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ABREVIATURAS

ACP: Agente Crioprotector.

ATP: Adenosin Trifosfato. (Adenosin TriPhosphate).

CFU: Unidad Formadora de Colonias. (Colony Forming Unit).

CMF: Citometria de Flujo.

CN: Células Nucleadas.

CNT: Células Nucleadas Totales

CPH: Célula Progenitora Hematopoyética.

CPH-A: Células progenitoras hematopoyéticas obtenidas mediante aféresis.

CSH: Células “Stem” Hematopoyética.

Dextr-Alb: Solucion Dextrano-Albumina.

DMSO: Dimetil Sulféxido.

EICH: Enfermedad del Injerto Contra el Huésped.

FSC: Luz dispersada en la direccién de la luz incidente en un citémetro. Proporcional al tamafio de la
particula que produce la dispersién. (Forward SCatter).

G-CSF: Factor Estimulador de Colonias Granulociticas. (Granulocytic Colony Stimulating Factor).
GM-CSF: Factor Estimulador de Colonias Granulo-monociticas. (Granulo Monocytic Colony Stimulating
Factor).

HES: Almidén hidroxietilado. (HydroxyEtyl Starch).

HLA: Antigeno leucocitario humano. (Human Leucocyte Antigen).

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién. (High Performance Liquid Chromatography).
ICT: Irradiacion Corporal Total.

mL: Mililitro.

MO: Médula Osea.

mOsm: Mili Osmoles.

PBA: Solucion de PBS con Albumina.

PBS: Suero Salino Tamponado con Fosfatos. (Phosphate Buffered Saline).

PM: Peso Molecular.

QC: Control de Calidad. (Quality Control).

SCU: Sangre de Corddn Umbilical.

SP: Sangre Periférica.

SSC: Luz dispersada en angulo recto respecto a la luz incidente en un citémetro. Proporcional a la
complejidad de la estructura interna de la particula que produce la dispersion. (SideSCatter).
TB: Azul Tripano. (Trypan Blue).

TMO: Trasplante de Médula Osea.

TPH: Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos.

ML: Microlitro

7AAD: 7-Aminoactinomicina-D. (7 Amino Actinomicyn-D).



Antecedentes y justificacion.

La logistica de un TPH incluye en la mayoria de casos (TPH autélogo y de SCU), una etapa de
criopreservacion a temperaturas de —196°C. Las técnicas de congelacion mas extendidas utilizan DMSO
como crioprotector para optimizar la viabilidad y funcionalidad de las células reduciendo la proporcién de
agua congelada y la deshidratacion intracelular durante el proceso de congelacion.

La presencia del crioprotector hace que las suspensiones celulares descongeladas sean
hiperténicas y como las células responden importando y exportando agua frente a un cambio de
osmolaridad, el retorno a condiciones isotonicas puede resultar en la superacion de los limites
mecanicos de las membranas plasmaticas por una entrada masiva de agua al citoplasma (choque
osmotico). Este fendmeno es de especial importancia durante la reconstitucién y manipulacion de
células descongeladas debido a que la membrana celular es un conjunto de lipidos y proteinas
organizados que por debajo de los 20°C pierde fluidez, limitando su resistencia y por tanto su capacidad
de respuesta osmatica.

En 1978 Goldman® publicé las primeras evidencias del fenémeno de choque osmético sobre la
reduccion de capacidad clonogénica en MO descongelada. Sin embargo, este trabajo no ha tenido una
gran repercusién en los protocolos de criopreservacion seguramente porque el numero de CPH en MO
y en CPH-A esta por encima del umbral minimo definido para uso clinico. Esta situacion cambia en el
momento que la SCU se define como fuente de células progenitoras debido a su limitada proporcion en
estos productos. Asi, en 1995 Rubinstein'> reabre el debate de la relevancia del choque osmético en
productos hematopoyéticos descongelados e introduce la estabilidad osmética previa a la infusién para
reducir el efecto del cambio brusco de osmolaridad durante el retorno a condiciones isotonicas.

Para la practica diaria de un laboratorio de procesamiento celular, y por extension para el
equipo clinico de trasplante, el choque osmético afecta a los controles de calidad del descongelado si
estos incluyen manipulaciones que impliquen cambios bruscos de osmolaridad. En este sentido, un
caso muy llamativo es el de la CMF, no en vano, casi ningun laboratorio realiza este tipo de analisis en
muestras descongeladas debido seguramente a la falta de correlacidn con los datos precongelacion.

Mas alarmante es el hecho de que la infusién directa de los inéculos descongelados pueda ser
también una fuente de choque osmaético que comprometa la viabilidad celular resultando, en el caso de
TPH con dosis limite de CPH y/o CNT, determinante para el éxito de la recuperacién hematopoyética.

En este ambito se ha desarrollado el trabajo experimental de esta Tesis Doctoral que
proporciona evidencias, cuantifica el efecto del choque osmético en los controles de calidad de
productos hematopoyéticos descongelados, propone un método de CMF para su analisis y valida dos
sistemas automaticos aptos para la clinica que rinden productos estabilizados osmoéticamente, listos

para trasplante y sin pérdida celular ni de viabilidad significativas.



indice

INTRODUCCION

I- PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

1.1- Hematopoyesis.

I.2- El Trasplante Hematopoyético.

[.2.1- Historia del TPH.
[.2.2- Tipos de TPH
[.2.2.A) Segun el tipo de donante.
[.2.2.B) Segun la procedencia de las CPH.
[.2.3- Etapas del TPH.
[.2.4- Fuentes de CPH.
[.2.4.A) Médula 6sea.
[.2.4.B) Sangre Periférica Movilizada.
[.2.4.C) Sangre de Corddn Umbilical.

Il- CRIOBIOLOGIA Y PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

Il.1- La membrana plasmatica.

[1.1.1- Estructura de la membrana.
[1.1.2- Composicién de la membrana.

[1.1.3- Empaquetamiento de los lipidos de membrana.

I.2- Respuesta celular a las bajas temperaturas.

[1.2.1- Conceptos generales.
11.2.2- Difusién y Osmosis.
[1.2.3- Osmolaridad, Osmolalidad.

I1.3- Criopreservacion celular.

[1.3.1- Conceptos generales.
11.3.1.A) Congelacion.
[1.3.1.B) Descongelacion.
[1.3.2- Concentracion celular durante la congelacién de CPH

[1.3.3- Lesiones crioinducidas.



indice i

[1.3.3.A) Formacion de hielo. 28.

[1.3.3.A.1) Hielo extracelular. . 29.

[1.3.3.A.2) Hielo intracelular. 30.

[1.3.3.B) Estrés osmdtico. 31.

[1.3.4- Crioprotectores. 33.

[1.3.4.A) DMSO. 35.
[1.3.4.B) Toxicidad del DMSO.

[1.3.4.B.1) Toxicidad quimica. .. 36.

[1.3.4.B.1) Toxicidad asociada a la infusién ... 36.

11.3.5- Respuesta osmatica de las CPH.
[1.3.5.A) Parametros biofisicos. 38.
[1.3.5.B) Respuesta volumétrica celular.

[1.3.5.B.1) Adicion del crioprotector. ... 40.

[1.3.5.B.1) Extraccion del crioprotector ... 41.

[1.3.5.C) Retorno a condiciones fisiolégicas. ... 42.

[1.3.5.D) Lavado celular post descongelacién. ... 43.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS. i, 44,
MATERIAL Y METODOS.

I-SOLUCIONES. 45.

lI-CITOMETRIADE FLUJO. i 48.

lll- CONTADOR AUTOMATICO. i, 51.

IV-DETERMINACION DE DMSO PORHPLC. .. 53.

V- SISTEMAS AUTOMATICOS DE LAVADO DE DMSO EN DESCONGELADOS.

V.1-Cytomate. 56.
V.2-Sepax S-100. s 60.



indice iii

RESULTADOS

I- EVIDENCIA DE LA PERDIDA CELULAR TRAS DESCONGELACION Y DILUCION
ISOTONICA. EFECTO EN LOS PROTOCOLOS DE CITOMETRIA DE FLUJO SOBRE
CELULAS DESCONGELADAS.

I.1- Recuperacion celular tras dilucién directa del descongelado en PBS. ........ 63.
I.2- Efecto de la diluciéon en PBS sobre el recuento y viabilidad celular.  ........ 64.
I.3- Pérdida celular en el control de calidad por citometria de flujo. @~ ....... 65.

Manuscrito n° 1: Luciano Rodriguez, Joan Garcia, Sergi Querol. “Predictive
utility of the attached segment in the quality control of a cord blood graft”.
Biology of Blood and Marrow Transplantation. 11:247-251.2005.

Il- PREVENCION DEL CHOQUE OSMOTICO SOBRE CELULAS DESCONGELADAS.

II.1- Prevencion del choque osmoético postdescongelacion mediante la adicién

de proteina y macromoléculas a los medios de dilucion.

[1.1.1- Recuperacion de CNT en SCU descongelada. ... 71.
[I.1.2- Viabilidad de CNT en SCU descongelada. ..., 72.
[1.1.3- Solucién Dextrano-Albumina. 73.
[1.1.4- Recuperacion de CNT en CPH-A descongelada. ..., 75.
[1.1.5- Recuento y viabilidad de células CD34+ en SCU descongelada. ........ 76.
[1.1.6- Recuento y viabilidad de células CD3+ en SCU descongelada.  ........ 78.
[1.1.7- Recuperacion de colonias clonogénicas en SCU descongelada. ........ 80.
Il.2- Prevencion del choque osmoético postdescongelacion mediante la aplicacion
de una etapa de equilibrio osmético previa a la diluciéon isoténica................... 83.
[1.2.1- La etapa de equilibrio confiere estabilidad frente a un cambio
brusco de osmolaridad.
[1.2.1.1- Recuento de células CD34+ en CPH-A descongeladas. ........ 84.
[1.2.1.2- Viabilidad de células CD34+ en CPH-A descongeladas. ........ 87.
[1.2.2- Introduccién de la etapa de equilibrio en la determinacion
citométrica de células descongeladas.
[1.2.2.1- Recuento de células CD3+ en SCU descongelada. ... 90.
[1.2.2.2- Recuento de células CD3+ en CPH-A descongeladas. ... 92.

[1.2.2.3- Viabilidad de células CD3+ en SCU descongelada. @~ ........ 95.



indice

ll- APLICACION CLINICA DE LA PREVENCION DEL CHOQUE OSMOTICO SOBRE
PRODUCTOS HEMATOPOYETICOS DESCONGELADOS MEDIANTE
ESTABILIZACION OSMOTICA.

lll.1- Aplicacion a una técnica de citometria de flujo para la determinacion de la

calidad de un producto hematopoyético descongelado. ..............................

[11.1.1- Validacion de la técnica citométrica.
[l1.1.1.1- Reproducibilidad de la técnica. ...
[l1.1.1.2- Coeficiente de variacion de la técnica. ...,
[11.1.2- Influencia del tiempo de equilibrio en la técnica citométrica. ...

[11.1.3- Recuperacion celular mediante la técnica citométrica propuesta. ...

lll.2- Aplicacion a las técnicas de preparacion de productos hematopoyéticos
descongelados para uso clinico.

[11.2.1- Estabilizacién osmoética de SCU descongelada mediante la

automatizacion del lavado de DMSO post descongelacién. ...

Manuscrito n° 2. Luciano Rodriguez, Carmen Azqueta, Stefano Azzalin,Joan
Garcia, Sergi Querol. “Washing of cord blood grafts after thawing: high cell
recovery using an automated and closed system”. Vox Sanguinis (2004) .87.
165-172.

[11.2.2- Estabilizacién osmética de CPH-A descongelada mediante la
automatizacion del lavado de DMSO post descongelacién. ...

Manuscrito n° 3. Luciano Rodriguez, Beatriz Velasco, Joan Garcia, Gregorio
Angel Martin-Henao. “Evaluation of an automated cell processing device to
reduce the dimethyl sulfoxide from hemopoietic grafts after thawing.
Transfusion 2005.

RESUMEN DE RESULTADOS.

DISCUSION.

CONCLUSIONES.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.



INTRODUCCION.



PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.
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.1- HEMATOPOYESIS.

La hematopoyesis es el proceso por el que las células madre pluripotentes proliferan y se
diferencian, de forma ordenada y controlada, para generar células progenitoras, precursoras y maduras
(Fig 1). Las células hematopoyéticas, independientemente de su linaje, linfoide o mieloide, derivan de
un unico progenitor pluripotente comun (célula “stem”, troncal o madre, hematopoyética; CSH) que es

capaz de autorenovarse asi como de diferenciarse progresivamente '

La transicion desde el compartimento “stem” hasta el de célula progenitora (compromiso de
linaje) se asocia a una disminuciéon de las capacidades de autorenovacion y proliferacion, que se
pierden cuando la célula progenitora se compromete a un linaje concreto (pérdida de capacidad de
autorenovacion) o inicia su maduracion (pérdida de capacidad de proliferacion) hacia un tipo celular
hematopoyético concreto como el de granulocito, monocito, célula B, T, etc. El compartimento de
células progenitoras esta formado por células con una capacidad de diferenciacién mas limitada, en su
mayoria hacia un linaje (unipotencial) y, menos frecuentemente, hacia dos (bipotencial) o mas

(multipotencial).

Progenitor Precursores Cél. Maduras

Linfoide. @ N @ & cells

Fro-B

Célula Stem Hematopoyética = @ — @ NK cells
. Pro-ME
) Q .
@§ 3_’@@ | | B Defensa
Dendritic: cedl: Immunitaria

Progenitores Pluripotentes
Progenitor Granulo-Monocitico

ShaP

-

[=3 5[5

Progenitor @—r— %?-% Platstets Hemostasia.
Mieloide. e
-
NAE P e N Transporte O,
Progenitor Megacariocitico-Eritroide ‘n.-j @ o ells
Ere
Precursores Cél. Maduras

Fig 1. Esquema general de la Hematopoyesis
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Durante el proceso de diferenciacion desde el compartimento de células “stem” hasta el de
células progenitoras y desde este hasta al de células precursoras y maduras, las células van
modificando su perfil antigénico, perdiendo algunos antigenos especificos del comportamiento
pluripotencial y ganando otros asociados a linajes celulares especificos (Fig 2). Asi, las células
progenitoras hematopoyéticas mas inmaduras expresan el antigeno CD34 que pierden al adquirir otros

que marcan su compromiso a un linaje determinado #°.

Células Stem Células Progenitoras Células Precursoras Células Maduras
Progenitor CD19
Linfoide. CD20 Linfo B.
v
7
7 pre-B.
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N .
LN CD3 — Linfo T.
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cKit CD25
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CSH. CSH. CcD38
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fit3 fit3 yZ
KDR CD38
CD133 CD133 — CD11b
L - CD13 Neutréfilos.
CD33 Eosindfilos.
Basofilos.
o ' N Mielocito.
rogenitor N
Mieloide LN CcD41
CDh42 __ Plaquetas.
CD61
Megacariocito.
Fig 2. Perfil antigénico durante la Hematopoyesis.

En la vida adulta y en situacion basal la hematopoyesis esta restringida a la médula 6sea, en los
senos venosos de la endocortical, donde las CSH y las CPH interaccionan con los diferentes
componentes del microambiente medular. Dicho ambiente esta formado por un grupo heterogéneo de
células estromales (fibroblastos, adipositos, células reticulares), macréfagos, componentes de la matriz
extracelular (colageno, fibronectina, laminina, proteoglicanos) y factores de crecimiento y citoquinas

hematopoyéticas. 8,
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Asi, la hematopoyesis puede considerarse un proceso regulado por sefiales donde intervienen
las CPH y el microambiente medular. Estas interacciones incluyen: interacciones generadas por las
CPH y la matriz extracelular e interacciones de las CPH vy las células estromales, ambas mediadas por
moléculas de adhesiéon, asi como interacciones reguladas por los factores de crecimiento
hematopoyético y citoquinas que se unen a los receptores expresados en las CPH. La accién
concertada de las citoquinas y las moléculas de adhesién determinan la supervivencia, proliferacion,

compromiso a linaje y diferenciacion de las CSH y de las CPH "® (Fig 3).

Estroma

Fig 3. ElI microambiente medular regula la supervivencia,

proliferacion y diferenciacion de las CPH.
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1.2- EL TRASPLANTE HEMATOPOYETICO.

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es un procedimiento terapéutico de
introduccion relativamente reciente en la practica clinica y, por este motivo, sigue en plena evolucién °.
El TPH tiene dos posibles objetivos; 1) la sustitucion de la hematopoyesis del paciente por ser total o
parcialmente defectuosa, insuficiente o neoplasica y 2) permitir la recuperacién hematopoyética de un
paciente que ha recibido un tratamiento antineoplasico en dosis elevadas que originan mielosupresion
prolongada o definitiva. Adicionalmente, en el TPH a partir de progenitores de un paciente sano, la
celularidad inmunocompetente derivada del injerto es capaz de producir una reaccion contra la
neoplasia, habitualmente leucemia. Es decir, que es capaz de contribuir al efecto antitumoral

principalmente en situacién de enfermedad minima residual .10

Tras las primeras experiencias realizadas por E. Donnall Thomas en la década de los 50 - 60
(por lo que recibié el premio Nobel de Medicina en 1990), el TMO comenzd su expansion en los afios 70
para experimentar un espectacular desarrollo en la década de los 80 y 90. En el afio 2003 se realizaron
30000 TPH en el mundo "' de los cuales 1935 se realizaron en Espafia . En la actualidad el TPH se ha
expandido a un amplio grupo de modalidades terapéuticas al ampliar las fuentes de obtencion de las
células progenitoras hematopoyéticas. Asi, si en los inicios las CPH se obtenian siempre de MO,
actualmente se pueden emplear como material a trasplantar la SP movilizada o la SCU 91315 por tanto,

el término TPH o el de trasplante hematopoyético es mas correcto que el clasico de TMO.

I.2.1 Historia del TPH

Los experimentos en ratones en los que se basé el TMO humano se efectuaron hace mas de 40
afios, aunque en el siglo pasado (1891) Brown ya habia administrado MO a sus pacientes por via oral

como tratamiento para trastornos hematolégicos '°

En 1939, Rasjek y Osgood administraron a sus pacientes MO (intramedular y endovenosa) para
tratar leucemias y aplasia medular. En este mismo afio se realizé el primer intento de recuperacion
hematopoyética administrando transfusiones en un paciente con anemia aplasica utilizando una

pequefa cantidad de MO de su hermano pero sin ningun tratamiento condicionante previo s

En 1949 Jacobson demostré6 que los ratones irradiados letalmente podian recuperar su
hematopoyesis si se protegia el bazo de las radiaciones, lo que demostraba el papel de este érgano
como parte del sistema hematopoyético '8 Posteriormente, cuando se identifico la aplasia medular en la
poblacién japonesa expuesta a los efectos radiactivos de las explosiones de las bombas atdmicas como
una causa importante de muerte, se aceleraron las investigaciones en animales relacionadas con la

cantidad de irradiacién corporal necesaria para provocar aplasia medular, y se establecieron las bases
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para una aplicacién clinica mas racional del TMO. Poco tiempo después, en 1951, Lorenz describié que
la infusion de células de la MO de un ratdén a otro, podia rescatar la aplasia producida por irradiacion

letal 9%

. Sin embargo, los intentos iniciales de aplicar esta metodologia a pacientes hematoldgicos
graves fueron un fracaso porque se desconocia la importancia de la similitud de los antigenos de

histocompatibilidad asi como la necesidad de tratamiento inmunosupresor intenso.

En 1954, Miescher y Fauconnet describieron que los anticuerpos inducidos por transfusiones y
embarazos reaccionaban con los antigenos presentes en los leucocitos humanos #1_ Mas tarde, en
1958, Dausset y Van Rood utilizaron estos anticuerpos para describir los grupos de antigenos de

leucocitos humanos (HLA) 2223

En los afos 50 se realizaron casi 200 trasplantes alogénicos de MO en humanos sin éxito a
largo plazo pero se obtuvieron resultados prometedores con el trasplante de gemelos idénticos que se

utilizaron como base para el desarrollo del TPH 2%,

En 1959 se utilizaron dosis letales de irradiacién corporal total (ICT) y la MO de un gemelo
idéntico para tratar a dos pacientes con leucemia linfoide aguda avanzada y aunque se observé

recuperacion hematopoyética en algunas semanas, los pacientes murieron de enfermedad progresiva
26,27

En 1969, Santos y Owens comunicaron que la ciclofosfamida (CFM) era un potente
inmunosupresor en modelos murinos 2%, La CFM era conocida por su efecto antileucémico y fue
administrada (60 mg/kg) por el grupo de Seattle durante 2 dias antes de administrar la ICT obteniendo

asi los primeros receptores con supervivencia a largo plazo.

El primer intento de trasplante alogénico de MO en humanos se llevé a cabo en 1957 por E.
Donnall Thomas *° y afinales de los 60 ya existia un soporte adecuado de plaquetas, una mejoria en el

tratamiento antibiotico y un desarrollo mayor de agentes antineoplasicos.

Los primeros trasplantes alogénicos exitosos se realizaron en 1968 y 1969 con 2 pacientes con

inmunodeficiencias congénitas y uno con enfermedad de Wiskott Aldrich que sobrevivieron al TPH %",

Los primeros trasplantes autélogos en humanos se realizaron en 1950 por Kurnick 32 y por
McGovern en 1959 *. Estos implantes parecian proteger contra la toxicidad medular pero su beneficio
clinico era incierto debido a que no se erradicaba la enfermedad de base. Finalmente, el trasplante
autologo fue utilizado con éxito en pacientes con linfomas en los afios 70 y su uso se amplié en todo el

mundo en la década de los 80 **.
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El trasplante de Sangre Periférica se inicié en 1962, cuando Goodman y Hodgson demostraron
la existencia de CPH en la sangre de los ratones % Esta fuente de CPH se comenzo a utilizar en
pacientes en los que no se podian obtener células progenitoras medulares por su enfermedad de base
o por la irradiacion previa, y su uso se amplié después de descubrir que los factores de crecimiento
hematopoyéticos causaban una liberacion transitoria de CPH en la SP. De esta forma, en 1981 se
introdujo la SP como fuente de CPH *°.

