, pulmoén y pancreas.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células son células madre
hematopoyéticas, células madre mesenquimatosas o una combinacion de las mismas, preferiblemente células madre
hematopoyéticas.

14. Utilizacion de un kit para conservar las células animales segun el procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, en donde dicho kit comprende un medio de conservacion celular, un primer envase estéril
destinado a recibir las células, tejidos u érganos y el medio de conservacién celular, y un dispositivo que permite crear
una atmasfera hipdxica y/o hipercapnica en el primer envase que comprende las células, tejidos u érganos, y
opcionalmente un segundo envase que permite garantizar el mantenimiento del primer envase y/o de las células,
tejidos u érganos a una temperatura controlada.

15. Utilizacion segun la reivindicacion 14, en donde dicho kit comprende un envase estéril destinado a recibir las
células, tejidos u érganos y el medio de conservacion celular que comprende una atmaésfera hipdxica y/o hipercépnica,
en donde dicho envase estéril puede venir optativamente lleno con el medio de conservacioén celular.
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