La demostracion de la presencia de CPH en el sangre de cordén umbilical (SCU) sugiri6 el uso
de estas células para la realizacion de los TPH y el primer trasplante exitoso se publicé en 1989 *". Sin
embargo, el primer uso terapéutico de SCU se realizé en 1970 a un joven de 16 afios que recibié ocho
unidades de SCU de ocho donantes diferentes en el transcurso de 18 dias, solo injerté una unidad (38
dias postrasplante) y el paciente se mantuvo en remision completa con el mantenimiento de la

quimioterapia (Prednisona y 6-mercaptopurina) durante nueve meses **%.

Debido a la poca probabilidad de encontrar un donante familiar compatible, se realizaron los
primeros TPH no relacionados en los afios 70 “°. La heterogeneidad del sistema HLA hizo necesaria le
realizacion de grandes paneles de donantes hasta la existencia hoy de un registro internacional de

donantes no familiares basado en la existencia de bancos de sangre de cordén umbilical.

Una de las hipotesis para realizar los TPH en las leucemias es que la curacion depende en gran
medida del efecto injerto contra la leucemia, mas que del régimen de acondicionamiento, y por lo tanto
es posible lograr un control de la enfermedad a largo plazo con regimenes menos agresivos. Esto senté

las bases para la introduccion en la década de los 90, del trasplante no mieloablativo o también llamado

"mini-trasplante™*'**

A continuacion se revisan de forma esquematica algunos conceptos relacionados con el TPH:

|_2_2 Tipos de TPH 9,44,45,46-
1.2.2.A) Segun el tipo de donante * (Fig 3) :

I) Autdlogo (autogénico, autotrasplante): Si los progenitores son obtenidos del propio paciente con

anterioridad al tratamiento antineoplasico en dosis altas.
Il) Singénico o isogénico: a partir de un gemelo univitelino.

1ll) Alogénico: individuos de la misma especie, distintos a gemelo univitelino. 1) Emparentado: donante
familiar, habitualmente HLA idéntico. 2) No emparentado: donante no familiar, no HLA idéntico.
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TPH Alogénico.

TPH Autdlogo.

Fig 3. Clasificacion del TPH segun el tipo de donante.

1.2.2.B) Segun la procedencia de las CPH:

i) Trasplante de médula 6sea: obtenido mediante aspirados medulares multiples en crestas iliacas

posteriores, anteriores, esterndn o meseta tibial.

ii) Trasplante de progenitores obtenidos de SP: obtenidos mediante procedimientos de aféresis,
después de la movilizacion de precursores hemopoyéticos hacia sangre periférica mediante diferentes

técnicas.

iil) Trasplante de progenitores obtenidos a partir de SCU: se recogen mediante puncién de la vena
umbilical inmediatamente después del parto.
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1.2.3 Etapas del TPH °:

i) Acondicionamiento: consiste en la administracion de altas dosis de quimioterapia, radioterapia, o
ambas, simultanea o secuencialmente, con el objetivo de: 1) Eliminar las células hemopoyéticas y
tumorales del receptor. 2) Crear espacio medular para la posterior proliferacion de los precursores
trasplantados. 3) Inmunodeprimir al paciente para reducir al minimo el riesgo de rechazo en el caso de

alotrasplante (Fig 3).

ii) Obtencién de los precursores hemopoyéticos: en el caso del autotrasplante deben obtenerse con
anterioridad al acondicionamiento, conservandose congelados. En el caso de alotrasplantes, lo mas

habitual, es obtenerlos el mismo dia del trasplante.

iii) Manipulacion ex vivo del inéculo: tiene diferentes objetivos, eliminar las posibles células neoplasicas
en el caso del autotrasplante, eliminar los linfocitos T para reducir el riesgo de EICH, aumentar el
numero de precursores mediante técnicas de expansidon, en el caso de alotrasplante con

incompatibilidad mayor ABO, eliminar los hematies.

iv) Infusion de los precursores hemopoyéticos: administracion mediante catéter central. El dia que se
infunden los progenitores se conoce con el nombre de dia 0.

v) Fase aplasica: en esta fase es preciso adoptar las medidas necesarias para evitar, o al menos
disminuir en lo posible, las complicaciones derivadas del tratamiento de acondicionamiento,
fundamentalmente complicaciones de indole infeccioso o hemorragico. Esto se consigue mediante el
empleo de antibioterapia, antifungicos, farmacos antivirales, administracion de concentrados de

plaquetas y de hematies.

vi) Recuperacion hematoldgica: suele iniciarse en el dia +10 - +14, evidenciandose células
hematopoyéticas en MO y comenzando el ascenso de las cifras de reticulocitos, leucocitos y plaquetas.
Esta recuperacion suele ser mas precoz cuando se emplea como fuente de trasplante los progenitores
obtenidos a partir de sangre periférica que cuando el producto empleado es médula dsea. En el
momento que se inicia la recuperacion hematologica es cuando pueden evidenciarse los primeros

signos y sintomas de EICH.

vii) Reconstitucion inmune: durante los primeros 6 meses postrasplante hay disminucién de las células
CD4+ y respuesta deficiente de los linfocitos T. Las IgE aumentan en las primeras 3-4 semanas

postrasplante, siendo deficitarias en IgG e IgA durante al menos 6 - 18 meses.
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1.2.4 Fuentes de Células Progenitores Hematopoyéticas (CPH).
1.2.4.A) MEDULA OSEA.

La mayoria de las CPH residen en la médula 6sea y por tanto esta ha sido tradicionalmente la
fuente de estas células para trasplante. En circunstancias normales un 1% - 3% de las células de la
médula pueden ser CD34+ pero cuando la médula es aspirada, un rango del 25% al 75% del material
aspirado es sangre periférica, haciendo que el recuento de células CD34+ sea significativamente

dependiente de la calidad del producto recogido *®.

En la practica clinica la extraccion de médula se realiza con el objetivo de recolectar un volumen
determinado o una dosis de células nucleadas totales (CNT) mas que buscando un numero total de
células CD34+, esto porque el tiempo necesario para analizar las células y el hecho de que la dosis de
CD34+ es muy variable hace que este (n° de CD34+) no sea un parametro practico para definir la
extraccion. Generalmente se extraen unos 10 mL / kg de peso de recipiente con una dosis de 1 - 4 x 108
CNT / kg. Esta cantidad representa el 1% - 5% del volumen total de la médula y no resulta en una
alteracién de los recuentos de leucocitos o plaquetas en el donante 8 Se estima que esta fuente de

progenitores proporciona unos 3 x 10°CPH / kg paciente.
1.2.4.B) SANGRE PERIFERICA MOVILIZADA.

Las CPH también circulan por sangre periférica pero en cantidades muy pequefas, 0.5 - 5
CD34+ / uL., sin embargo estas células pueden movilizarse después de la administracién de
quimioterapia. El grado de movilizacidon parece correlacionar con el grado de mielosupresion y se
utilizan agentes con poca toxicidad a largo plazo sobre las CPH como la ciclofosfamida o el etopdxido.
De forma similar, factores de crecimiento hematopoyéticos como el G-CSF o el GM-CSF son muy
efectivos movilizando (20-100 veces la concentracion basal) las CPH a sangre periférica. Existen
diversos factores que influyen sobre la movilizacion como la enfermedad de base del paciente, la
presencia de tumor o fibrosis en la médula y el historial de radiacion pélvica y de quimioterapia del

paciente.

Las CPH sangre periférica se recolectan con el objetivo de obtener un recuento concreto de
células mononucleares o de una dosis de CD34+ /kg. El nimero preciso de estos varia segun el centro
y con el tipo de trasplante pero una media seria de 2 - 8 x 10° CD34+ / kg de receptor aunque algunos
estudios sugieren que dosis mayores de 5 x 10° CD34+ / kg injertan con mas rapidez. Ademas, si se
contempla algun tipo de manipulacién posterior (seleccion positiva, purgado celular) la dosis a recolectar

debera ser mucho mayor.
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Aunque se ha propuesto que las CPH de sangre periférica se encuentran en un estado mas
diferenciado que las CPH de MO, han demostrado una ventaja significativa en términos de rapidez de
injerto en el trasplante autélogo %9 Su capacidad de implante a largo término es incluso mayor que el de
las CPH de MO. Ademas, en el trasplante autdlogo, las CPH de sangre periférica presentarian una
ventaja mas respecto a las de médula como es la posibilidad de presentar menos contaminaciéon de
células tumorales aunque este es un punto de discusion y existen referencias bibliograficas a favor y en

contra.

En el contexto del trasplante alogénico la presencia de linfocitos T en los productos de CPH-A,
que inician y mantienen la EICH, elevan la probabilidad de una EICH severa postrasplante, principal
complicaciéon de este tipo de trasplante. Aunque en realidad es posible trasplantar CPH-A no
manipuladas en el contexto alogénico con una incidencia y severidad aceptables de EICH, no existen
datos suficientes a largo plazo como para asegurar que esta fuente de progenitores sea mejor o peor

que la médula en aloinjertos **°".

1.2.4.C) SANGRE DE CORDON UMBILICAL.

La falta de donantes HLA-idénticos y el hecho de que la incidencia de EICH aumente con la
disparidad HLA entre donante y receptor limitan la ampliacién de la aplicacién clinica del TPH. En este
sentido, la sangre de corddn umbilical (SCU) como fuente de CPH ha representado un avance
significativo en el contexto del TPH alogénico en el que la probabilidad de obtener un producto HLA-
idéntico de un hermano/pariente es del 30% °2 y de un donante no relacionado es del 50% - 70%
(calculado entre un pool potencial de 7 millones de donantes voluntarios en el mundo 53). Ademas, el
tiempo requerido para encontrar un donante no relacionado HLA-compatible a partir de médula 6sea es
de 49 dias de media mientras que para la SCU es de 19 dias **, un factor relevante para aquellos

pacientes que necesitan un TPH urgente.

Comparadas a las CPH adultas, las CPH de SCU tienen mas capacidad proliferativa y de

autorenovacion >*%¢

, una reactividad inmunoldgica reducida (menos células T y linfocitos inmaduros),
una menor incidencia de contaminacién con CMV y EBV y mayor disponibilidad, relacionada esta ultima
con el almacenamiento de las unidades de SCU criopreservadas y tipadas para HLA en los bancos de
sangre de cordén umbilical. Sin embargo, la dosis limitada de CPH en estas unidades (10 veces menos
de CNT /kg que las CPH de MO y 100 veces menos de CNT /kg que las CPH de sangre periférica en
TPH a adultos 52) esta relacionada con un retraso de recuperacion hematopoyética aun habiendo
demostrado una incidencia de EICH reducida °"*°. Las dosis de CNT trasplantadas varia segun el
recipiente (adulto, pediatrico) y se han reportado dosis de 1.6 - 1.7 x10” CNT /kg en adultos *° y 0.24 -
3.6 x10% CNT /kg en pacientes pediatricos . Una unidad de SCU suele contener entre 1-8 x 10° células

CD34+.
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La eleccién de la fuente de progenitores para un TPH es decision del equipo clinico y se basa
en la urgencia del trasplante y en los resultados previos para cada patologia con las diferentes fuentes
de CPH. En el caso del TPH autdlogo, el 90% de los trasplantes se realizan a partir de CPH de sangre
periférica. En el TPH alogénico, la fuente de progenitores depende de la disponibilidad de un donante
HLA idéntico y en general, el algoritmo para la eleccion de una fuente de CPH en el contexto alogénico
seria ®' (Fig 4).

Tipaje HLA de alta resolucién del paciente y familia.

No donante: busqueda alternativa. Iﬂ

Simultaneamente. Si se ha indicado un Tx urgente
AN gt
Registros de donantes de MO. Bancos de sangre de cordén umbilical.
I g
HLA idéntico A, B, C, DR, DQ. Dosis > 2x10" CNT /kg.
10/10 6 9/10. 1-2 disparidades HLA A, B, DR.
I g
Trasplante. Trasplante.

Fig 4. Algoritmo de eleccion de la fuente de CPH en el TPH alogénico.
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1.1 LA MEMBRANA PLASMATICA.

I1.1.1 Estructura de la membrana.

La estructura y composicion de las membranas plasmaticas determinan los principales eventos
celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion celular. EI comportamiento de las
membranas durante la congelacion y descongelacion definira los indices de supervivencia del inéculo
descongelado.

La membrana plasmatica de las células eucariotas, independientemente de su composicion,
tiene una estructura organizada segun el modelo de mosaico fluido de SJ, Singer y GL, Nicholson 62
(Fig 5). Asi, las membranas plasmaticas son bicapas lipidicas continuas en las que las proteinas estan
embebidas y por las que los lipidos pueden difundir a través de la monocapa en la que se encuentran 63
Estas membranas se componen basicamente de lipidos amfipaticos, proteinas y un pequefo porcentaje
de carbohidratos (estos carbohidratos pueden estar unidos a los lipidos o proteinas formando
glicolipidos y glicoproteinas respectivamente). A modo de ejemplo, la membrana plasmatica de los
eritrocitos se compone de un 49% de proteina, un 43% de lipidos y un 8% de carbohidratos &, Aunque
la composicién en porcentaje de peso seco es similar para los lipidos y las proteinas en las membranas
plasmaticas, existen muchas mas moléculas de lipidos que de proteinas porque los lipidos son
moléculas mas pequefas, una relacion 100:1 de moléculas de lipido:proteina es lo mas habitual
pudiendo ser de hasta 400:1 en células especializadas como las gliales (mielina). En membranas

mitocondriales esta relacidon disminuye hasta 30:1 por el alto contenido en proteinas especificas.

Fig 5. Esquema de la membrana plasmatica segun el modelo
de mosaico fluido de J, Singer y G.L, Nicholson.

La membrana plasmatica actia como una barrera para casi todas las moléculas. Funciona

como una barrera semipermeable permitiendo el paso de pequefias moléculas pero impidiendo el flujo
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de las moléculas organicas producidas en su interior, actia por tanto como una barrera permeable
selectiva.

El tamafio de particula, la polaridad y la carga idnica determinan el paso a través de las
membranas y de esta forma, pequenas moléculas como las de agua (PM:18), etanol (PM: 46), glicerol
(PM: 92) y oxigeno pasan a través de la membrana mientras que la glucosa (PM: 180) no lo hace. En
general, cuanto menos polar es una molécula (mas hidrofébica) mas rapido puede pasar la membrana
porque puede “disolverse” en la bicapa y las membranas son altamente impermeables a las moléculas

cargadas o iones (Fig 6).

O — ¥
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Fig 6.Permeabilidad de la membrana plasmatica.

11.1.2 Composicion de la membrana plasmatica.

Los lipidos, como componentes mas abundantes de la membrana plasmatica, determinan la
fluidez y resistencia de la membrana durante los procesos de criopreservacion. Los lipidos mas
abundantes en las membranas plasmaticas de las células eucariotas son el colesterol y los fosfolipidos,
que se encuentran en similares concentraciones molares (Fig 7). Los glicolipidos constituyen
habitualmente un 2% de los lipidos de membrana y su porcién carbohidratada esta exclusivamente
expuesta en la parte externa de la membrana, sugiriendo una funcién de sefalizacién y/o comunicacion

intercelular para estos lipidos .
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Medio extracelular @ A)

e B e A T

Citosol Fosfolipido (1) Glicolipido (2) Colesterol (3).

Fig 7. Organizacion molecular de la membrana plasmatica.

La estructura de los lipidos mas abundantes de la membrana se presenta a continuacion (Fig 8);

Fosfolipidos: Estructuras amfipaticas organizadas por un grupo polar (colina, serina,
etanolamina) y uno apolar formado por dos acidos grasos de longitud de cadena variable (14-24 atomos
de carbono). Normalmente, una de las cadenas acilicas no contiene dobles enlaces (saturada) mientras
que la otra si los contiene (insaturada) ®.

Colesterol: Estructura de esteroide, con 4 anillos hidrocarbonados unidos
(ciclopentanoperhidrofenantreno) de los que cuelgan una cola hicrocabonada y un grupo hidroxilo

(polar) en el lado contrario 6,

Ly cae
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Fosfolipido

Fig 8 Componentes principales de la membrana plasmatica.

El empaquetamiento y la posicion de estas moléculas en las bicapas determinaran la rigidez de
las membranas y por tanto el transporte de moléculas. Este transporte a través de las membranas es el

punto critico para la supervivencia celular post descongelacion.
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11.1.3 Empaquetamiento de los lipidos de membrana.

En la bicapas, los acidos grasos de los fosfolipidos se posicionan en paralelo los unos a los
otros mientras que el colesterol se intercala entre ellos (Fig 7). Este empaquetamiento de las cadenas
hidrofébicas hace que interaccionen entre ellas y se estabilicen por fuerzas de Van der Walls. Cuanto
mas dificil sea este empaquetamiento mas fluida sera la membrana. Cuanto mas larga es la cadena del
acido graso, mas facilmente se forman estas uniones y mas rigida es la membrana.

Asimismo, la existencia de dobles enlaces en las cadenas hidrofébicas de los fosfolipidos
introduce cambios de orientacion en las cadenas y hace que estas moléculas no interaccionen tan
facilmente entre si y por tanto que la membrana sea mas fluida (Fig 9). La presencia de moléculas de
colesterol en la bicapa le proporciona rigidez a temperaturas fisioldgicas por la unién de sus anillos a las
cadenas de acidos grasos (impide su libre movimiento y por tanto disminuye la fluidez) pero impide, por
razones estéricas, que las cadenas de acidos grasos se empaqueten libremente (cristalicen) al disminuir

la temperatura aumentando, en ese momento, la fluidez de las membranas.

A) Posicion de los fosfolipidos y el colesterol en las membranas plasmaticas.

ir -

Grupo polar.
Hidrofilico.

Zona rigida por la
presencia de
Colesterol.

nim

Zona fluida.
Libertad de
movimiento.

0

B) Influencia de los dobles enlaces en el empaquetamiento de membrana.

Empaquetamiento de 3 fosfolipidos sin dobles Empaquetamiento de 3 fosfolipidos con un acido
enlaces. graso con dobles enlaces.

Fig 9.Empaquetamiento de los fosfolipidos de membrana.
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1.2 RESPUESTA CELULAR A LAS BAJAS TEMPERATURAS.
1.2.1- Conceptos generales.

La viabilidad celular asociada a los procesos de criopreservacion depende casi exclusivamente
de la integridad de la membrana. Los procesos de congelacion y descongelaciéon producen un
movimiento de solutos y de moléculas de agua a través de las membranas celulares que pueden
superar la resistencia fisica de estas. En este sentido la mayoria de los procesos de transporte a través
de membrana dependen de la fluidez de esta, que a su vez depende de las propiedades de las cadenas
de acidos grasos y de la temperatura.

Los acidos grasos pueden existir en un estado rigido ordenado (GEL) o en uno mas flexible y
relativamente desordenado (FLUIDO) (Fig 10). La transicién de un estado al otro se da en un rango de
temperaturas, la media del cual se conoce como temperatura de transicion de fase (Melting
Temperature, Tm) 6365 Esta Tm sera mayor o menor dependiendo la composicién de los acidos grasos
que componen la membrana, esto es, el grupo polar, la longitud del grupo acilo y la saturacion de la

cadena. La mayoria de las membranas de células eucariotas tienen su Tm entre los 0°C y los 20°C .

Estado fluido

Estado solido
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Fig 10 Transicién de fase de las membranas plasmaticas.
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La transicion de fase de una membrana plasmatica no se da simultdneamente en todos sus
fosfolipidos y por tanto se espera la coexistencia de dominios en estado fluido y dominios en estado
soélido (gel) durante la transiciéon o Esta situacion produce defectos en el empaquetamiento de las
membranas y esta asociado a una mayor permeabilidad de solutos a través de la membrana. Asi, se ha
demostrado que al alcanzar la Tm en una bicapa determinada, se produce la mayor pérdida de solutos
a través de la membrana %. Alternativamente, se ha propuesto % a pérdida de lipidos de membrana
durante la deshidratacion celular que tiene lugar en el proceso de congelacién como un mecanismo
mediante el cual la membrana plasmatica pierde capacidad de expansion durante la rehidratacion al
volver a condiciones isoténicas, comprometiendo en ese momento la integridad de membrana.

Por ultimo, las bajas temperaturas (asociadas al aumento de la rigidez de membrana) y la
rapidez (décimas de segundo) a la que suceden los cambios osmaéticos en los procesos de congelacion
y descongelacion hace muy dificil el movimiento de moléculas a través de la membrana sea mediante
procesos de transporte activo (dependientes de ATP, la disminucién de T2 de 25°C a 10°C reduce en un
60% la actividad de las bombas dependientes de ATP *°), difusion facilitada o cotransporte (transporte
concomitante de dos moléculas a través de la membrana dependiente una de ellas de ATP y/o iones
H+). En consecuencia. los procesos de difusidon y osmosis son los que predominan en los momentos de
estrés osmoético ® asociados a la congelacion y descongelacion y, adicionalmente, los que conduciran el

movimiento de agua a través de la membrana y su integridad (Fig 11).

CRIOPRESERVACION.

CAMBIOS OSMOTICOS.

MOVIMIENTO DE AGUA A
TRAVES DE LA MEMBRANA
DIFUSION, OSMOSIS.

+ I - FLUIDEZ DE
<+— | MEMBRANA.

INTEGRIDAD DE MEMBRANA. 4—’

VIABILIDAD CELULAR.

Fig 11. Influencia de la fluidez de membrana en la criopreservacion.
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I.2.2 Difusién y Osmosis.

La Difusion es un proceso mediante el cual las moléculas de una sustancia tienden a alcanzar
una distribucion homogénea en todo el espacio que les es accesible, por ejemplo, el intercambio de
nutrientes entre el plasma sanguineo y las células del cuerpo tiene lugar en el lecho vascular por

difusion.

La expansion de una sustancia se debe al movimiento cadtico de sus particulas que la lleva a
ocupar todo el volumen disponible. Cuando las moléculas o las particulas de un soluto estan disueltas
en un solvente, también estan en continuo movimiento al azar (Fig 12). Si en una determinada zona hay
mayor concentracion del soluto, el choque entre las particulas es mas frecuente que donde la
concentraciéon es menor y se produce un movimiento neto de particulas hacia la zona menos
concentrada. De esta forma, las moléculas del soluto tienden a repartirse homogéneamente en el seno
del disolvente, lo cual se alcanza al cabo de cierto tiempo. Asi se logra que cada unidad de volumen

tenga la misma concentracion de soluto, se ha logrado el equilibrio.
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A una T2 cte la velocidad molecular media es igual en Ay en B
pero el numero de colisiones en A es mayor porque hay mas
densidad de particulas que en B. Como consecuencia, se
establece un flujo neto de particulas de A a B.

Fig 12. Fenémeno de Difusion.

Difusion a través de Membranas

La magnitud de la tendencia a difundir desde una zona a otra si estd presente una membrana
que separe las dos zonas esta definida por la ley de difusion de Fick, que relaciona el gradiente entre
las dos zonas (gradiente quimico o de concentracion), las caracteristicas de la membrana (grosor, area

de seccion transversa y permeabilidad para un determinado soluto).

Q=-PxAx(Ca—-Cpg) donde;

Q= velocidad de paso del soluto.

P= cte de permeabilidad para el soluto.
A= Area de la membrana (interfase).
C= concentracion.

Asi, la velocidad del movimiento de un soluto a través de una membrana, es directamente

proporcional a la superficie (area) de la membrana y a la diferencia de concentracion del soluto entre los
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dos lados e inversamente proporcional al espesor (grosor) de la membrana (P= cte de difusién de un
soluto/ grosor de la membrana). Ademas, la velocidad de la difusién es proporcional a una constante de
difusion que depende de las propiedades de la membrana y de cada soluto en particular. La constante
de difusion es directamente proporcional a la solubilidad del soluto e inversamente proporcional a la raiz
cuadrada de su peso molecular. La difusion solo tiene relevancia cuando se trata de distancia muy
cortas ya que su efectividad disminuye proporcionalmente al cuadrado de la distancia. Como resultado
de esto, un equilibrio puede conseguirse en segundos si la distancia es de micras, pero puede subir a

varias horas si la distancia de difusién se incrementa a milimetros.

Osmosis.

La ésmosis es un caso especial de difusion en el que es el movimiento del disolvente el que se
estudia, y se define en funcion de los solutos. Asi, la osmosis es el movimiento del agua desde
soluciones con baja concentracién de soluto hasta soluciones con alta concentracion de soluto y la
presion osmotica es aquella que debemos ejercer para contrarrestar ese movimiento. Por tanto la
presion osmoética es la presidn hidrostatica que se genera a través de una membrana semipermeable
con un gradiente de concentracion a lado y lado.

La presion osmotica depende del niumero de particulas de la solucion de acuerdo con la
férmula:

P=RxTx} C, donde;

P= presién osmoética.
R= cte de los gases.
T= temperatura.

C concentracion.

1.2.3 Osmolaridad, Osmolalidad.

Dada la dificultad practica debida a la ionizacion y la formacion de subgrupos osmaéticamente
activos en los fluidos biolégicos, la presion osmotica se suele expresar en Osmoles. Una solucion
conteniendo 1 mol de un soluto no ionizable en 1 litro de agua tiene una presion osmética de 22.4 atm.
Como resultado de esta definicion cualquier solucion que tenga esta presion osmética,
independientemente de la concentracidon de sus solutos, se dice que tiene una presién de 1 Osm/litro.
Como esta unidad es muy grande, en la practica se utiliza el miliosmol (1 Osm = 1000 mOsm). La
presion osmaética del plasma es de 300 mOsm y se determina experimentalmente a partir del punto de
congelacion.

La presion osmética depende exclusivamente del nimero de particulas disueltas (moles) por
unidad de volumen, con independencia de su carga eléctrica, peso o formula quimica.

La Osmolaridad es la medida de la presién osmotica que ejerce una solucidn a través de una

membrana semipermeable debido a la diferencia de concentracién de solutos a lado y lado de la
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membrana. Es una medida de la concentracién de particulas osmaéticamente activas en solucién. La
osmolaridad es dependiente del nimero de iones en solucién pero independiente de la naturaleza de
esos, es por tanto una propiedad coligativa. Ejemplo: 1 mol de NaCl se disuelve en 1L de agua, la

osmolaridad es de 20sm/L porque la sal se disocia en 2 particulas Na+ClI (Fig 13)

Particulas osméticamente activas en 1 mol de NaCl.

Tmhd MNaCl

1mbd Ma™
1mhd CI°

Osmolaridad total = 2mOsm.

Fig 13. Osmolaridad.

El nimero total de particulas disueltas constituye la osmolaridad si su concentracion se
expresa por unidad de volumen total de la solucién (moles/L), u osmolalidad, si se expresa por
unidad de peso del disolvente (moles/kg H20). De hecho, la actividad osmotica depende de la
osmolalidad, pero en la practica, y debido a que las soluciones bioldgicas son muy poco
concentradas, la diferencia entre ambos valores es pequefia y ambos términos se utilizan a
menudo de forma indistinta. En ausencia de osmoémetro, la concentracién total de solutos del
suero puede calcularse con una férmula sencilla a partir de las concentraciones de sodio, cloro,

glucosa y urea (los principales solutos del liquido extracelular). (Nitrégeno ureico sanguineo: BUN. Si se

emplea la urea hay que dividir por 6 (el peso de la urea es 60).
Asi;
Osmolaridad (mosm/l) = 2 (Na + K) + (glucosa mg/dL) + (BUN mg/dL)

Osmolaridad (mosm/l) = 2 (Na + K) + (glucemia/18) + (BUN/2.8)

La concentracion de sodio se duplica para incluir la contribucién osmotica del cloruro. La

glucemia y el BUN se miden en mg/dL, los factores 18 y 2,8, los pesos atomicos divididos por 10, se
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emplean para pasar mg/dL a mOsm/kg H20. Los valores obtenidos por esta férmula difieren s6lo de 1 a

un 2 % de los valores obtenidos por osmometria y pueden utilizarse con fines clinicos.

Calculo de osmolaridad en presencia de DMSO:

La osmolaridad es aditiva (no asi las concentraciones). Por lo tanto en una mezcla de varios

electrolitos se debe calcular lo osmolaridad de cada compuesto y finalmente se suman,

Osmolaridad (mOsm/l) = 300+ ((mg/dL DMSQ) / 7.8).
o}
Osmolaridad (mOsm/l) = 300 + (mmol de DMSO).

Asi, para una solucion al 10% de DMSO, la osmolaridad tedrica sera la suma de la osmolaridad
del plasma mas la debida a la presencia del crioprotector. Un 10% v/v de DMSO corresponde a una
concentracion molar de 1.4 M o 1400 mmol/litro;

Osmolaridad (plasma al 10%v/v DMSQO) = 1700 mOsm/L.

Aunque esta es la presion osmotica a la que se veria sometida una célula que se encuentra en
un medio isoténico al que afiadimos en un solo paso un 10% v/v de DMSO. En realidad, la adicion del
crioprotector a las células a criopreservar se hace paulatinamente durante aproximadamente cinco
minutos a 4°C, y a partir de adiciones discretas de una soluciéon 20% v/v DMSO hasta completar una
dilucién 1:1 del material a congelar, hasta doblar su volumen. De esta manera y a pesar de los
movimientos de agua y solutos a través de la membrana a consecuencia de la presidon osmotica
generada, se consigue mantener el volumen celular dentro de unos rangos de seguridad que no

exceden sus capacidades mecanicas.
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I.3 CRIOPRESERVACION CELULAR.

1.3.1 Conceptos generales.

1.3.1.A) Congelacion.

El objetivo principal de la criopreservacion de progenitores hematopoyéticos es mantener la
viabilidad y funcionalidad de los injertos a bajas temperaturas durante periodos cortos de tiempo
(aféresis, MO) o incluso durante décadas (SCU). Los productos criopreservados se almacenen a -196°C
(N2, liquido). A esta temperatura no existen fenomenos de difusidon ni energia térmica suficiente para
llevar a cabo las reacciones quimicas y por tanto las dificultades de la congelacion no derivan de la

permanencia a temperaturas bajas sino de los procesos de congelacion y descongelacion.

Durante el proceso de congelacion se producen diversos cambios fisicoquimicos en el espacio
extracelular y las células responden a estos actuando como osmémetros (se hidratan y deshidratan).
Los principales eventos a nivel celular que tienen lugar durante el proceso de congelacion se resumen

en el siguiente parrafo:

Antes de proceder a la disminucién de temperatura en el proceso de congelacién, se adiciona a
las células el crioprotector de manera progresiva durante 5 minutos a 4°C con el objetivo de permitir que
la concentracion de este se equilibre entre el exterior y el interior celular (Fig 14.1). Posteriormente se
introduce la solucidn con las células en un congelador biolégico y se enfria la mezcla paulatinamente.
Durante el proceso de enfriamiento, entre los 4°C y los -10°C, se somete a las células a temperaturas
menores que las de congelacién de la solucién que las circunda (Fig 14.11), pero tanto las células como
el liquido extracelular se mantienen sin congelar, (sobreenfriados). Este es un estado metaestable y el
momento de la aparicion de hielo (entre los -10°C y los -20°C) depende de la probabilidad de formarse
centros de nucleacién a partir de los que creceran los cristales de hielo. Estos cristales crecen a medida
que la temperatura disminuye en forma de frentes de congelacién entre los que las células se sitian en
canales de solucién liquida que aumenta su viscosidad a medida que el agua liquida pasa a formar
parte de la fraccion congelada.

El hielo se forma preferentemente en el solucién extracelular que, simplificando, esta formada
de agua y solutos. Al producirse la cristalizacion, las moléculas de agua se incorporan al hielo mientras
que el soluto queda excluido de la fase sodlida. De esta manera el espacio extracelular que se va
concentrando progresivamente (se va haciendo cada vez mas hipertonico) a la vez que el potencial
quimico del agua (en el espacio extracelular) decrece (Fig 14.1lI). Este cambio de potencial perturba el
equilibrio termodinamico entre los espacios intra y extracelular y produce una salida de agua de la célula

que intenta revertir el desequilibrio. En consecuencia, la célula se deshidrata progresivamente a medida
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que el espacio extracelular se va concentrando y al mismo tiempo que el agua que exporta la célula se

congela en el exterior (Fig 14.1v) 7®"",

4°C. 4°C 3 -10°C.

o ° ° ° o
l. Adicién del crioprotector y equilibrio Il. Sobreenfriamiento de la suspension
entre el exterior y el interior celular. celular.
-20° »  -120°C. Hielo

-10°C » -20°C

l1l. Nucleacién, formacién de hielo y IV. Deshidratacion celular en respuesta
aumento de la osmolaridad extracelular. a la congelacion.

Fig 14. Representacion esquematica de la respuesta celular a la congelacion.

Los procesos de criopreservacion se realizan mediante el uso de congeladores bioldgicos que
enfrian las muestras segun unas curvas programadas de congelacién. En estos congeladores la
transmision de temperatura entre la camara interior y las muestras a criopreservar se maximiza
mediante el uso de placas metalicas que cubren las muestras dentro del congelador. Las curvas
programadas de congelacién se componen de segmentos cada uno de los cuales tiene una velocidad

de enfriamiento (°C / minuto) determinada empiricamente para obtener una maxima viabilidad tras el

proceso de congelacion (Fig 15).
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Fig 15. Programa de congelacion por segmentos en un

congelador biolégico programable.

Una vez alcanzada la temperatura de -120°C (-50°C para la sangre de cordon umbilical
congelada en el sistema Bioarchive) se retira la suspension celular del congelador biolégico (que se
encuentra en bolsas estériles resistentes a las bajas temperaturas) y se almacena en la fase liquida de
un tanque de nitrégeno liquido (-196°C).

11.3.1.B) Descongelacion.

Durante la descongelacién se reproducen los cambios osmaticos inversos a los descritos para la
congelacion. Asi, cuando el agua congelada cambia de estado (sélido a liquido), la concentracion de
solutos en el medio extracelular se reduce progresivamente y la célula vuelve a hidratarse para
compensar esta diferencia de concentraciones entre el exterior y el interior celular (Fig 16.I-ll). La
toxicidad del crioprotector y las condiciones de osmolaridad elevada determinaran en este momento la
supervivencia celular dependiendo, basicamente, del tiempo de exposicién a estas condiciones y de la

temperatura.
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Para evitar una disminucién de la viabilidad celular post descongelaciéon por causas
relacionadas con la presencia del crioprotector se han propuesto el lavado y/o la dilucién del DMSO.
Estos procesos implican la dilucion del descongelado y por tanto un cambio brusco de la osmolaridad
(reduccién de la concentracion) a la que la célula respondera hidratandose (Fig 17. I-ll). Los limites

mecanicos de la membrana plasmatica determinaran durante este proceso la supervivencia celular

medida mediante ensayos de integridad de membrana.

¢ o

H-O

° @ H:0

osmolaridad extracelular.

|. Descongelacion y disminucion de la

Il. Entrada de agua a la célula en
respuesta a la descongelacion.

Fig 16. . Representacion esquematica de la respuesta celular a la descongelacién.
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|. Descongelado en equilibrio.

Il. Entrada masiva de agua en respuesta
a un cambio brusco de osmolaridad.

Fig 17. Respuesta celular a un cambio brusco de osmolaridad.
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11.3.2 Concentracion celular durante la congelacion de CPH.

La concentracién celular utilizada en la mayoria de protocolos de criopreservacion
proviene de la aplicacion practica de consideraciones como congelar mas de una bolsa de aféresis o
minimizar el volumen total a congelar para optimizar el espacio destinado al almacenamiento % El
paradigma de este hecho es la sangre de cordon umbilical para la que, debido a que su aplicacion
clinica requiere del almacenamiento de numerosas unidades en bancos destinados a ello, se han
desarrollado protocolos de separacion de eritrocitos y reduccion de volumen para congelar volimenes
tan pequefios como de 25 mL asegurando un 90% de recuperacion de progenitores hematopoyéticos 2
Adicionalmente, aunque algunos laboratorios limitan la concentraciéon de células nucleadas en los
productos criopreservados otros definen la cantidad maxima de eritrocitos, granulocitos o plaquetas a

congelar.

Tedricamente, la congelacién de células a altas concentraciones puede resultar en bajas
recuperaciones postdescongelacién a causa del limitado espacio en los canales de solucién no
congelada que existen entre los frentes de hielo formados durante la congelacién y la presion fisica de

las células en estos canales debida al empaquetamiento.

Por esta razén desde la introduccion de la sangre periférica como fuente de progenitores
hematopoyéticos se recomendaron en los productos criopreservados concentraciones de células
nucleadas menores de 100 x 10° CN/mL "> Posteriormente y con la intencién de reducir costos y
espacio en los procesos de criopreservacion sin comprometer la eficiencia clonogénica, la recuperacion
ni la viabilidad de los progenitores hematopoyéticos, se realizaron estudios de funcionalidad de los
progenitores postdescongelaciéon y recuperacion hematolégica post infusidon con aféresis altamente
concentradas ">’°. En estos trabajos se utilizaron concentraciones de 243 x10° CN/mL y 370 x 10°
CN/mL en los productos congelados y aunque Keung”® reporté una pérdida de capacidad clonogénica
en los productos descongelados Rowley76 no observo este fendmeno congelando a concentraciones
mas altas. Es de destacar que ambos coinciden en que la recuperacion hematolégica y la toxicidad post

infusion no se vieron afectadas por la utilizacion de altas concentraciones en el producto congelado.

En el afio 2000 nuestro grupo publicé resultados similares a los de Rowley aportando nuevas
pruebas, en un estudio pareado con aféresis congeladas a altas y bajas concentraciones, sobre el
hecho de que la congelacién a altas concentraciones (240 x10° CN/mL) no se asocia a pérdidas de

viabilidad ni de capacidad clonogénica .
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A continuacion, y a modo de ejemplo, se muestran las medianas y rangos de volumen
criopreservado y concentracion celular de 630 productos hematopoyéticos ( 294 SCU y 336 Aféresis )
congelados en nuestro centro (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracion celular de productos criopreservados.

SCU Aféresis
n=294 n=336
Vol (mL) 25.2(18-130) 200 ( 50-350)
CN x10°® /mL 46.2 (5-141) 236 ( 36-883)
CNT x10° 1.31(0.14-3.5) 49.2 (2.5-220)

CD34 /uL 139 (2-1235) N.D.
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11.3.3 Lesiones crioinducidas.

Existen diferentes teorias sobre los mecanismos de dafio celular durante la congelaciéon de
células vivas. Los mas evidentes y demostrados empiricamente son aquellos producidos por la
formacién de hielo y los relacionados con la deshidratacion celular (estrés osmético) que tiene lugar

durante el proceso de congelacion .
I1.3.3.A)-Formacion de hielo.

La existencia de solutos en el agua produce un descenso del punto de congelacion (descenso
crioscopico) y en consecuencia la cristalizacion del agua se produce a temperaturas menores a la del
punto de congelacién del agua pura. Este fendmeno produce, al disminuir la temperatura, un
sobreenfriamiento de la muestra "°. En una solucion sofrenfriada la formacion de hielo depende de la
probabilidad de formacion de un punto de nucleacién, punto de inicio de un frente de cristales de hielo,
que es inversamente proporcional a la temperatura. La nucleacion se puede dar al azar (nucleacion
homogénea) o mediante una induccién externa (nucleacién heterogénea). En los protocolos de
criopreservacion mediante el uso de congeladores biolégicos programados la nucleacion se induce
mediante un descenso brusco de temperatura en el interior de la camara de congelacion (Fig 18). Este
descenso de temperatura tiene una doble funcidn, iniciar la nucleacién y contrarrestar el calor producido
por el cambio de estado del agua extracelular. EI cambio de estado en el agua (liquido a sdlido) libera
energia en forma de calor latente de solidificacion que debe ser contrarrestado para evitar fluctuaciones

de temperatura sobre las membranas celulares.

Curva de congelacion para progenitores hematopoyéticos

Temp.
Induccién de la nucleacion.
Disminucién calor latente.

+— Temp muestra.

-60°C —— ¥
) * 4——— Temp camara.

Tiempo

Fig 18. Induccién de la nucleacion durante la congelacion de CPH.
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Asi, el hielo se forma a partir de un punto de nucleacion donde se inicia la transicion de fase
(hielo-agua) y al que se van afadiendo moléculas de agua que hacen crecer el cristal de hielo. El
crecimiento de cristales de hielo durante el descenso de temperaturas podria ejercer un dafio mecanico
sobre las membranas celulares causando lesiones irreversibles que conducirian a la muerte celular. Los

cristales de hielo se pueden formar en el exterior y en el interior celular.
11.3.3.A1) Formacioén de hielo extracelular:

Se ha demostrado que la formacioén de hielo extracelular no es una causa de lesion porque las
células criopreservadas se mantienen en canales de solucion no congelada mientras crecen los
cristales de hielo en la solucion extracelular superenfriada. Cuando la temperatura del medio alcanza los
-130°C, el agua no existe en estado liquido y los canales donde se encuentran las células se encuentran
en un estado vitreo (con una alta viscosidad, 10" poises) y sin cristalizaciéon, un estado en el que los

fendémenos de difusion de las reacciones bioquimicas no son posibles * (Fig 19).

En el proceso de congelacién de material bioldgico, por encima de los -5°C, las células y el
liquido extracelular se mantienen sin congelar (sobrenfriados), entre los -5°C y los -10°C tiene lugar la
formacioén de hielo en el espacio extracelular pero no dentro de la célula posiblemente por la barrera
fisica que impone la membrana celular al proceso de nucleacién y al crecimiento de los cristales de
hielo. Asimismo, la probabilidad de iniciar la nucleacién en el medio intracelular es mucho menor que en
el medio extracelular ya que la nucleacién (primer evento para la formacién de hielo) esta directamente

relacionada con el tamario del compartimiento a congelar ®'.

= 0 e

Sentido crecimiento. Célula Frente de hielo

Fig 19. Esquema del frente de congelacion. Congelacion en bolsa.
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11.3.3.1.A) Formacion de hielo intracelular:

En el momento en el que se inicia la nucleacién y posterior crecimiento de los cristales de hielo
en el espacio extracelular (< -10°C), se produce una disminucion de la proporcién de agua extracelular
en estado liquido que provoca una salida neta de agua intracelular para equilibrar el potencial quimico
del agua a lado y lado de la membrana. En este momento, lo que suceda en el espacio intracelular

depende basicamente de la velocidad de enfriamiento "%,

Si la velocidad con que desciende la temperatura es muy rapida, la célula puede no ser capaz
de deshidratarse suficientemente rapido y al llegar a la temperatura de nucleacion, el agua remanente
se congela formando hielo intracelular (Fig 20.®). Este alcanzara un tamafio mayor o menor
dependiendo de la velocidad de enfriamiento. En general, cuanto mas rapida es la congelacién mas

pequefios seran los cristales.

Si por el contrario la velocidad de enfriamiento es demasiado lenta, la deshidratacion sera
extrema pudiéndose llegar al colapso celular (Dafio osmético, no representado en la figura). Con una
velocidad de enfriamiento adecuada (Fig 20.®@®), la célula se deshidratara y concentrara
intracelularmente antes de alcanzar la temperatura de nucleacion, de forma que la posibilidad de

congelacion intracelular y consecuentemente de dafio celular se minimizara 8,
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Fig 20. Efecto de la velocidad de congelacion en la formacion de hielo intracelular.
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En general, la supervivencia celular a la congelacion sera maxima a una velocidad de
enfriamiento 6ptima, que es especifica para cada tipo celular. A velocidades mayores o menores a la
optima la muerte celular aumenta y las causas seran la formacién de hielo intracelular y el dafo

osmotico resultante de la concentracion de solutos (Fig 21).

Formacion de hielo

Dario osmético intracelular

% Supervivencia

Zona 6ptima

Velocidad de congelacion

Fig 21. Naturaleza de los daios crioinducidos segun la velocidad
de congelacion.

11.3.3.B) Estrés Osmético.

De acuerdo a Mazur ® (uno de los pioneros de la criobiologia), los periodos criticos para la
supervivencia celular durante la criopreservaciéon son la fase inicial del enfriamiento y el periodo de
retorno a condiciones fisiolégicas. Si bien una velocidad de enfriamiento adecuada es necesaria para
evitar la congelacién intracelular, perse no garantiza la supervivencia celular. Mazur 83 postula que la
lesion celular crioinducida podria explicarse en funcidon de la formacion de hielo intracelular
(consecuencia de una velocidad de enfriamiento inadecuada) y el stress osmético al que se ven
sometidas las membranas celulares durante la congelacion a consecuencia de la formacioén de hielo y al
retornar a las condiciones fisiolégicas de osmolaridad.

Existen basicamente dos teorias para explicar el fendbmeno de estrés osmaético durante la
criopreservacion; la de Lovelock y la de Merymann, son complementarias y aunque los resultados

experimentales las avalan, los mecanismos celulares exactos no se conocen.

En 1953 Lovelock publica un trabajo con eritrocitos humanos a los que expone a diferentes
soluciones hiperténicas para simular el efecto de la congelacion y demuestra empiricamente que la

concentracion de solutos produce per se un efecto deletéreo sobre las células. Esta aproximacion se
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basa en la observacién de que la hemdlisis de los eritrocitos durante la congelacion empieza a ser
evidente a partir de una concentracion de solutos determinada (0.8M NaCl, 1600mQOsm/L).

La introduccion de un crioprotector (glicerol) en la muestra reduce la cantidad de hielo formado a una
temperatura determinada y por tanto reduce la concentracion de solutos en ese punto de la congelacion.
No obstante, independientemente de la temperatura, se produce una masiva lisis celular (al
descongelar) a partir de una concentracién de 0.8M de NaCl # Los mecanismos propuestos a este
respecto son las interacciones del soluto i6nico con las proteinas que producirian la desnaturalizacion

de proteinas de membrana y/o facilitarian la formacién de puentes disulfuros entre aminoacidos .

Estos resultados se confirmaron cuando el agente osmotico utilizado fue glucosa. Por tanto, el
hecho de que la lisis celular se produzca independientemente de la concentracion del soluto o la
naturaleza de este, sea un azucar o sal (electrolito o no), apoya el hecho de que no es la concentracion
de soluto en si ni lo que dafia las células (la membrana celular es impermeable a la glucosa), sino la
deshidratacion celular que produce. En este sentido, Mazur 86 propone que es la gran concentracion
salina que se alcanza durante la congelacion es la que altera la permeabilidad de membrana

aumentando el influjo de iones al interior celular, causando un efecto deletéreo.

Alternativamente, Meryman (1971) & propone la hipétesis del volumen celular minimo que
relaciona el efecto de la deshidratacidn producida durante la concentracion de solutos (congelacién) y la
muerte celular (lisis) con la vuelta a las condiciones isotdnicas después de la descongelacién (choque
osmético) 8, Merymann propone esta hipotesis basandose en la observacion de que aunque algunas
células presentan alteraciones en la membrana dependiendo de la concentracion de solutos y del
tiempo de exposicion a las condiciones hipertdnicas, la lisis celular se produce al retornar a condiciones
isoténicas debido a que la hipertonicidad intracelular produce una entrada masiva de agua que conduce
a la lisis osmética (choque osmético).

Hipdtesis del “volumen celular minimo” %%: Esta hipétesis explica los mecanismos de dafio
celular producido por la concentracion de sales durante la congelacién y se basa en que el volumen
celular se reduce a medida que aumenta la osmolaridad extracelular (formacién de hielo). A medida que
la célula pierde volumen la compresién del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula
a seguir perdiendo volumen (pérdida de agua), en consecuencia, la progresiva incapacidad de la célula
a responder a los cambios osmoticos externos produce una presion hidrostatica a través de la
membrana plasmatica que llegado a un punto (volumen celular minimo) excedera la resistencia fisica de
la membrana y producird cambios irreversibles en su permeabilidad. En este sentido, los crioprotectores
permeables actuarian reduciendo, por sus propiedades coligativas, la cantidad de hielo formado a una
temperatura determinada y por tanto la concentraciéon de soluto durante la congelacion y asi la
deshidratacién celular. Esta reduccion en la deshidratacion celular haria que la célula no llegase nunca

al volumen celular minimo durante el proceso de congelacion.
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11.3.4 Crioprotectores.

Ademas de una adecuada velocidad de enfriamiento, para mejorar la viabilidad celular es
necesario alterar el comportamiento fisico-quimico de las soluciones acuosas en las cuales tiene lugar
la criopreservacion, para ello se afiaden al medio de congelacion agentes crioprotectores (ACP). Los
ACP son sustancias muy hidrosolubles y de baja citotoxicidad que disminuyen el punto eutéctico de una
soluciéon determinada (temperatura minima a la que una solucién se encuentra en estado liquido). El
descenso del punto eutéctico implica que se alcanzara una concentracion dada de solutos a una
temperatura menor, de forma que en el momento en el que se induce la nucleacion en el espacio
extracelular la célula estara mas hidratada y el gradiente osmético al que estara sometida sera menor

en el momento en que el espacio extracelular se congela (Fig 22).

Los crioprotectores pueden clasificarse en agentes penetrantes y no penetrantes, de acuerdo a

la permeabilidad a través de la membrana celular .

i) Los ACP penetrantes son sustancias de bajo peso molecular y permeables a través de la
membrana, que protegen a la célula de las lesiones producidas por las congelaciones a
velocidad lenta. Los mas utilizados son: 1,2-Propanodiol (PROH), Dimetilsulféxido (DMSO),
Etilén-Glicol (EG), Glicerol.

Si bien la célula es permeable a estos agentes su permeabilidad nunca es de la misma magnitud que la

del agua.

i) Los ACP no penetrantes son sustancias de alto peso molecular, que son efectivas cuando
se utilizan velocidades altas de congelacidon. No son crioprotectores propiamente dichos, ya
que no penetran en la célula sino que ejercen su accién crioprotectora promoviendo la
rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los agentes penetrantes. Los mas
utilizados son: Sacarosa, Glucosa, Dextrosa, Polivinil-pirrolidona (PVP), Dextrano.
Polietilen-glicol (PEG).

Dependiendo de la permeabilidad del crioprotector utilizado y de su citotoxicidad, la adiciéon se
realiza a 4°C, 37°C o a temperatura ambiente. Los agentes crioprotectores pueden anadirse y extraerse
en pasos, es decir aumentando (o disminuyendo) gradualmente la concentracion de crioprotector en el
medio, lo que reduce el stress osmético sobre la célula a congelar; o bien afiadirse (o extraerse) en un
solo paso, lo que reduce el tiempo de exposicion celular al crioprotector. Las técnicas utilizadas

actualmente para uso clinico se han definido empiricamente para obtener la maxima viabilidad celular
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Los CPA permeables
protegen a bajas
temperaturas por sus
propiedades coligativas y no
por asociaciones quimicas

especificas
| |
Reducen la fraccién de Disminuyen la Reducen la
soluciéon congelada en el concentracion de solutos deshidratacion celular en
espacio extracelular a una en el espacio extracelular respuesta a la
T2 determinada. a una T2 determinada. congelacion.

Fig 22. Mecanismo de accion de los crioprotectores penetrantes.

La adicion de ACP ejerce per se un estrés osmético sobre las células porque aumentan la
osmolaridad del medio. Las células inicialmente se deshidratan para compensar la fuerza osmética
inducida por la presencia de los ACP y después se hidratan a la vez que el agua vuelve al interior

celular junto con el ACP (permeable) (Fig 23).
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Fig 23. Variacion de volumen de las células CD34+ de SCU
en presencia de un 10% v/v de DMSO a 22°C.
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11.3.4.A) DMSO (Dimetil Sulféxido).

El DMSO (C,HgSO) es el crioprotector mas utilizado en la congelacion de progenitores

% E| DMSO puro es un liquido incoloro e inodoro con una

hematopoyéticos de cualquier fuente
densidad de 1.108 g/cm® y un peso molecular de 78.13 g/mol. La vida media del DMSO en plasma es
de 20 horas aunque el DMSO, (sulfato de dimetilo), resultante del metabolismo del DMSO, tiene una
vida media de 72 horas y es excretado via renal *'. Una pequefia proporcion del DMSO se reduce a
sulfuro de dimetilo (DMS) que es excretado a través de la respiracion durante 24 horas después de la

infusion (origen del olor caracteristico, aliento y piel, que aparece durante la infusién).

CH3 - S - CH3 w0 _d,
I Fap O

0

Fig 24. Estructura molecular del DMSO

La concentracion 6ptima para la criopreservacion de progenitores hematopoyéticos parece ser
la de un 10% v/v aunque concentraciones del 5% viv y combinaciones con HES (5% / 6%) también
han sido reportadas con buenos resultados postdescongelacion % En este sentido es de destacar un
ensayo clinico con 12 pacientes comparando la criopreservaciéon con DMSO/HES y DMSO en el que no
se observaron diferencias significativas en la recuperacion hematolégica *. Finalmente, el DMSO se
utiliza como crioprotector acompafiado en la mayoria de los casos de una fuente de proteina (albumina

plasmatica), autéloga o no, a una concentracion final del 2%-5% vi/v.
11.3.4.B) Toxicidad del DMSO

Podemos considerar la toxicidad del DMSO a dos niveles; toxicidad sobre las células
criopreservadas (toxicidad celular) y toxicidad relacionada con la infusion. Asi, debemos diferenciar
entre los mecanismos que disminuyen la viabilidad y/o capacidad clonogénica de los progenitores

hematopoyéticos en presencia de DMSO y la reaccion fisioldgica resultante de la infusion de este.
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11.3.4.B.1) Toxicidad quimica.

Los resultados experimentales publicados en referencia a la toxicidad quimica del DMSO sobre
las células son contradictorios. Asi, aunque existe una creencia generalizada de que el DMSO es toxico
a temperatura ambiente y no lo es a 4°C, diversos autores reportan resultados a favor y en contra de

esta teoria.

En 1978 Goldman % publica que la capacidad clonogénica en MO descongelada disminuye en
presencia de un 10% de DMSO y que esta puede ser prevenida con una dilucién volumen:volumen en
salino, sugiriendo que el choque osmético tras una dilucion brusca de las CPH descongeladas vy la
hiperosmolaridad son los factores responsables de este fendmeno. En 1982 Douay % reporta la pérdida
de un 15% de la capacidad clonogénica en MO descongelada y la atribuye a la toxicidad quimica del
DMSO a 4°C, sin embargo, estudios mas recientes muestran como concentraciones de DMSO del 8%-
10% tienen poco o ningun efecto sobre la capacidad clonogénica de las CPH de MO y Sangre
periférica. Asi, Rowley en 1993 ¥ publica que la exposicion de una hora de CPH de MO y SP al DMSO
(8 -10%) no afecta a la capacidad clonogénica pero que si la exposicién es durante 14 dias (cultivo
clonogénico) no existe formacién de colonias. Adicionalmente, en 1994 Branch %, reporta que la
exposicion de CPH de MO descongelada a un 8% de DMSO durante dos horas no tiene un efecto

significativo en la recuperacion de colonias.

En definitiva, los resultados de recuperacién de colonias clonogénicas de un descongelado
podria estar mas relacionado con la hiperosmolaridad, y mas concretamente con el cambio brusco de
esta, que con la toxicidad directa del DMSO, por lo menos en periodos de hasta dos horas, aunque las
condiciones de osmolaridad parece que si son deletéreas a largo plazo.

11.3.4.B.2) Toxicidad asociada a la infusion.

La infusion del DMSO residual del proceso de criopreservacion ha sido relacionada
directamente con diversas reacciones adversas durante la infusion y esta aceptado que estas son
dependientes de la dosis de crioprotector administrada en la transfusion *'°". Estas complicaciones van
desde mareos hasta fallos renales agudos y paradas cardiacas, aunque las complicaciones mas
frecuentes son las nauseas, el vomito, el dolor abdominal y los escalofrios '°"'%. Estos sintomas, que
no son totalmente prevenidos con la premedicacion administrada antes de la infusién, desparecen
después de la infusion.

Otras complicaciones como las variaciones de presion sanguinea, la disnea y la toxicidad cardiaca

también se han asociado a la administracion del DMSO '**'%. En este sentido, Alessandrino '® reporta
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que la incidencia de la hipertension fue del 36% en un estudio con 75 pacientes sometidos a TPH.
Aunque poco frecuentes, también se han publicado complicaciones neurologicas 1% en pacientes que
han recibido CPH criopreservadas. Asi, se han descrito episodios de amnesia global transitoria en 3
pacientes de una serie de 179 sometidos a TPH, sugiriendo que aunque inusual, la infusion de DMSO
puede resultar en isquemias cerebrovasculares severas secundarias a una toxicidad neuroldgica

severa, tal y como se habia sugerido anteriormente en trabajos fuera del contexto del TPH '’

Todos estos sintomas coincidieron con la infusion de los CPH criopreservados y parece
improbable por tanto que provengan unicamente de la quimioterapia previa a la que se sometieron los
pacientes. Por otra parte, aunque se atribuyen al DMSO, la aparicién de estas complicaciones puede
estar influenciada por otros factores como la infusion de los restos celulares y de citoquinas provinentes
de las células muertas o dafadas. En este sentido, las reacciones febriles pueden provenir de la
infusion de agregados de globulos blancos y la bradicardia y la hemoglobinuria reportadas tras la
infusién de MO pueden estar relacionadas con la contaminacién de globulos rojos y la consecuente
liberacion de hemoglobina, electrolitos y “debris” celulares '%.

Se ha sugerido que los restos celulares y la baja temperatura de los productos hematopoyéticos
infundidos podrian provocar perse repuestas vagales, alteraciones electroliticas locales y expansiones
de volumen que estarian asociadas a un ritmo cardiaco ralentizado y que por tanto podrian dar origen a
las complicaciones cardiovasculares observadas durante la infusién de los CPH descongelados '%*'%.
Adicionalmente, la premedicacion antihistaminica para prevenir la liberacion de histamina inducida por
el DMSO podria causar por si misma bradicardia. Por tanto, la patogénesis de muchas de las

complicaciones observadas durante la infusién de CPH descongelados puede ser multifactorial.
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11.3.5 Respuesta osmética de las CPH.

En esta seccion se presentan las caracteristicas osméticas de los progenitores hematopoyéticos
en respuesta a los cambios fisico quimicos que tienen lugar durante los procesos de congelacion y
descongelacion. Por razones didacticas se han evitado intencionadamente las expresiones matematicas
complejas que explican estos procesos y se muestran unicamente resultados publicados para ilustrar el

comportamiento de las células CD34+ durante la criopreservacion.
1.3.5.A) Parametros biofisicos.

Los movimientos de agua y crioprotector a través de la membrana celular durante la
criopreservacion se rigen por diversos parametros biofisicos que deben ser definidos para cada tipo
celular y temperatura y son los que establecen los limites fisicos que aseguran la supervivencia celular
en los procesos de introduccién y eliminacion del crioprotector asi como durante la
congelacion/descongelacion. Los mas importantes son el volumen osmoéticamente inactivo y la

permeabilidad de membrana.

El volumen osmoéticamente inactivo de una célula define el agua que nunca dejara el interior
celular en respuesta a un aumento de concentracion de solutos en el espacio extracelular por estar
asociado a las macromoléculas y estructuras intracelulares, este volumen esta relacionado con la
hipoétesis de volumen minimo de Marymann. Para las células CD34+ de SCU se ha definido en un 0.2 -
0.36 del volumen de la célula en condiciones isotdnicas ''°. Este volumen se ha calculado en 0.27 x 10°
"% cm® mientras que el volumen medio en condiciones isotdnicas para estas células es de 2.38 x 107°
cm® . Por tanto, si la deshidratacion celular llega al volumen osméticamente inactivo,
aproximadamente el 60% del volumen celular en condiciones isotonicas, se somete a la célula a un

estrés osmotico que puede compromete su viabilidad.

La permeabilidad de membrana a los diferentes solutos presentes en solucion define el
comportamiento osmotico de la célula a una temperatura y concentracion de solutos determinadas. La
permeabilidad del agua en las células CD34+ es de 5 x10® cm/min mientras que la del DMSO es de
0.91x 10™ cm/min a 20°C. '"°. Esta permeabilidad se reduce una cinco veces a temperaturas de 1.5°C
111,112

La diferencia entre permeabilidades explica que ante un gradiente de concentracion intra-extra
celular siempre son las moléculas de agua las primeras que atraviesan la membrana, cinco veces mas
rapidamente, y por tanto las que determinan principalmente el volumen celular. Los iones como el Na+,
debido a su carga, tienen una permeabilidad varios 6rdenes de magnitud menor, del orden de 0.6 x 1070
cm/min ®. Como dato curioso, el volumen de una célula pasa a un 130% de su volumen isoténico en
menos de 10 segundos cuando se diluye de forma abrupta la solucién circundante compuesta por un
1M DMSO "°.
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Las células CD34+ se comportan como osmometros ideales en el intervalo de osmolaridades de
160-1800 mOsm/L '"'. Por tanto estas células variaran su volumen, en respuesta a los cambios
osmaticos extracelulares en el rango indicado siguiendo la ecuacidon de Boyle van’t Hoff donde,
V=volumen celular; M=molaridad, Vb=volumen osméticamente inactivo y iso= condiciones isoténicas (Fig 25). Asi,
las células pierden o captan agua segun se expongan a condiciones hipo o hiperosméticas
respectivamente.
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Fig 25. Respuesta osmdética de los progenitores hematopoyéticos.

Este tipo de respuesta osmadtica es la que permite calcular, para los rangos de osmolaridad
dentro de la linealidad, los parametros biofisicos descritos anteriormente asi como los cambios de

volumen biolégicamente seguros durante la congelacién y descongelacion celular.

Los limites de seguridad que garantizan el mantenimiento estructural de las membranas
plasmaticas de los progenitores hematopoyéticos de SCU se han definido, ensayando la capacidad
clonogénica después de la exposicion a diferentes osmolaridades extracelulares, entre un 40%-140%

del volumen celular en condiciones isoténicas """

. Por tanto cualquier proceso o manipulacién que
sobrepase los limites descritos de expansion/reduccion del volumen celular producira, tedricamente, un

dafo estructural en la membrana que conducira a la muerte celular.



Introduccioén 40

11.3.5.B Respuesta volumétrica celular.

Tal y como se ha descrito anteriormente, la introduccién-extraccion de crioprotector produce
cambios de volumen en las células en respuesta a los cambios de concentracién de la solucién
circundante. A continuacion se muestran las variaciones de volumen calculadas segun la ecuacién de
Boyle van't Hoff '"° (Fig 26, Fig 27).

11.3.5.A.1) Adicion del crioprotector:

A)Anadir 1 Concentracion
volumen de 20% final: 10% DMSO.
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Fig 26. Variaciones de volumen celular asociados a la

adicién de un 10% v/iv DMSO a Temperatura ambiente.

La adicion de DMSO a una suspension celular se realiza mediante la dilucién 1:1 en una
solucion al 20% vol/vol de DMSO (Fig 26.A) que provoca una deshidratacion celular inicial muy rapida
debida al aumento de solutos en el medio. Esta situacion va revirtiendo a medida que el ACP se
equilibra a lado y lado de la membrana celular. Tras cinco minutos de equilibrio y a causa del aumento
de soluto en el interior celular, existe un ligero incremento del volumen celular respecto al volumen en

condiciones isotonicas.
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11.3.5.A.2) Extraccion del crioprotector:

A) Adicién 1 volumen
de 0% DMSO.

B) Resuspension en 1

volumen de 0% DMSO.
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Fig 27 Variaciones de volumen celular asociados a

la extraccion de DMSO a Temperatura ambiente.

La extraccion del ACP se basa en la dilucion 1:1 de la suspension celular descongelada en un
medio ligeramente hiperténico sin DMSO. Esta dilucion reduce la concentracion de DMSO extracelular
hasta el 5% (10% en el interior celular) y provoca una entrada de agua a la célula que se traduce en un
aumento del volumen celular (Fig 27.A). Durante los cinco minutos de equilibrio posteriores, el DMSO
tiende a equilibrarse entre el interior y el exterior celular por lo sale de la célula junto con moléculas de
agua (Fig 27. Paso de A) a B)). La suspension celular es posteriormente centrifugada, el sobrenadante
extraido y es finalmente diluida en medio sin DMSO (Fig 27. B) repitiéndose el paso de hidratacion
inicial (ahora 0% DMSO en el exterior celular y 5% DMSO en el interior) y el de equilibrio posterior
(hasta alcanzar una concentracion de 0% DMSO en el interior celular).
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1.3.5.C) Retorno a condiciones fisiolégicas.

La descongelacién del producto hematopoyético criopreservado es el ultimo proceso antes de la
infusion en el paciente. Los eventos fisico quimicos y la respuesta celular durante este proceso se han
detallado en secciones anteriores (ver 11.3.1, 11.3.5.2). Simplemente afiadir que este proceso se realiza
mediante la inmersion del injerto hematopoyético en un bafio a 37°C aplicando un suave masaje sobre
la bolsa hasta que no queda hielo visible. Este proceso de descongelacién rapida (> 100°C/min) evita la
recristalizaciéon del agua, asociaciéon de pequefnos cristales de hielo que al unirse pueden crecer en
tiempos muy cortos y dafiar las membranas mecanicamente " Si se han formado cristales
microscopicos durante la congelacion y debido a que estos tienen un estado de energia libre mayor que
los cristales de mas tamario, al descongelarse tenderan a asociarse entre ellos para obtener un estado
energético menor (termodinamicamente favorable) fusionandose y formando cristales de mayor tamario

que pueden perforar la membrana plasmatica '**.

Una vez las células criopreservadas han sido descongeladas, la exposicién prolongada a un
ambiente hiperosmaético junto con una vuelta descontrolada en condiciones isoténicas mientras la
células esta reparando posibles dafios en su membrana y reiniciando un metabolismo normal resulta en
una entrada de agua masiva de agua en la célula que puede llevar a la ruptura de la membrana y por
tanto a la muerte celular ''°. Cuando enfrentamos un producto hematopoyético descongelado a una
solucidn isotdnica, la gran concentracién intracelular de DMSO conducira una introduccion de agua del
medio circundante a través de la membrana. En consecuencia, las células se expandiran para igualar la
concentracion del crioprotector a lado y lado de la membrana al mismo tiempo que el DMSO difundira
hacia el exterior celular que presentara una concentracion menor de crioprotector. Como las células
descongeladas son infundidas inmediatamente post descongelacion en la mayoria de instituciones, el

plasma del paciente sera la solucidn circundante que tendra una concentraciéon de DMSO igual a cero.

El Dextrano 40 y las proteinas (moléculas que asocian agua a su estructura molecular) pueden
ayudar al control del flujo de entrada de agua en las condiciones descritas ''®. Para evitar el choque
osmatico en el momento de la reinfusion, entrada en plasma, 300mOsm/L, se ha propuesto un valor

maximo de 500 mOsm/L para la suspension celular descongelada. % antes de su entrada en plasma.
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1.3.5.D) Lavado celular post descongelacion:

La infusidn directa de los productos hematopoyéticos descongelados esta asociada a diversas
complicaciones que varian desde las frecuentes nduseas y vémitos hasta las inusuales pero reportadas
complicaciones cardiovasculares y neurolégicas (ver 11.3.4.1). Estas complicaciones relacionadas con el
transplante se conocen con el término toxicidad asociada al trasplante de progenitores y se atribuyen a

la infusion de DMSO y de restos celulares.

Para reducir y/o evitar la toxicidad asociada al TPH se han propuesto diversas aproximaciones;

la criopreservacion a altas concentraciones de células nucleadas ', el uso de menos DMSO en las

117,118 119

soluciones de criopreservacion , el fraccionamiento de las

120

, la mezcla de crioprotectores

infusiones y la seleccion de células progenitoras para reducir el volumen de producto

121

criopreservado “'. Sin embargo, todas estas técnicas resultan en una reduccion limitada de crioprotector

y de los restos celulares y moléculas resultantes de la lisis celular post descongelacion.

Alternativamente, se ha propuesto la eliminacion del DMSO antes de la infusién mediante
técnicas de centrifugacion y extraccion de volumen tanto manual '?'?* como semiautomatica . En
estas técnicas el sobrenadante que contiene parte del DMSO es descartado tras la centrifugacion y el
“pellet” que contiene las células es resuspendido en un medio isoténico antes de la infusién. Los
resultados reportados al respecto son variables y casi siempre resultan en poca eliminacién del DMSO y
nada o casi nada de reduccion de los “debris” celulares. Ademas, estas técnicas pueden resultar en una
pérdida sustancial de progenitores comprometiendo la probabilidad de injerto y por tanto deben

considerarse con cautela.

Por tanto, el uso de sistemas automaticos de lavado celular postdescongelacion que aseguren
una recuperacion celular aceptable, que produzcan resultados reproducibles y funcionen en sistemas
cerrados podria ser de gran utilidad para aminorar los efectos de la infusion directa de productos

hematopoyéticos descongelados.
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La principal diferencia entre un producto hematopoyético en fresco y el mismo descongelado es la
hipertonicidad de la suspension celular. La hipertonicidad de las soluciones celulares descongeladas se debe a la
presencia de crioprotector y de solutos intracelulares que provienen, estos ultimos, de la lisis celular durante la
descongelacion. Esta gran concentraciéon de solutos, el hecho de que las células se comporten como osmoémetros
en respuesta a cambios de osmolaridad y las restricciones de fluidez de los lipidos de membrana a bajas
temperaturas hacen que se puedan superar los limites fisicos de las membranas celulares al efectuar cualquier
manipulacién que impliqgue un cambio brusco de osmolaridad, incluidas aquellas que forman parte de los protocolos

de control de calidad.

Dentro de los controles de calidad de un producto celular, la CMF es la herramienta mas util para la
cuantificacion de poblaciones celulares especificas. Sin embargo no se utiliza rutinariamente en el analisis de
productos hematopoyéticos descongelados porque los resultados de recuento y viabilidad celulares se ven
sensiblemente reducidos siendo el choque osmético producido durante la dilucién directa post descongelacion en

soluciones hiposméticas (lisis de eritrocitos) la principal causa de esta disminucion en la integridad de membrana.

Por ultimo, la evidencia de que el cambio brusco de osmolaridad sobre las células descongeladas afecta
su viabilidad puede extenderse al momento de su entrada en la circulacién sanguinea. Por tanto, si el cambio de
osmolaridad que representa la entrada en plasma afecta negativamente al estado de las células infundidas, estas
pueden perder potencial funcional. En consecuencia, la utilizacién de técnicas de eliminacién del crioprotector y de
restos celulares antes de la infusién rendiria un producto isoténico con el que se minimizaria el choque osmético

sobre el injerto hematopoyético durante la infusion.

Asi, los objetivos concretos de este trabajo experimental son:

OBJETIVO 1-Evidenciar y cuantificar el efecto del choque osmético (simulado mediante dilucién
directa de las células descongeladas) sobre el recuento, viabilidad y capacidad clonogénica de

productos hematopoyéticos descongelados.

OBJETIVO 2-Proponer una técnica de manipulacion de muestras descongeladas para prevenir el

choque osmético.

OBJETIVO 3-Proponer y validar una técnica de CMF para el recuento de progenitores
hematopoyéticos descongelados en el que se minimice el efecto del choque osmético durante la

etapa de lisis de eritrocitos.

OBJETIVO 4-Validar el lavado automatico de productos hematopoyéticos descongelados para
uso clinico asi como cuantificar el efecto que la presencia del crioprotector tiene sobre la

recuperacion celular in vitro a lo largo del tiempo
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I- SOLUCIONES

Durante el desarrollo experimental de esta Tesis Doctoral se hace referencia a diversas
soluciones y a la diluciéon de las muestras descongeladas en estas para simular el efecto del choque
osmotico (cambio brusco de osmolaridad) post descongelacion. A continuacion se muestra la

composicién de estas soluciones.

DEXTRANO 40.

Rheomacrodex 10 % Salino (500mL) (Fresenius Kabi, Espana).

Composicién por cada 100 mL:

Dextrano de peso molecular

medio 40000 10.0¢g
Cloruro sodico (NaCl) 09g
Agua para inyeccién cC.s.

ALBUMINA HUMANA.

Albumina humana Grifols® al 20% (50 mL) (Grifols, Espafia).

Composicion por cada mL:

Albumina humana 0.200g
Caprilato sédico 0.016 mmol
N-acetiltriptofanato sédico 0.016 mmol
Contenido Al <200ug /L.
Agua para inyeccion C.S.

El contenido de Na* esta comprendido entre 130-160 mmol/L y el de K" es inferior a 2 mmol /L. Cada50

mL contienen 10 g de Albumina humana equivalentes osmoéticamente a 200 mL de plasma.
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SUERO FISIOLOGICO.
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Fisiolégico Braun (500mL) (Braun Medical, Espana).

Solucién isotdnica de cloruro sodico al 0.9%.

Composicién por cada 100 mL:

Cloruro sodico
Agua para inyeccién

mEq/L
Na* 154
Cr 154

09g
C.s.
mg/100mL

354
546

PBS.

Phosphate Buffered Saline without Ca2+ Mg2+. (500mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA)

Composicion:
mg/L
KCI 200
KH,PO4 200
NaCl 8000
Na,HPO, 7H,0 2160

Agua para inyecciéon 1000

mM

2.67
1.47
137.9
8.06

SOLUCION DEXTRANO ALBUMINA.

La solucion Dextr-Alb se prepard segun la siguiente formula:
Para 300mL de Dextr-Alb:: 225 mL Dextrano 40 + 75 mL Albumina humana 20%

La concentracion final de los dos componentes fue de un 7.5% de Dextrano 40 y un 5% de Albumina

humana. Esta solucion se prepara para diluciones 1:1 de sangre periférica o de cordon umbilical, por lo

que una vez diluidas las concentraciones son 3.75% v/v de Dextrano 40 y 2.5% v/v de Albumina

humana. La mezcla directa de los dos componentes de la solucion aporta el agua estéril necesaria para

la dilucion. Esta solucién se prepard para cada procedimiento experimental y se utiliza preenfriada a

4°C.
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PBA 1%

Se refiere a una solucion de PBS al 1% v/v de Albumina.

Composicion por cada 100mL:

PBS 95 mL.
Albumina 5 mL.
20% viv.

Esta solucién se prepard para cada procedimiento de diluciéon del descongelado y se utiliza preenfriada
a4°C

PBA 5%.

Se refiere a una solucion de PBS al 5% v/v de Albumina.

Composicion por cada 100mL:

PBS 75 mL.
Albumina 25 mL.
20% viv.

Esta solucién se preparé para cada procedimiento de dilucion del descongelado y se utiliza preenfriada
a4°C
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Il- CITOMETRIA DE FLUJO.

Conceptos basicos.

La Citometria de Flujo (CMF) es una técnica de analisis celular multiparamétrico que se basa en
hacer pasar una suspension de células alineadas y de una en una por delante de un haz de laser
focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a diferentes
parametros de la célula y que son recogidos por distintos detectores. Estos convierten dichas sefiales
en sefales electronicas que posteriormente seran digitalizadas para permitir la medida simultanea de
varios parametros en una misma célula. La CMF determina parametros relacionados con caracteristicas
intrinsecas de la célula (tamafio, complejidad de nucleo y citoplasma) y parametros relacionados con

sus caracteristicas antigénicas (inmunofenotipo).

Las sefales producidas por la interaccion de las células con el haz de luz son de dos tipos: las

sefales de dispersion y las de fluorescencia.

Sefales de dispersion: La dispersion resulta de la interaccion de la luz con una particula que
produce un cambio de direccion (no de la longitud de onda) en todas las direcciones del espacio. Las
caracteristicas morfolégicas que determinan la dispersiéon de la luz son fundamental-mente el tamano
celular (FSC, Forward Scatter) y el material granular del interior de la célula, llamado complejidad (SSC,
Side Scatter).

Sefiales de Fluorescencia: Cuando un fluorocromo interacciona con la luz de excitacion
procedente del laser emite energia radiante. Debido a que parte de la energia se utiliza para la
absorcion, la luz emitida es de menor energia que la luz de excitacién, es decir la longitud de onda
emitida es mayor. La diferencia entre la longitud de onda de absorcidon y emisién se denomina Stokes
shiff. Los citometros de flujo permiten detectar sefiales de fluorescencia procedentes de complejos
Antigeno/Anticuerpo marcados con un fluorocromo y situados en una célula, siendo la cantidad de senal
de fluorescencia emitida igual a la proporcién de la cantidad de componentes fluorescentes de la

particula.

Determinacion de CPH. Plataforrma unica

La determinacion citométrica de células CD34+ se basa en la identificacion fenotipica de células
de tamano (FSC) y complejidad (SSC) linfoide, con un nivel de fluorescencia medio-bajo para CD45 y
alta expresion de CD34+. Esta determinacién se realiza a partir de células vivas mediante el marcaje de

la muestra con 7AAD.



Material y Métodos 49

Actualmente se utilizan métodos de plataforma simple o Unica para la determinacién celular por
CMF. La plataforma unica permite la adquisicion de los eventos totales de una poblacién especifica
directamente del citometro sin utilizar los datos de recuento del contador automatico (que seria la
segunda plataforma). La determinacién por plataforma unica es un ensayo volumétrico en el que se
determina el recuento de unas particulas de concentracion conocida (beads) y se relaciona con el del
subconjunto de células que queremos cuantificar, esto porque conocemos el volumen de muestra y de
particulas en la muestra. Para ello, se dispensa (por pipeteo reverso para asegurar la precision) en el
tubo a analizar el mismo volumen de muestra que de particulas de concentracién conocida. Asi:

V cel=V beads — [cell]/n° cell = [beads]/n® beads — [cell] = n° cell x ( [beads]/n°® beads ).
Protocolo para la determinacion de CPH en descongelados:
Este protocolo es idéntico al utilizado rutinariamente para muestras en fresco, protocolo de lisis

y no-lavado por plataforma Unica, pero con una etapa de equilibrio osmético previa al marcaje, lisis y

adquisiciéon de la muestra.

1- Dilucién vol:vol de la muestra descongelada en solucion Dextrano-Albimina durante
cinco minutos a 4°C .

2- Marcaje de la muestra (vol.1) con CD45-FITC y CD34-PE. 20 min, 4°C, Oscuridad.
3- Lisis de eritrocitos. (dilucién 1/10 a 1/100). 10 min. 4°C, Oscuridad.
4- Adicion de las particulas ( vol.2) de concentracidon conocida (vol.2= vol.1).

5- Adquisicion de la muestra.

A continuacién se muestra el método de andlisis para la determinacion de CPH (ver figura

pagina siguiente):

La regién R1 contiene todas las células CD45+. Estas células son representadas segun su
marcaje para 7AAD (viabilidad) y los eventos que presentan defectos de membrana (R2) son excluidos
del analisis posterior. En R3 estan las células CD45+ vivas con mas expresion para CD34 y de bajo
SSC. Del total de las células en R3, las que presentan una expresion media-baja de CD45 (R7) y con un
tamafio y complejidad linfoide (R6) son las que determinaran el recuento total de CPH. La viabilidad de
estas células se determina representando R6 frente a 7AAD (D).

El tamafo (FSC) y la complejidad (SSC) linfoide se obtiene al representar los linfocitos (R5)
frente a estos parametros (R6, E). Finalmente, en el mismo analisis se determinan los linfocitos y
granulocitos por FSC y SSC (A) para conocer la viabilidad linfoide (B), del total de las células CD45+
(C).
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Anadlisis para la determinacién de CPH
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lll- CONTADOR AUTOMATICO

El contador ACT diff (Beckman Coulter) es un analizador hematoldégico automatico para la
cuantificacion de leucocitos mediante el paso de las células a través de un pequefio orificio en el que se
genera un pulso eléctrico y sobre el que las células producen un cambio de impedancia que es
proporcional al tamafo celular. EI ndmero total de células contadas en cada determinacién es
aproximadamente cien veces mayor que el que se contaria por métodos de microscopia y reduce el
error estadistico de la medida diez veces aproximadamente. El contador recuenta las células de cada

muestra en dos ciclos, uno para el recuento de eritrocitos y el sigiente para los leucocitos

Principio general.

El contador ACT dic calcula el recuento y el tamafo celular detectando los cambios de
resistencia eléctrica cuando una particula pasa a través de las pequefas aperturas de medida que
incorpora el medidor. Cada particula (nucleo celular) que pasa por la apertura impide el paso de
corriente y crea un pulso eléctrico. El nimero de pulsos determina el numero de células en la muestra
mientras que la altura de cada pulso es proporcional al volumen celular. El analizador utiliza un recuento
por triplicado antes de emitir el resultado. Este triplicado se realiza midiendo los pulsos emitidos durante
12 segundos en intervalos de 4 segundos, si existen discrepancias entre los tres recuentos el contador

no emite resultados.

APERTURE
CURRENT

INTERNAL
ELECTRDDE

EXTERNAL
ELEGCTRDDOE

DETAIL OF

SAMPLE BLOOD APERTURE

BEAKER CELL
SUSPENSION
APERTURE
APERTURE TuBE THE00E

Figure 3.1 Coulter Method of Counting and Sizing
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Existen diferentes aperturas de medida segun el tipo celular, asi existe una apertura para medir
leucocitos y otra para medir glébulos rojos. El volumen celular determinado durante cada recuento (en
cada una de las aperturas) permite clasificar las particulas que pasan por la apertura de medida en
leucocitos (WBC; white blood cells) si el pulso emitido representa volumenes entre 35 fL y 450 fL,
Eritrocitos (RBC, red blood cells) si el pulso emitido representa volimenes mayores de 36 fL y plaquetas
di el pulso emitido representa volimenes entre 2 fL y 20 fL. A su vez, este contador también emite
resultados para clasificar leucocitos en Linfocitos, Monocitos y Granulocitos segin el tamafio de
particula siguiendo el criterio; Linfocitos (35-90fL), Monocitos (90-160 fL) y Granulocitos (160-450 fL).
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Precision del recuento.

Los parametros de precision fueron calculados después de 31 medidas consecutivas de la

misma muestra.

Pammslar Lewel Units ' V% ED
WL B0-150 |« 10 caleiil 2.0 -
RBC 3,00 - E00 ¢ 1P callerpl 3.0
Hal 120 - 180 L =20
MCY 80,8 - 100.0 L <3.0
At 200 - 500 « 100 calspl 7.0
MFY 50-200 i =0
ADW 120- 150 % =T
Ly 0-9 % <15
MO 20- 100 % '_ 15
(] 3008 - 70.0 % =30
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IV- DETERMINACION DE DMSO POR HPLC EN PRODUCTOS HEMATOPOYETICOS
DESCONGELADOS.

La determinacién de DMSO en muestras descongeladas y en aquellas post lavado (tanto para
CPH-A como para SCU) se realizé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) siguiendo el
método de Carpenter y Dawson (Cryobiology 1991).

El aparato de HPLC utilizado fue un Beckman System Gold HPLC (Beckman, San Ramon, CA)
con entrada multiple de solvente y acoplado a un detector de longitud de onda variable ( Beckman-168,
Beckman, San Ramon, CA). La columna utilizada fue una Ultrasphere ODS2 C18 (5um) de 4.6 x 25cm.
La fase movil fue una solucién 10% v/v en metanol de alta pureza. Para la determinacién cromatografica
del DMSO, 20ul de cada muestra fueron inyectadas, con un flujo de 1.0 mL / min y el detector a 214
nm. Con estos parametros, el pico de DMSO apareci6 a los 3 minutos de la inyeccién de la muestra.
Antes de cada determinacion, las muestras fueron diluidas para entrar en el rango en el que la medida
de DMSO es lineal (recta de calibracion). Las diluciones de las muestra se realizaron de la siguiente
manera; las muestras descongeladas y no lavadas fueron diluidas 1/100 en solucién de metanol 10%
v/v en diluciones consecutivas 1/200 y 1/5 y siempre mediante pipeteo reverso. Las diluciones 1/10 de

las muestras lavadas se realizaron con el mismo tampén y directamente.

Recta de calibracion:

Antes de la determinacion del contenido de DMSO en las muestras se calcul6 la recta de
calibraciéon que nos permitiria relacionar el area de pico de DMSO de cada muestra con el contenido de
DMSO en molaridad. La recta de calibracion se realiz6 determinando el contenido en DMSO de 5
muestras por triplicado y en un intervalo de 0.5 mM a 10 mM. Las muestras para la determinacion de la
recta de calibraciéon se prepararon a partir de concentraciones molares de 0.1, 0.2, 04,1y 2 My
diluidas 1/200 antes de la determinacion. La razén de este rango de concentraciones (0.5-10 mM) fue
que a priori de este ensayo sabiamos (por valores de osmolaridad) que la eliminacién de DMSO era
practicamente del 95% después del lavado y que la concentracion minima esperada en las muestras
descongeladas era del orden del 10% v/v, por tanto una diluciéon 1/10 de la muestra post lavado tendria
un valor aproximado de 7mM (5% de 1,4M, 0.07M), dentro del rango de linealidad de la recta patron. La
concentracién maxima esperada en una muestra descongelada es del 10% v/v en DMSO o 1,4M, por
tanto una dilucién 1/1000 de estas muestras tendrian un valor aproximado de 1.4 mM, dentro del rango

de linealidad.



Material y Métodos

Tabla. Datos recta de calibracién para HPLC. Los resultados
corresponden a la media de los triplicados realizados para cada punto de

la recta.
[M] [mM]/200 Area c.v.(n=3)
0.1 0.5 944868 0.6
0.2 1 1912671 26
0.4 2 3984907 29
1 5 8888802 1.2
2 10 17724917 5.5

[ mM ]/ 200; se refiere a la concentracion mM después de la dilucion 1/200 en MetoH 10%
de la muestra.

Area es el resultado que se obtiene del cromatégrafo para una concentracion de DMSO
determinada.

El coeficiente de variacién medio de la técnica fue del 2.5% para las 5 concentraciones
ensayadas por triplicado.

Fig 1. Recta de calibracién del ensayo de HPLC (A) y situacion de los picos de DMSO para cada
punto de la recta (B).
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Fig2. Cromatograma tipico de una muestra antes y después del lavado de DMSO.
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V- SISTEMAS AUTOMATICOS DE LAVADO DE DMSO EN PRODUCTOS HEMATOPOYETICOS
DESCONGELADOS

V.1- CYTOMATE.

Cytomate es un dispositivo totalmente automatico disefiado para el lavado y concentracion de
productos leucocitarios. Este aparato se utiliza con un equipo desechable que incorpora una pequefia
centrifuga, eliminando la necesidad de pasos de centrifugacion externos y reduciendo asi el tiempo de
proceso y la intervencion manual del operador. Consiste en un sistema cerrado que transfiere la
suspension celular por medio de bombas peristalticas desde una bolsa inicial a la membrana giratoria
centrifuga en la que se elimina el sobrenadante libre de células a la vez que se concentra la suspension
celular. Las células pasan finalmente a una bolsa que retiene los agregados que se puedan haber

formado durante el proceso para obtener asi un producto final lavado listo para el trasplante.

Soporte soluciones
de lavado y desecho =

Detector de fluidos

Trasductor de presion Pantalla tactil

M 6dulo de bombas peristélticas - Balanzas

[™~.__ teclado

M 6dulo de pinzas

M 6dulo rotatorio

Sistema Cytomate.
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Equipo desechable:

Consiste en un equipo de tubos apirogénicos, estéril y de un solo uso al que se conectan la/las
solucion /es de lavado, el producto inicial, una bolsa para desecho (sobrenadante) y una bolsa para el

producto final.

Tamp6n de lavado Sobrenadante
]
2
Bolsa Bolsa
Bolsadelavado inicial  fina
Py ! E Espiga
Punto de inyeccion 1. (=
Trasductor de Presion ] B Pinza Robert

Organizador de tubos

Membrana Rotatoria centrifuga

Distribuidor de pinzas

r

Equipo desechable de lavado Cytomate

Membrana rotatoria centrifuga:

El proceso de lavado tiene lugar en la membrana giratoria centrifuga que incorporan todos los
kits desechables para lavado celular en Cytomate. Esta membrana solo permite el paso de

sobrenadante y restos celulares facilitando asi la concentracion de leucocitos en su interior.

La suspensién celular llega a la membrana por la parte inferior y el movimiento giratorio
desplaza a las células hacia la parte superior desde donde pasan a la bolsa de lavado. En el interior de
la membrana el sobrenadante resultante de la centrifugacién, compuesto basicamente de glébulos
rojos, productos resultantes de la lisis celular, crioprotector y plasma, pasa al interior desde donde se
canaliza, aprovechando el mismo movimiento centrifugo, a la parte inferior de la centrifuga desde donde

es eliminado a la bolsa de deshecho.
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Membrana rotatoria centrifuga. Cytomate

Protocolo de lavado:

El protocolo de lavado incluyé un paso previo de equilibrio osmético con una solucidon
hiperosmolar compuesta por Dextrano40, Albumina humana y citrato sédico (soluciéon de equilibrio),

después de la que se procedié al lavado de las células.

Este protocolo puede ser definido por cada usuario gracias a un menu de configuracion
programable. En los experimentos de validacidon de este dispositivo para uso clinico utilizamos los
parametros que se muestran a continuacién y que se aplican una vez descongelada la suspension
celular y conectada al equipo desechable.

El tiempo medio del proceso de lavado para una bolsa de aféresis de 250 mL es de 32min,
utilizando para ello una media de 156ml de tampdn de equilibrio y de 402 ml de tampén de lavado. El
tiempo medio del proceso de lavado secuencial de dos bolsas es de 54min, utilizando para ello una
media de 294 ml de tampdn de equilibrio y de 785 ml de tampdn de lavado. El tiempo medio del proceso
de lavado de un pool de dos bolsas es de 70min, utilizando para ello una media de 333ml de tampén de

equilibrio y de 1087 ml de tampén de lavado.
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Protocolo de lavado celular en dispositivo Cytomate.

. Transferencia de tampén de equilibrio al producto inicial:
Volumen: Dilucién 1:1
Solucién de equilibrio: PBS + Dextrano40 5% + HSA 5% + Citrato Na* 5%
4° C en agitacion
Velocidad bomba: 10 ml/min.

. Pausa de tiempo definida para equilibrio osmético:
5 minutos. 4° C en agitacion.

. Pausa para permitir el cambio de solucién:
Solucién de lavado: PBS + HSA 2,5% + Citrato Na* 5% .

. Lavado/concentrado del producto inicial:
Reduccion residual: 50
Peso final maximo: 250
Volumen tampdn aclarado origen: 75 ml.

. Transferencia de la bolsa de lavado a la bolsa final:
Volumen de aclarado: 30 ml.

. Transferencia de tampén a la bolsa de lavado:
Volumen de tampén: 30 ml.

. Transferencia desde la bolsa de lavado a la bolsa final.
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V.2- SEPAX S-100

EL dispositivo Sepax S-100 es un procesador celular que consta de una camara centrifuga para
la separacion de componentes sanguineos segun su densidad y tamano. Este sistema utiliza equipos
desechables estériles de un solo uso y el producto final se recoge en una bolsa individual lista para su
uso clinico. La camara centrifuga incorpora un sistema neumatico (émbolo) que permite su llenado y
vaciado asi como la transferencia de los diferentes componentes a bolsas de recogida en un sistema de
tubulares cerrado y estéril.

La camara neumatica produce una presion negativa (retirada del émbolo) que permite el paso
de la suspensioén celular de su bolsa inicial al interior de la camara donde da comienzo la centrifugacion
que separara los componentes de la sangre y permite al finalizar el proceso, mediante la aplicacién de
una presion positiva (avance del émbolo) la transferencia de los componentes a diferentes

compartimentos finales.

Equipo desechable;

Consiste en un sistema de tubos apirogénicos, estéril y de un solo uso al que se conecta la
solucion de lavado y el producto inicial. La bolsa de residuos viene incorporada en el equipo asi como la

camara centrifuga / neumatica.
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A Doble linea de entrada. Conexion bolsainicia E: Trasductor de presion.
B: Distribuidor de llaves de paso. F: Camara de separacién. 220mL.
C: Entrada de la solucién de lavado . G: Bolsa de desecho. 1000mL
D: Doble linea de salida. Conexion bolsa final . H: Adaptador de conexion.

Equipo desechable del sistema Sepax S-100

Protocolo de lavado (ver figura pagina siguiente):

Una vez conectadas las bolsas de muestra y de solucion de lavado (salino al 7,5% de
Dextrano40 y 5% Albumina), la camara centrifuga retira el émbolo y permite la entrada de la unidad de
SCU a su interior seguida de la entrada de un volumen igual de solucién de lavado, la mezcla
permanece durante cinco minutos en agitacion para permitir el equilibrio osmético de la muestra (1,2).
Posteriormente, se llena la camara totalmente con solucién de lavado (3) y da comienzo la
centrifugacién (4), los componentes celulares se separan por densidad hasta que el émbolo fuerza la
salida del sobrenadante, compuesto de eritrocitos, restos celulares y DMSO a la bolsa de deshecho (5).
Las células son entonces diluidas con 10 mL de solucion de lavado para aumentar la recuperacion y el
émbolo las extrae hacia la bolsa final (6). Finalmente, la camara es lavada dos veces para minimizar las

pérdidas celulares inespecificas.

La dilucién total de la muestra durante el lavado fue de 1:9. El proceso consume una media de
28 minutos y el volumen final de la muestra fue de 60 mL. Para cada proceso se preparan un minimo de

300mL de solucion de lavado.
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Protocolo de lavado Sepax S-100




RESULTADOS



Evidencia de pérdida celular tras descongelacion y dilucién isoténica. Efecto

en los protocolos de citometria de flujo sobre células descongeladas.
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I.1- Recuperacion celular tras dilucion directa del descongelado en PBS.

En estos experimentos se cuantificd la recuperacion celular respecto al producto
congelado y la viabilidad de 25 productos hematopoyéticos descongelados (10 x SCU, 15 x
CPH-A) después de una dilucién 1/10 en PBS. EIl objetivo fue el de tener una primera
aproximacion a la cuantificacion del fendmeno de choque osmético provocado por un cambio
brusco de osmolaridad post descongelaciéon simulado mediante dilucion directa del
descongelado. Asimismo, se valoraron las diferencias de recuperacién celular al comparar las
técnicas habituales de control de calidad de estos productos; contador automatico, citometria
de flujo, viabilidad por tincién con TB y viabilidad por tincién con 7AAD (Tabla 1).

Tabla1. Recuperacion celular y viabilidad tras la dilucion directa de células descongeladas en PBS.

Dilucién 1/10 en PBS post descongelacion.

Recuperacion.

SCU. CPH-A.
n=10 n=15 Método de analisis.
CNT 84% (55-105) 80% (51-110) Contador automatico
Viabilidad 73% (58-89 ) 75% (60-97 ) Tincién TB
CD34+ total 51% (40-71) 58% (45-79) Citometria de flujo
Viabilidad 71% (24-90 ) 79% (44-98 ) Tincién 7AAD
CD34+ vivas 41% ( 31-63 ) 46% ( 30-76 ) Citometria de flujo

Observamos que los valores de recuperacion celular con un contador automatico estan
en el rango de lo esperado para este tipo de muestras pero que las viabilidades (TB) son
aproximadamente un 10% menores de lo esperado. La recuperacion de CNT vivas calculada
mediante contador automatico y tincién con TB estan en el rango del 60%. Curiosamente, la
recuperacion de células CD34+, determinada por CMF se alejé del rango de recuperacion
esperado (80%-90%) y la viabilidad de estas células (7AAD) disminuy6 a practicamente el 50%

del valor de recuperacién esperado. La recuperaciéon de células CD34+ vivas fue del 45%.

Asi, la dilucién directa del descongelado en PBS rindié una pérdida celular global y de
viabilidad respecto a los analisis precongelacion que se vio acentuada cuando utilizamos la

citometria de flujo como técnica analitica.

Para descartar el efecto de los procesos de congelaciéon y descongelacion en estos

resultados se realizaron los siguientes experimentos.
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|.2- Efecto de la dilucion en PBS sobre el recuento y viabilidad celular.

Ensayamos el efecto de un cambio brusco de osmolaridad en CPH-A descongeladas
mediante la dilucién directa en PBS (1/10). Este planteamiento experimental fue planteado para
reproducir el efecto que tiene sobre las células descongeladas el retorno a las condiciones
fisioldgicas. Se determind el recuento y la viabilidad mediante CMF de las células CD45+ y de
las CD34+ de 10 productos hematopoyéticos descongelados antes y después del cambio
brusco de osmolaridad (choque osmético) (Tabla 2).

Es de destacar que los resultados observados en esta seccion no se vieron afectados
por los procesos de congelacion y descongelacion ya que la recuperacion celular se calculé en

este caso a partir de los productos descongelados.

Tabla2. Efecto de la dilucion fisiolégica sobre la pérdida celular en un descongelado.
Recuento celular CPH-A n=10.

Post- Post-Dilucion %
Descongelaciéon 110 en PBS. Recuperacion
CDA45+ totales x 10° 79 (22-146) 61 (19-127) 86% ( 50-106 )
% Viabilidad 7AAD 55 (33-87) 49 (22-77)
CD45+ vivas x 10° 42 (13-74) 28 (5-56 ) 70% ( 33-107)
CD34+ totales x 107 8(1.8-34) 6(0.9-21) 71% (48-133)
% Viabilidad 7AAD 91 (60-99) 70 (44-92)
CD34+ vivas x 107 7 (1.6-33) 3.9(0.6-15) 60% ( 38-152)

El cambio brusco de osmolaridad post descongelacion resulté en una pérdida del 14%
de células CD45+ totales (p=0.01, Wilcoxon muestras pareadas) pero en un 30% de las CD45+
vivas (p=0.007, Wilcoxon muestras pareadas), sugiriendo que el choque osmético afecta tanto
al recuento celular como a la viabilidad de las células. De forma similar, la dilucién del producto
hematopoyético descongelado en PBS resulté en una pérdida del 40% de las células CD34+

vivas (p=0.002, Wilcoxon muestras pareadas).

La pérdida celular observada se debe fundamentalmente a la dilucién directa del

producto descongelado en medio isotonico.
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1.3- Pérdida celular en el control de calidad por citometria de flujo.

El control de calidad del descongelado cobra especial importancia en el caso de la SCU
como fuente de CPH debido al limitado niumero de estas células en este producto. Sin
embargo, tal y como hemos observado, la CMF de estos productos rinde recuperaciones

celulares por debajo de lo esperado posiblemente por el efecto del choque osmético.

Los resultados de esta seccion se presentan en forma de articulo original (Manuscrito
n® 1: “Predictive utility of the attached segment in the quality control of a cord blood graft.
Biology of Blood and Marrow Transplantation”.2005). En este trabajo se valord la utilidad
predictiva de una alicuota de producto congelado en el tubular adherido a la bolsa de
congelacidon (segmento) respecto al propio injerto. Para ello se compararon el recuento,
viabilidad y capacidad clonogénica de la bolsa y el segmento en andlisis pareados. La principal
ventaja de la utilizacion del segmento como fuente de células para el control de calidad es que
se trata de una muestra que ha seguido los mismos procesos que el resto del injerto y que para

su utilizacién no es necesario descongelar el resto de las células en la bolsa de congelacion.

De los resultados obtenidos son de destacar; 1- La elevada correlacion entre las
muestras de segmento y bolsa por cualquiera de los métodos de andlisis utilizados (Fig1). 2- La
pérdida celular (Tablas1, 2) respecto al producto congelado cuando se aplican técnicas de
citometria de flujo para el analisis del descongelado. 3- La pérdida celular observada parece
estar directamente relacionada con una disminuciéon de la viabilidad celular que puede ser

debida a un proceso de choque osmético post descongelacion.

A continuaciéon se presenta el manuscrito original al que hacen referencia estos

comentarios:

Manuscrito  n° 1:

Luciano Rodriguez, Joan Garcia, Sergi Querol.

“Predictive utility of the attached segment in the quality control of a cord blood graft.
Biology of Blood and Marrow Transplantation”.11:247-251.2005.
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ABSTRACT

The limited number JFHFI‘HI wtemm el in wnsbalical cord bloasd l:',.'l:.] crbimes the qlhu.i.l atien amd
strigt centrnl of all the proscdurcs invalred in it therapoutic wie—is, colloction, proseming, cryopressration,
thawing, and transportation—te cosure graft poteacy at transplantation. For this reason, intemational UCH
standand recommend sorage of & cell sample anached s the UCE it a3 3 quantiative and handtonsl contral
al the ume seleeted for ﬁ-lpllllihm- Ta valdate the uie of the ||:|I1|i|.- attached 1o the UCH unit a8 a
quality-contrel ol for the final produce, UCE wnits (n = 20 stered in liquid nitroges with the Bioarchive
svatem were analvzed. The UCH undes and thelr amacbed segments were thawed, and the number and viahiliny
af total aveleated cells, moacnueleared eells, CDEE* gells, and CDWY ¢ells were determined, as were
eolony=forming cell counts. There was no significant difference berween UCE umits and segmeats for any of
the parameters sssessed. Addivanslly, the lnear correlstion coeffichent (B} in these paired samples was 085
and 678 for CD34* cells and colonv-formiag eells, respectively. In conclushon, the cell sample @ the rabe
segment physically linked vo the transplamt UCE bag predicts the mial cell content and functionalicy of the unit
amd may serve as a source for fnal quality conerel of the UCE unit before ransplantation.
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IHTRODUCTION

Asscssment of graft quality & one of the most
JT]I:ITI.'I:' -EI'I.I.C"I I.TI h.l: t Iil.' stem ﬂ.']l. !'n.I'IIFI.ITIti'
tion [1,2], particularly in the case of a cord blood bank,
where the storcd units may be used ycars after their
crvopreservanion. Therefore, a reliable method 1o as-
sew the cell content and viability of 3 graft before
rransplantition is crucial. Aldhough it has been shown
that the number of total nucleated cells (TINCs),
CD34" eells, and colony-forming eclls (CFCs) per
kilogram bedy weight of the recipient in the graft are
good predictors of paticne survval [3], all of thes
varishles are nomally defined before crvopreserva-
Hon. Hm'n'r:r. the qunlit_r-nf: i;nrﬂ bl Enft m'lgh't
bee affecred during the freezing process, storage, and
rmmpnlﬁl:inntuﬂ\n tnmpl:m.t unit, oz well as dlur'np:
the thawing process,

The importance of CFC content for all sources of
progenitors in the hemarologic recovery after trans-
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plantation has been established by several authors
|4-6]. Recendy, McKenna et al, [7) reported thar poor
clonogenicity obtaincd after thawing resulted in en-
grafument failure of an umbilical cord blood (UCE)
unit that had been characterized exclusively by the
prefreeze tests, These studics point to the relevance of
a postfrecring hunctional analysis of the graft wo dem-
onstrate its adequacy as a bnal quality contral (QC)
test before transplantagon,

The wse of a mube scgment attached to the UCH
unit containing an identeal aliquet of the cryopre-
served product that s expesed 1o the same postpro-
cc::mg hu-c::ing and storage conditions sz the unit has
been proposed as a QC wol for UCE banking [78).
Cell counts, CIN34 anabysis, and CFC assosament arc
recommended by UCE standards for the qualification
of the graft, and all of them can be performed from the
segment attached o the UCE unir.

The aim of this stady was o mvestigate the wse of

H7
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the scﬂ'm-:nt :I.'I.‘:l.d'n:d to the UEH wnit for qll:]iﬁn-
tion of the unit for eransplantation. A paired study was
performed that compared cell quantity and viabiliey,
including CFCs, i the amached segrvent with thar in
the UCE unit. Our resules show thar the segment may
serve a8 a predictor of the wnit’s cellular content and
wiahility after thawing.

HATERIAL AND METHODS
Cord Blood Collection

Placental UCE was collected at several matemicy
clinkcs within the Barcclona Cord Blood Bank pro-
gram. Informed conscnt was obrained according to
routine procedure. The cord blood, collected with the
placenta in utero, was drained by groviy from the
umbilical vein in a collecoon bag (MacoPharma,
Tourcoing, France) containing 29 ml of citrate phos-
phate dextrose. The collected blood was stored ag 4°C
until processing and was  crvopreserved  within
48 hours after collection

Processing and Cryopreservation

The UCE units were volume-reduced by follow-
ing 3 modified approach of the sutomated procedurs
described previcusly [9], This consisted of a double
buffy coat collection after hydroxyethyl starch addi-
Fian {Erlf-nh. Earu:lul'lﬂ.. Spai I:-}' lh'iﬂi; the 5|:|:|-u.t
5-100 device and the UCB/hydraryethyl starch pro-
tocal (Biosafe, Evuns, Switserland). Afver dimscthyl
sulfoxtde addioon (10% final concentranon), the con-
cenmrated cells were transferred to a freczing bag
(Scpax cell-separation kit C5-530; Biosafe) that was
compatible with the Bisarchive system (Thermogen-
ests, Rancho Cordova, CA) The tube attached to the
ﬁ:ﬂmg bag was filled with ccll concentrate by
:quru.m! the freczing bag. Three scgments were
scaled in the arached mube that conrained approxi-
mately 200 pL cach. The tube was lefr arrached o the
bag. The UCE wnit (bag and scgments) was then
overwrapped with a Bicarchive overwrap bag (Ther-
miogenests, Rancho Cordova, CAL

Cryopreservation was performed by using 3 pro-
grammed Freezing rate in the Bioarchive at 3 starting
temperature of 1070, with a cooling rate of 10°C min
untl =3 (maximum mate to = 13°C and =2*Clmin
until —50°C; mean cooling rate of —3*C/min), and
stored in the liquid nitrogen phase of the same device.

Twenty UCE units were used in chis soudy. These
units had been rejected after conventional processing
from the Barcelona Cord Blood Bank inventory be-
cawse of bick of documentation (n = 3), positive ste-
rility gest {n = 7}, and'or low content of CI34 cells
in = 10}, The mean content of CD34% celb was
0% += 0.1% before crrnprmn:l‘]m whicreas the
median content in our entire inventory i 0.31%. The

48

rﬂnnﬁr time or the units Lull:n:'\rz more than §
for & units, 5 years for 8 units, and between 3 and §
years for the remaining 6 units.

Thawing

UICE units were removed from the Bioarchive and
memersed im Hquid nitrogen to scparate the attached
segment for further analysis. At the time of analysis,
UCE bags or the attached scgments were thawed by
nmcrson in a 370 water bath, mized I:hn-rnl.lghlr.
and analyzed without delay, according to the different
D assay deseribed below.

Quality Controls

Awtomatic oell count. The THNC count was per-
formed for cach sample by uwsing an sutomatic ccll
counter that detects and measures changes in electn-
cal resstance (impedance) when a partick in a con-
ductive Lquid passcs through the device (ACTdifE
Couleer, Aliami, FL

Flew eyromerry. The method used was dhe lysis and
nonwash single-platform  CD34 measorement  de-
scribed previously [10]. Bricfly, samples dravn just
after thawing were incubated for 20 minures at 4°C in
the dark with anti-human phycocrythrin-labeled
moneclonal antibody against CID34 and fluorescein
isothiocyanate-labeled CIMS at saturating concentra-
ton (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). After
micubation, nmpll::- weore hsed in ammoniam chlande
{fimal dilurion of the sample, 1:10) for § minutes at 45C
i the presence of 1 jug of T-aminosctonomyem D for
cell viabiliny sssessment. Twenty microlivers of com-
miercially available fluorescent microbeads were added
and gendy mixed for an intemal standard before ac-
quisition according te the manufacturer's instrections
(Perfect-Count; Cytognos, Salamanca, Spain) [11] te
cvaluate the absolute count. The cell subsers were
then analyzed by their fuorcscence profile and for-
ward scamer (FSC)Wside scamer (S5C) characreristics
on a FACSCalibur avvometer (Becron Diclanson) by
using CellJuest software (Becton Dickinson) and the
Intemational Sociery of Hematotherapy and Grak
Engineering  recommendations  for  gating  [10].
CD45* cells, mononucleated cells (MNCs), CDig*
cells, and T-amincactinomicin [ viahility were as-
sciscd by using flow oytomctry.

Clomogenie avsay. Progenitor ccll asays were per-
Ewmdﬁd&aw:dmplu.mdtmﬁmt:.mdmﬂyh
units with a negative sterilicy test (m = 13}, by using a
methyl cellulose=based H4434 medmm (Stem Cell
Technologies, Vancouver, BC, Canada), Briefly, 5 = 107
cells were sceded directly on methy] celluloss, gently
mixed, and then plated on peta dishes and incubated at
370 in 3 humidified atmosphere of 5% OO0, in air.
forming unit, erythroid, and colomy -forming unit-mix
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Wariakde Fredh Akwr Thawing % Becowery
THEC = 16* a4 £ 5.7 183+ 38 4 = 20
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COLEIE" THE Lo% & 10 158 & 0.7 Tz M
Viabdliny (| 7-A8D)

(=1 o= LY 41 = 1k -—
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Teaa] cell counn and wabileses a5 pn-.:m:d s mean * S50,
THE indicates tofal mucloated ool MMNE, monomacleated ool
7-aAld, T-amincscanosman D,

colonies were idenvificd and coamvied :conrding s -
dard criteria after 2 weels in cabwre [12]. For the CFC
count, only cobonies with more than 50 cells were enu-
merated The totl CFC content, defined as the tocal
count of colonics independently of their lincage, was
weed for colony recovery analysis.

Expected domogenic efficiency. Expected donogenic
efficiency (ECLONE) was defined a5 the ratio between
the CFCs scored in the clonogenic assays and the total
number of CI34% oclls sceded in the samc asay [13].

Statistical Analysis

Diescriptive analysis s presented as mean = 5[,
Paired ¢ tests were used to ames differences between
the UCE unit and the related segment. Linear corre-
lation was cvaluated and plored by wing Excel 2000
(Microsoft Corporation, Redmond, WA), and the co-
efficient of correlation (B%) was caloulated.

RESULTS
Cord Blood Graft Description

UCE wnits (velome, 25 = 1 mL) stored in the
Bioarchive SVEECITY WCre thowed and asscssed for their
content. Descriprion of the UCE unit contents, as-
sewed by How aometry, before ervoprescrvation and
after thawing is shown in Table 1. The recovery of
total CD45* cells and MNCs was 98% £ 30% and
8% * 28%, respectively. Using an automatic cell
eounter, similar recovery of T Cs was observed (4%
= 9%). However, the recovery obtained for the
CD34* cells was lower: 77% = 26%.

The viability of CD45 cells, MMNCs, and CD34*
cells was greater than 90% in fresh samples but
showed reduced values after thawing (Table 1). Com-
pared with other cell ypes, the CD34% cells showed
higher wiability: 80% £ 14% afier thawing.

Progenitor Cell Count on the Atached Segment
Predicts LCE Bag Content

In Table 2, deseriptive resules of toeal cell contents
and viabiliny obtained after assessment of bags and the
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corresponding contiguous segmients are presented.
There was no significant difference between the cells
in the UCE unit and the scgment in any of the pa-
rameters asessed. In addidon, dhe lincar correlation
of viable CD34* cells was very high between UCE
units and segments (Figure 1A) The percentage of
viable CD34* cells found within the TNC in the
scgment (0.12% £ 0,1%)was not statistically different
from that abtained in the bag after thawing (P = .29;
daea mor shown).

Finally, the total CFC content after thawing was
9.6 % 10° = 9.9 x 10° colonies in the UCB unit and
81 % 10° = 7.0 % 10° in the scgment (P = 29; daea
mot shown), Moreover, the CFC conrent in the unit
and the sttached segment had a high lincar correlation

{Figure 1B).

Comparison of Other Parameters

The cell viabilicy, roral CD45™ cells, and ooral
MNCs were aleo compared between UCE units and
the attached segment. In all cases, a strong correlation
was found between samples. Again, for all the param-
cters assessed, differences among bags and segments
were not statistically significant (Table 2). Daca from
nucleated cells concentration measured by the augo-
matic ocll counter were nquir.ﬂn'rt betweoon unit and
5|:p'nl|:|1l: and corrclated rtrms;'}' {.F L .I';". data noe
shownl

Use of Colony-Forming Wnit/iCD34 Correlation as
a Qualitative Assessmient of Graft Potency

It is interesting to note that the number of CI¥4
ecllz and CFCs eorrclated after I']'u'l.rln.g both in the
segment and the unit (BF = 058 and & = 077,
reapecavely; dara not shown), In this regard, die nume-
ber of CFCs expected to be scored according o a
known number of secded CD34" cclls (ECLONE)
could be used as a reference value for qualitative as-

Table L UCE Use Concenty affr Thawving and fie Pradunios

Artacked
Wi Bl WCE Wil SapmEnt P vabs* Rt
THC = 1§ 188w 30 #51 x )4 a0 L]
CD4EE w0 1 #82 £ 4B 5% = 4.8 ] T4
HMC = 10" S04 = 24 SI& = L0 51 T
COIIY THE 150x 0T 145 2048 41 A%
CFCIE" THC 4 = 10 TEY = ITT a7 T
Wiabdity {7 88D
CDdE 42 % 15 Wz s
MM &1 = 12 &5 = 19
CDL4 29z 04 T4 = &

Toal cell et anad Vabiieies are Fr-:i-nllad o mvean = 500,
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bz voreen the LCE bag and the amwched segmeenc.

scwment of graft potency. We found dhar the
ECLONE for the UCE unit and the related segment
was 51% * 31% and 47% * 24%, respectively, and
did not show statistical differences beow cen samiples (P
= 24} Again, the lincar correlation was high when
the ECLONE of the samples was ploeed (Figure 1C).

DEISCUSSION

Selection of a suitable UCE unir for progenitor
cell transplantation is based on HLA matching and the
patal cell content of the unit [14]. Despite a demon-
stratcd associagon of TINC [1,15], colomy-forming
unit=granulocyte=-macrophage [4], and CD34™ cell [3]
doscs with the speed and probability of neutrophil and
platcler recovery, such variables are currently deter-
mined before cryopreservation, withour aking inm
account that in some cses graft potency mighe be
affected by different uncontrolled events during frece-
ing, storing, and shipment of the unit to the transplant
center. This is particubirdy relevant in cord blood
banking, where grafts could be stored for years and
where D before rransplantagon is usually based only
on the THC count and viability st time of thawing.
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Although the TRC count messurement iz well
standardized and relatively reproducible berwesn lab-
omatorics, it corrclates weally with CD34 content in
cord blood [16]. Consequentdy, one might find a se-
lected unir with an acceprable TRC count afrer thaw-
ing that contains a very low number of CD34Y cells
and CFCs [8] and dhar, therefore, has a reduced prob-
abalicy of engrafment. This simation has already been
reported [7], and it s not possible to know how often
an appropriate 0 before transplantation could have
prevented other engrafoment Falures. Moreover, the
clection of a UCE unit for transplantation has some
degree of uncertainty duc to the different protocals,
bick of standardized techniques, cord blood banks, and
transplant centers involved in this process. Recenty,
Van haute ct al. [11‘5] pnl:l'hhl:d a :h.n:l].' in which the
best predictor of viable CD347 cells obtiined in the
transplantation bag was obtaned from a reference
sample asscssmont.

In thiz smady, we foosed on demonscrating chat
the analysis of a contiguous segment may be used o
predict the content and graft potential of the trans-
plantation unit by using the variables deseribed here.
Taken together, our resules suggest dhar, For all the
vanables amsessed (TNC, MNC, CD45, CD34, and
CFC), the number of cells and viabiliey in the amached
segment with this particular freezing bag {Thermo-
genesis) and with the freezing protocol descnibed will
be represcntative of the graft. Whether this result can
be extended to freering bags with different geomerry
and to other freezing methods remains to be deter-
mined.

It is interesting to note thae the CFCACD4Y rato
determined i the UCE bag was conserved in the
lli:-l:h:d ﬂmmnl:. Az rr_-ml't. ﬂw Pcrn:l'l.b.gn of col-
onics generated per CD347 cell seeded & expected to
be consant in a specific wnit after thawing
(ECLONE). By assessing the specific ECLONE of a
progenitor source, we ootild define normmaliny ranges
for the thulm'r. detecton of functional defeces after
:r_m-[u'mn:tm by using the colony score, This find-
ing is suported by the fact that the CPC/CD4 rato
has been already reported as a good predicror in shore-
term platelet engrafiment in mobilized blood progen-
itor cell transplantation [13]. In this respeet, and os-
pecially for pracucal application of this paramerer,
CFC assays and cytomenry techniques in thawed sam=
ples should be carchully standardized. In our cxpen-
enoe, special artenrtion should be aken to avoid os-
mote shock in thawed samiples, Dhirect dilution in bysis
buffers, as with thosc used in cytometry, might influ-
cnee the absolute counts, as well a the sability, of the
cells. In this study, a possible undercstimanon of the
number of CD34* cells might have influenced the

cetedly low recoveny valucs obscrred. In addi-
gon, the high ECLONE values observed could reflea
this sitwation, becmse the aliquots taken for CFC
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asvesment were direcchy ditied in the methyl cellulose
medium, thus avoiding the csmonc shock produced by
the lysis reagent used in flow oroomenrny.

The 1e= of the segment w predice the hemanpoi-
eric povencial of the graft requires thar the cord blaod
bank smndardize and validare a reproducible mechod
o generars and analyze these samples. Addicorally,
such aralyses conld be vseful in derermining the real
porencial of all the events thar ocour during sorage.
Finally, ar the rransplant cenrer, the amached segment
may SErve S 4 meEns o asess the progenior ol
comrent of the unit according o im own aralysis reche
miques and sringencies withont compromising the
cord hlood grafi

In conchasion, nsing well-conrollsd and smndard-
ized condidons, we can wse the ssgment physically
linked w rhe wansplinmaion bag to predic the el
and progenivor cell conrent of a cord blood grafr. The
1ee of o ssgmenmml minithes vechnique performed in
the cord blood bank or afer shipmene ro the tars-
plane center faciliny cowld mirdmioee the risk of graft

failure secondarny to underscred loss of funcrioral ac-
gvity of the cord blood producr before mansplanm-
don.
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Prevencion del choque osmético sobre células descongeladas.



Resultados 71

11.1- Prevencion del choque osmético postdescongelacion mediante la adicion de

proteina y macromoléculas a los medios de dilucién.

El comportamiento de un producto hematopoyético descongelado frente a una dilucion
en medio isotdnico es de interés porque esta es una manipulaciéon habitual en los QC. La
elevada concentracion de solutos e iones osméticamente activos en el medio extracelular de un
descongelado hace que las células se comporten como osmoémetros en respuesta a los
cambios de osmolaridad, asi, una reduccion brusca de la osmolaridad del medio extracelular ,
como la inducida por la dilucidn en medio isotdnico, conduce a una entrada de agua en la
célula y los limites fisicos de las membranas pueden verse sobrepasados comprometiendo la
viabilidad celular. Las técnicas analiticas que incluyen este tipo de manipulacién son el
recuento de CN contador automatico, la tincién de viabilidad y la determinacion citométrica de
CPH.

1.1.1- Recuperacion de CNT en SCU descongelada.

Con el objetivo de valorar el efecto de la presencia de proteina en los medios de
dilucién de un descongelado sobre la recuperacion celular post descongelado, se diluyeron
unidades de SCU (n=10) directamente post descongelacion en tres soluciones isotonicas
distintas; PBS, PBA1% y PBA5%.

La concentracion celular en fresco, antes de la congelaciéon, de las muestras
estudiadas fue de 44.9 x 10° CN/ mL (CNT: 1124 x 10° + 353). En el momento de la
descongelacion esta concentracion disminuyo hasta 36.4 x 10° CN/ mL (CNT: 874 x 10° + 350),
38.1 x 10° CN/ mL (CNT: 916 x 10° + 300) y 42.6 x 10° CN/ mL (CNT: 1021 x 10° + 364) para
las muestras diluidas 1/10 en PBS, PBA 1% y PBA 5% respectivamente (Fig 1).

La recuperacion media de CNT post-descongelacion respecto a la muestra en fresco (n
=10) cuando la alicuota fue diluida (1/10) en PBS, PBA1% y PBA5% fue del 84% + 16, 81% =
13 y 90% + 10 respectivamente. Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
entre las diluciones en PBS y PBA1%, (p = 0.64), pero si lo fueron respecto a la muestra en
fresco (p = 0.03). La dilucion en PBA5% mostré una diferencia no significativa respecto a la

muestra en fresco pero si respecto a las muestras diluidas en PBS o PBA1% (p = 0.04) (Fig 1).
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Fig.1. Efecto de la dilucién sobre las CNT de un descongelado.
SCU descongelado n=10.

Recuperacion de CNT.
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Para las muestras estudiadas, la dilucion en PBA 5% proporciona un 10% mas de
recuperacion de CNT (estadisticamente significativa) respecto a la misma dilucién con

soluciones de igual osmolaridad pero con menos concentracion proteica.

11.1.2- Viabilidad de CNT en SCU descongelada.

A pesar de que el recuento de CNT fue similar independientemente del medio de
dilucion empleado, la viabilidad de las CN, ensayada por tincion TB vari6 significativamente

segun la concentracion de proteina en el medio de dilucion.

Habitualmente la viabilidad celular medida por tincion en TB de una muestra en fresco,
previa a la congelacién, varia entre el 85% y el 99%. Sin embargo, si descongelamos y
diluimos esta muestra antes del ensayo, se espera que los valores de viabilidad estén en un
rango mas amplio. Las muestras descongeladas y diluidas 1/10 en los medios PBS, PBA 1% y
PBA 5% mostraron una viabilidad media de 73% = 10%, 75 = 8% y 86% + 6% respectivamente.

Estas diferencias fueron estadisticamente significativas en todos los casos (P < 0.0003) (Fig.2).
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Fig 2. Viabilidad de muestras descongeladas.
SCU descongelado n=10.
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En las muestras diluidas en PBS o PBA 1%, se observé que solo el 30% mostraban
una viabilidad mayor del 80%, valor que se aceptaria como un signo de que durante los
procesos de congelacion, almacenamiento de la muestra y descongelacion no ha habido una
mortalidad excesiva. Para las muestras diluidas en PBA 5%, solo el 20% de ellas mostraron

valores de viabilidad inferiores al 80%.
11.1.3- Solucién Dextrano-Albumina.

Una vez evidenciado el efecto de la composicion proteica (Albumina humana) de la
solucién de dilucidn sobre el recuento de CNT y viabilidad en muestras de SCU descongeladas,
ensayamos el efecto de una solucion de Dextrano-Albumina en la manipulacion de estas
muestras. La solucién de Dextrano-Albumina (Dextr-Alb) se ha convertido en referencia para la
descongelacién de unidades de SCU para uso clinico porque garantiza una mejor recuperacion
funcional de CPH, tal y como indican los resultados de recuperacion clonogénica de muestras
descongeladas. Este medio fue validado por el NY Cord Blood Centre y es utilizado como

solucién de dilucién para la descongelacién de unidades de SCU en la practica clinica diaria.

Las mismas muestras utilizadas en los experimentos de dilucion en PBS con diferentes
concentraciones de Albumina (I.1.1 y I1.1.2) fueron diluidas 1/10 en una solucién de Dextr-Alb y

el recuento celular (CNT) y viabilidad (TB) fueron monitorizados.

La recuperacién media de CNT respecto al producto en fresco fue de un 95 + 8%
cuando diluimos la muestra 1/10 en la solucién Dextrano-Albimina (CNT: 1071 x 10° + 345)
frente a un 90 £ 10% cuando se utiliz6 PBA 5% (CNT:1021 x 10° + 364). Aunque solo se

observé una diferencia del 5%, esta fue estadisticamente significativa (p = 0.04) (Fig.3).
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Fig 3. Efecto de la dilucion sobre las CNT de un descongelado. Solucién Dextr-Alb.
SCU descongelado n=10.
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La viabilidad media de las muestras (TB) fue del 96 + 4% y del 86 + 6% con las
soluciones de Dextrano-albumina y PBA 5% respectiamente. La diferencia media en viabilidad
(10%) fue estadisticamente sigificativa (p=0.005) (Fig4.) y pone de manifiesto que la
recuperacion de CN vivas es aproximadamente un 15% superior cuando la muestra se
manipula con el tampén Dextrano-Albumina que cuando se diluye en una solucion PBA 5%,
(92% £ 10% vs 77% + 11%).

Fig 4. Viabilidad de muestras descongeladas. Solucién Dextr-Alb.
SCU descongelado n=10.
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1.1.4- Recuperacion de CNT en CPH-A descongelada.

Los resultados obtenidos al diluir 1/10 muestras de SCU descongelado se confirmaron
con CPH-A descongeladas. Un total de 15 productos fueron descongelados y diluidos 1/10 en
PBS y en solucion Dextrano-Albumina. El recuento total, la viabilidad por TB y la recuperacion

respecto al producto recogido, antes de su congelacion, fueron determinadas para las CNT.

El recuento de CNT de los productos de CPH-A antes de la congelacion fue de
7.83x10"° + 3.7x10"°. Después de descongelar y diluir las muestras, el recuento de CNT fue de
7.58x10"° + 3.5x10" y 5.93x10"° + 2.6x10'° para las muestras diluidas 1/10 en solucion
Dextrano-Albumina o en PBS. La recuperacion de CNT fue, en media, del 78 + 15% y del 99 +
16% para estos grupos de estudio y fue estadisticamente significativa entre grupos (p = 0.001)
(Fig 5).

Fig 5. Efecto de la dilucién sobre las CNT de un descongelado.
CPH-A descongeladas n=15.
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Los % se refieren a la recuperacion de CNT respecto al producto en fresco.

La viabilidad de las muestras (Fig.6) varié de un 78 £ 11% para las diluidas en PBS a
un 89 + 6% para las muestras diluidas en solucion Dextrano-Albumina (p = 0.001). Asi, La

recuperacion de CNT vivas respecto al producto inicial, antes de la congelacion, fue del 61 +

15% vy del 88 + 14% para las muestras diluidas en PBS y soluciéon Dextrano-Albumina (p

0.001) respectivamente.
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Fig 6. Viabilidad de muestras descongeladas.
Aféresis descongeladas n=15.
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11.1.5- Recuento y viabilidad de células CD34+ en SCU descongelada.

Una vez observado el efecto del cambio brusco de osmolaridad (diluciéon 1/10) sobre
muestras descongeladas en cuanto a viabilidad y recuento con un contador automatico y
tincién TB, experimentamos el efecto que esta manipulacion tiene en los resultados de CMF.
En estos experimentos, la viabilidad de las poblaciones celulares estudiadas se calculd
mediante tincién con 7 aminoactinomicina D (7AAD).

Al igual que en el caso de las CNT, el recuento de células CD34+ en un descongelado
se vio alterado dependiendo del medio de dilucion empleado para la determinacion citométrica.
El contenido proteico / macromolécula en el medio de dilucion de la muestra fue directamente
proporcional a la recuperacion de células vivas en el descongelado. Al diluir la muestra
descongelada (1/10), la recuperacion de células CD34+ vivas fue 41 + 12%, 53 + 13% y 61 +
17% cuando se utilizé PBS, PBA 5% y Dextrano Albimina como medio de dilucion (Fig 7).
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas en todos los casos y mostraron una
diferencia de hasta el 20% de recuperacién de células vivas por el simple hecho de diluir en
una solucion u otra (Fig 8).

No pudimos relacionar la pérdida de recuperacion celular con una disminuciéon de
viabilidad (10%-20% medida por tincion 7AAD) de las células CD34+ ya que esta no fue
estadisticamente significativa entre muestras (Fig.8).



Resultados

77

Fig 7. Efecto de la diluciéon de un descongelado en la recuperacion de células CD34+.

SCU descongelada n=10.

Recuperacion CD34 vivas Recuperacion CD34 totales
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*p test de Wilcoxon vs 1/10PBS. ** p test de Wilcoxon vs 1/10PBA5%.

PBS, Solucién salina. PBA5%, PBS al 5% v/v de HSA. DA, solucién Dextrano Albumina. p de test Wilcoxon.

La recuperacion de células CD34+ totales, esto es células vivas mas células muertas,

fue la misma en las muestras diluidas con PBA5% y con solucion Dextrano Albuamina, indicando

que la técnica citométrica empleada no interfiere en los resultados de recuperacion (Fig 7B).

Sin embargo, las muestras diluidas directamente en PBS mostraron una pérdida celular (20%)

relacionada directamente con la manipulacion de dilucion.

CD34+. SCU descongelado n=10.

Fig 8. Efecto de la dilucidon de un descongelado en la viabilidad (7AAD) de células
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Wilcoxon.

*p test de Wilcoxon vs 1/10PBS. ** p test de Wilcoxon vs 1/10PBA5%.
PBS, Solucién salina. PBA5%, PBS al 5% viv de HSA. DA, solucion Dextrano Albumina. p de test

El ndmero total de células CD34+ antes de la preservacion y aquellas recuperadas en

cada grupo experimental se muestran en la siguiente Tabla (Tabla 3).
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Tabla 3. Recuento de células CD34+ totales.
SCU descongelado n=10.
PRECONGELACION POSTDESCONGELACION
1/ 10 PBS 1/ 10 PBS 5% 1/ 10 Dextrano-Albumina

Media 5,01E+06 2,67E+06 3,40E+06 3,29E+06
Mediana 3,89E+06 2,02E+06 2,68E+06 2,54E+06
Max. 1,18E+07 8,41E+06 9,47E+06 9,38E+06
Min. 1,12E+06 4,38E+05 9,33E+05 1,43E+06

sSD 3,47E+06 2,28E+06 2,52E+06 2,35E+06

11.1.6- Recuento y viabilidad de células CD3+ en SCU descongelada.

Aunque en el caso de las células CD3+ no pudimos calcular las recuperaciones
celulares respecto al producto en fresco, no se determina esta poblacién en los protocolos
rutinarios de criopreservacion, los datos de recuento total y de células CD3+ vivas fueron
similares entre los grupos de estudio, a los obtenidos con células CD34+ segun la solucion de

dilucién empleada.

El nimero total de células CD3+ en el descongelado fue similar, en media, entre las
muestras diluidas con PBA5% o con Dextrano Albumina, 2.55 x 10%® y 2.35 x 10°
respectivamente (p = 0.07), mientras que en las muestras diluidas en PBS se recuper6 un 28%
menos de células CD3+ totales, 1.84x10° (Tabla 4). Este resultado fue estadisticamente
significativo al comparar este grupo de estudio con las muestras diluidas en PBA5% y en
Dextrano Albumina, p = 0.02 y p = 0.01 respectivamente e ilustra el alcance que puede tener el

choque osmotico sobre las muestras descongeladas (Fig 9).

El recuento de células vivas experimenté para el conjunto de CD3+ diferencias
importantes. En este sentido, la diferencia en el recuento de células CD3+ vivas entre muestras
diluidas en PBA5% o en Dextrano Albumina fue del 20% (p = 0.01) y del 20% y 40% entre las
muestras diluidas en PBS y las diluidas en PBA5% y Dextrano Albumina respectivamente.
Estas diferencias fueron el doble que las observadas con el conjunto de células CD34+. Las

diferencias de viabilidad entre muestras explicarian estos datos.

La viabilidad media de las muestras diluidas en Dextrano Albumina fue de un 79 + 9%
mientras que las observadas en las muestras diluidas en PBA5% y PBS fueron de 56 + 14% vy
48 + 18% respectivamente. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas en todos
los casos y tuvieron un peso especifico importante en las diferencias de recuento entre grupos
de estudio (Fig 10).
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La distribucién de viabilidades de las células CD3+ medidas por 7AAD siguié un patron

similar a las observadas con tincién TB. En la Fig 11 se muestra para cada uno de los grupos

de estudio la distribucion de valores de viabilidad. Observamos que las muestras del grupo de

aféresis diluidas en solucion Dextr-Alb se encuentran alrededor del 80% de viabilidad mientras

que las mismas muestras diluidas en las salino o PBA5% llegan a alcanzar valores de

viabilidad menores del 50%.

Fig 9. Efecto de la dilucion de un descongelado en la recuperacion de células CD3+.
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Fig 10. Efecto de la dilucién de un descongelado en la viabilidad (7AAD) de células
CD3+. SCU descongelado n=10.
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Fig 11. Viabilidad de las células CD3+.
SCU descongelado n=10.
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El numero total de células CD3+ recuperadas en cada grupo experimental se muestran
en la siguiente Tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Recuento de células CD3+ totales.
SCU descongelado n=10.

1/ 10 PBS 1/ 10 PBS 5% 1/ 10 Dextrano-AlbUmina

Media 1,84E+08 2,35E+08 2,55E+08
Mediana 1,97E+08 2,06E+08 2,08E+08
Max. 2,93E+08 3,48E+08 3,89E+08
Min. 8,56E+07 1,19E+08 1,58E+08
SD 6,45E+07 7,21E+07 8,77TE+07

11.1.7- Recuperacion de colonias clonogénicas en SCU descongelada

En esta serie de experimentos valoramos el efecto que la diluciéon de un descongelado
tiene sobre la actividad funcional in vitro de las CPH de SCU. Para ello se utilizé la técnica de
cultivo clonogénico o ensayo CFU para muestras descongeladas y diluidas 1/10 en PBA5% y
en solucién Dextrano-Albumina.

Debido a que no disponemos de los resultados de cultivo clonogénico de las muestras
precongelaciéon, comparamos los resultados obtenidos después de la dilucién con los obtenidos
mediante la siembra de la mismas muestras pero sin ningun tipo de manipulacion, esto es, se
sembrd el mismo numero total de células que en el caso de los grupos de estudio pero
directamente después de su descongelacion, sin dilucion.
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El contenido medio de CFU por microlitro de producto sembrado (CFU / uL) en la SCU
descongelada sin manipular fue de 33 + 15 CFU / uL mientras que para las muestras diluidas
en PBS5% o en solucidon Dextrano-Albumina fue de 20 + 10 CFU/uL y 20 + 10 CFU/uL
respectivamente. Estos valores representan una recuperacion de colonias del 54 + 19% vy del

57 + 11% para los mismos grupos de estudio (Fig. 12)

Fig 12. Ensayo CFU de productos descongelados.
SCU descongelado n=14.
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Directa se refiere a una siembra directa de la sangre de cordén post descongelacion.
1/10 es la dilucién que se realiz6 antes de la siembra. Los % son de recuperacion respecto a la siembra
directa

La pérdida de capacidad clonogénica de las muestras diluidas fue similar
independientemente de la solucion de dilucion utilizada, 46% y 43% para las soluciones
PBA5% y Dextr-Alb respectivamente. Estas diferencias entre grupos no fueron
estadisticamente significativas (p=0.75, test de Wilcoxon para muestras relacionadas) pero si lo
fueron respecto a la muestra sembrada directamente post descongelacién, sin manipular

(p=0.001, test de Wilcoxon para muestras relacionadas).

Puesto que la dilucién (1/10) de las muestras en Dextr-Alb no mostré una ventaja
significativa en la recuperacion de colonias post descongelacion, decidimos ensayar una
dilucion 1/2 (vol:vol) de muestras descongeladas en esta soluciéon y comparar la recuperacion
clonogénica con una diluciéon 1/10 de las mismas muestra. Una vez mas y como control interno,
se sembraron esas mismas muestras en paralelo pero sin manipulacion previa a la siembra.
Estos experimentos se realizaron para determinar el efecto de la extension de la diluciéon (1:10

vs 1:1) en la recuperacion de colonias (Fig. 13).
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Fig 13. Ensayo CFU de productos descongelados. SCU descongelado n=10.
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1/10 es la dilucién que se realizd antes de la siembra. Los % son de recuperacion respecto a la siembra directa.

Las muestras sembradas directamente post descongelacion mostraron 34 + 11 CFU /
uL mientras que las muestras diluidas 1/10 y 1/2 en Dextr-Alb rindieron 20 + 9 CFU /uL y 31 +
9 CFU / uL respectivamente. Asi, reproduciendo los datos de siembra obtenidos anteriormente,
la muestra diluida 1/10 perdid un 43% de la capacidad clonogénica mientras que la muestra
diluida 1/2 perdi6 tan solo un 8% de las colonias determinadas en la siembra directa. La
pérdida de capacidad clonogénica de la muestra diluida 1/10 respecto a la muestra sembrada
directamente fue estadisticamente significativa (p=0.008, test de Wilcoxon para muestras
relacionadas) mientras que la pérdida de capacidad clonogénica en la muestra diluida 1/2 (8%)
no fue estadisticamente significativa cuando se comparé con los resultados de siembra de

muestras no manipuladas (p=0.07, test de Wilcoxon para muestras relacionadas).
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11.2- Prevencion del choque osmoético postdescongelacion mediante la aplicacion de una

etapa de equilibrio osmético previa a la infusion.

Tras evidenciar el efecto que el choque osmético tiene sobre un descongelado en
cuanto a recuento, viabilidad y capacidad clonogénica, nos propusimos desarrollar y validar
una técnica de manipulacion para productos hematopoyéticos descongelados capaz de
preservar el producto frente a las manipulaciones rutinarias durante la cuantificacion vy
calificacién del injerto. Estas manipulaciones incluyen normalmente diluciones para el recuento

de CNT en el contador automatico y para el calculo de viabilidad por tinciéon con TB.

En el caso de la determinaciéon citométrica de los productos hematopoyéticos, es
importante destacar el paso de lisis de eritrocitos que acompafia al protocolo de incubacién con
anticuerpos monoclonales. En este sentido, la dilucion en estos tampones de lisis
(habitualmente 1/10 — 1/20) puede provocar un cambio osmético brusco en el medio
extracelular del producto hematopoyético descongelado que, tal y como hemos visto en el

apartado anterior, afecta a la calidad del injerto.

El protocolo de manipulacién de descongelados se basa en el protocolo de
manipulacion de SCU desarrollado en el NY Cord Blood Centre y que ha demostrado mejores
recuperaciones celulares post descongelacion asi como la preservacion de la capacidad
clonogénica de las muestras criopreservadas. Este protocolo consiste, basicamente, en permitir
un paso de equilibrio osmotico de las células descongeladas mediante su dilucién directa
volumen a volumen (dilucién 1/2) en un tampdn hiperosmolar que contiene Albumina vy
Dextrano 40, es decir, moléculas capaces de asociar agua libre y por tanto controlar la entrada
masiva de agua en la célula en respuesta a un cambio osmético repentino en el medio
extracelular. Este paso de equilibrio se extiende por espacio de cinco minutos y se realiza a
4°C.
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1.2.1- La etapa de equilibrio confiere estabilidad frente a un cambio brusco de

osmolaridad.

En esta serie de experimentos utilizamos alicuotas de CPH-A criopreservadas a las
que, después de su descongelacion, se sometié a un choque osmotico mediante dilucién (1/10)
en PBS sin proteina. Ensayamos dos grupos de estudio: el grupo control, en el que se
determind directamente el recuento de células CD34+ y su viabilidad antes y después del
choque osmdtico y el grupo de equilibrio, en el que después de la descongelacién las
muestras fueron diluidas volumen a volumen en solucion Dexir-Alb y mantenidas a 4°C
durante 5 minutos y en el que posteriormente se determinaron el recuento de células CD34+ y

su viabilidad antes y después del choque osmdtico.

El protocolo de adquisicion / analisis de las muestras de ambos grupos de estudio se

basé en el doble marcaje positivo de anticuerpos monoclonales anti CD45 y CD34. Las

muestras fueron asimismo tefidas con 7AAD para valorar la viabilidad de las células de interés.

1.2.1.1- Recuento de células CD34+ en CPH-A descongeladas.

El recuento precongelacion de los productos utilizados se resumen en la siguiente tabla
(Tabla 5).

Tabla 5. CPH-A utilizadas. Datos precongelacion.

Descripcion de los productos de Sangre Periférica Movilizada utilizados. n=10

Mediana Minimo Maximo
CNT 50.9 x 109 11.5 x 10° 114 x 10°
CD45 55.7 x 109 9.82 x 109 137 x 10°
(fsc/ssc)
CD34 86.6 x 106 28.6 x 106 736 x 108
(CD45+ CD34+)

La mediana de volumen recogido en el proceso de leucoaféresis de las muestras
utilizadas en estos experimentos fue de 255 mL (137-596) con una concentracion media de
22.1x10° CN/mL. El volumen de congelacion fue de 200mL (140-280) después del proceso de

reduccién de volumen y toma de muestras para control de esterilidad y tubos control.

Después de someter las muestras descongeladas a una dilucion (1/10) en PBS,
observamos una pérdida del 32% + 36% (p=0.02) en el recuento de células CD45+ CD34+
vivas cuando comparamos con el recuento de estas células en la muestras descongeladas sin

manipular (Tabla 6,Control vs Control 1/10). La viabilidad de las células CD34+ disminuyd
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hasta valores medios de 84% + 15% y 68% + 13% en los grupos control y el grupo expuesto a
dilucion en PBS (p=0.02).

El recuento de células CD45+ CD34+ totales (vivas y muertas) rindié una recuperaciéon

celular entre grupos de un 81% + 30% pero que no fue estadisticamente significativa (p=0.08).

Tabla 6. Efecto de un cambio osmético brusco sobre una muestra descongelada.
Células CD45+ / CD34+ / 7TAAD- post descongelacion
CONTROL CONTROL 1/10
ID CD34 vivas % 7AAD- CD34 vivas % TAAD- A

APHO001 1,68E+07 94% 6,44E+06 74% 38%
APHO002 2,52E+07 99% 1,82E+07 54% 72%
APH003 2,59E+07 88% 1,02E+07 63% 39%
APH004 8,95E+07 95% 3,79E+07 44% 42%
APHO005 3,36E+08 98% 1,50E+08 71% 45%
APHO006 8,55E+07 96% 4,19E+07 92% 49%
APH007 2,92E+07 60% 4,44E+07 74% 152%
APHO008 4,12E+07 69% 4,08E+07 66% 99%
APH009 3,92E+07 71% 2,82E+07 69% 72%
APHO010 1,60E+07 70% 1,16E+07 70% 73%
media 7,05E+07 84% 3,89E+07 68% 68%
mediana 3,42E+07 91% 3,31E+07 70% 60%
max 3,36E+08 99% 1,50E+08 92% 152%
min 1,60E+07 60% 6,44E+06 44% 38%
A; recuperacién celular.

Control se refiere a una muestra descongelada y analizada. Control 1/10 se refiere a las mismas muestras que

control pero que fueron analizadas tras una dilucién 1/10 en PBS post descongelacién.

El efecto del cambio brusco de osmolaridad de la muestra descongelada por dilucién
(1/10) en PBS tuvo un efecto radicalmente distinto para las muestras que fueron equilibradas
en solucién Dextr-Alb tras la descongelacion (estas muestras fueron las mismas que las
utilizadas para valorar el efecto del cambio brusco de osmolaridad en muestras descongeladas

pero sin un paso de equilibrio).

Las muestras que siguieron una etapa de equilibrio osmético tras su descongelacion no
modificaron sus valores de viabilidad celular ni los recuentos de células CD45+ CD34+ después
de someterlas a un cambio de osmolaridad por dilucién en PBS. Los valores de viabilidad en
estas muestras fueron 88% + 7% y 87% * 7% en las muestras equilibradas y las muestras

equilibradas y diluidas en PBS respectivamente (Tabla 7).
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El recuento de las células CD45+ CD34+ vivas rindié una recuperacion celular (post
dilucién en PBS) del 98% * 19%, indicando una diferencia minima de un 2% después del

choque osmético, que no fue estadisticamente significativa (p=0.8) (Tabla 7).

El recuento de células CD45+ CD34+ totales (vivas y muertas) fue practicamente el
mismo tras la dilucion en PBS en la muestras descongeladas y equilibradas previamente en

Dextr-Alb, se recuperdé un 101% + 21% para estas células tras las manipulaciones indicadas
(p=0.9).

Tabla 7. Efecto de un cambio osmdético brusco sobre una muestra descongelada y
equilibrada osmaéticamente.

Células CD45+ / CD34+ / 7TAAD- post descongelacién

EQUILIBRIO EQUILIBRIO 1/10
ID CD34 vivas % 7AAD- CD34 vivas % 7AAD- A
APHO001 2,80E+07 94% 2,24E+07 80% 80%
APHO002 3,16E+07 78% 2,66E+07 78% 84%
APHO003 2,87E+07 78% 2,15E+07 85% 75%
APHO004 9,24E+07 82% 1,17E+08 77% 127%
APHO005 4,39E+08 86% 4,48E+08 86% 102%
APHO006 8,564E+07 98% 9,14E+07 98% 107%
APHO007 6,52E+07 92% 6,91E+07 95% 106%
APHO008 9,72E+07 93% 8,85E+07 88% 91%
APHO009 4,44E+07 88% 3,61E+07 90% 79%
APHO010 2,96E+07 92% 3,82E+07 95% 129%
media 9,42E+07 88% 9,58E+07 87% 98%
mediana 5,48E+07 90% 5,36E+07 87% 97%
max 4,39E+08 98% 4,48E+08 98% 129%
min 2,80E+07 78% 2,15E+07 7% 75%

A; recuperaciéon celular.

Equilibrio se refiere a una muestra descongelada, diluida 1/2 en solucién Dextr-Alb y analizada. Equilibrio
1/10 se refiere a las mismas muestras que control pero que fueron analizadas tras una dilucién 1/10 en PBS

post descongelacion.

Cuando comparamos los resultados de recuento de células CD45+ CD34+ totales
(vivas y muertas) entre grupos, muestras analizadas directamente postdescongelacion y
muestras equilibradas en solucion Dextr-Alb postdescongelacion observamos una diferencia
del 23% + 17% (p=0.01) favoreciendo el recuento del grupo en el que hubo una etapa de
equilibrio antes del analisis citométrico. La viabilidad entre grupos no fue estadisticamente
significativa (p=0.4), por lo que la diferencia en el recuento esta posiblemente influenciada por
una pérdida celular debida a un mecanismo de lisis celular y no simplemente a una disminucién

en la viabilidad.
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Estos datos abren un nuevo interrogante sobre la manipulacién de las muestras descongeladas
¢la propia técnica de determinacion citométrica puede estar influyendo en los recuentos
celulares post descongelaciéon?. En este sentido, la solucion de lisis de globulos rojos podria
provocar un choque osmoético sobre la muestra descongelada que puede ser prevenido o

cuanto menos amortiguado por el paso de equilibrio osmético en solucién Dextrano-albumina.

11.2.1.2- Viabilidad de células CD34+ en CPH-A descongeladas.

A continuacion mostramos algunos histogramas de la determinacion citométrica de los
experimentos relatados en esta seccion (11.2) y del efecto que la dilucion en PBS tuvo sobre la
viabilidad de las células CD45+ CD34+ medida por tinciéon con 7AAD. Los histogramas de

células CD45+ CD34+ vivas pertenecen al protocolo de determinacion citométrica de CPH.

Fig 14. Efecto del cambio brusco de osmolaridad tras descongelacion en el grupo control.
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El grupo control es en el que las muestras fueron descongeladas y analizadas directamente. Control 1/10 se refiere a las
mismas muestras del grupo control pero que fueron diluidas 1/10 en PBS antes del analisis citométrico.
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En la Fig 14 observamos la disminucién de viabilidad que tiene lugar tras el cambio
brusco de osmolaridad del medio extracelular en muestras descongeladas. Es de destacar que
las muestras que padecieron un choque osmotico mostraron dos tipos de células CD34+ segun
su tamano, una de alto fsc (mayor tamafo) y otra de bajo fsc (menor tamafo). Estas
poblaciones estan relacionadas con la viabilidad medida por 7AAD de forma que la poblacién
con mayor tamano esta compuesta principalmente con células vivas mientras que las células
con un tamafio menor (fsc bajo) lo estan con células muertas (Fig 15). Las muestras que fueron
analizadas directamente tras la descongelacion (sin dilucién en PBS, Fig 14,A) mostraron una

sola poblacion de células CD34+ para fsc (tamafo).

Fig 15. Detalle de viabilidad y fsc en las muestras descongeladas y sometidas a un cambio
brusco de osmolaridad post descongelacion.
A) Células CD34+ de fsc bajo.
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Control 1/10 se refiere a las mismas muestras del grupo control pero que fueron diluidas 1/10 en PBS antes del
analisis citométrico.

En el grupo de células CD34+ de menor tamafio (fsc bajo) de esta muestra (Fig 15)
observamos que el 78% de los eventos que lo forman son positivos para 7AAD mientras que el
98% de los eventos que forman parte del grupo de CD34+ de mayor tamafo son células
negativas para este marcador de viabilidad. La viabilidad global de la muestra representada fue
del 50% mientras que en el global de las muestras estudiadas para este grupo de equilibrio fue
del 68%.
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Tal y como hemos mostrado en la Tabla 7, el efecto de la dilucién 1/10 en las muestras
equilibradas osmaéticamente postdescongelacion no afecté ni al recuento ni a la viabilidad de

las muestras de este grupo experimental (Fig 16).

Fig 16. Efecto del cambio brusco de osmolaridad tras descongelacién en el grupo equilibrio
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El grupo equilibrio es en el que las muestras fueron descongeladas, equilibradas osmaéticamente en una solucion Dextr-
Alb y analizadas. Equilibrio 1/10 se refiere a las mismas muestras del grupo equilibrio pero que fueron diluidas 1/10 en
PBS antes del analisis citométrico.
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1.2.2- Introduccion de la etapa de equilibrio en la determinaciéon citométrica de células

descongeladas.

1.2.2.1- Recuento de células CD3+ en SCU descongelada.

En esta serie de experimentos valoramos el efecto que la etapa de lisis de
eritrocitos tiene en los resultados de CMF (no hubo choque osmdético por dilucién),
centrandonos en la poblacion de linfocitos CD3+ de SCU. La eleccion de una poblacién celular
como la linfocitaria, con un porcentaje mucho mas alto que las células progenitoras, permite
valorar mas objetivamente los cambios que tienen lugar sobre las caracteristicas celulares que

se pueden estudiar mediante CMF.

Después de la descongelacion, las muestras fueron alicuotadas para formar los dos
grupos de estudio segun el protocolo de analisis citométrico utilizado. La determinacion
citométrica del primer grupo se realizé directamente, es decir, que las muestras de este grupo
siguieron el protocolo “clasico”, como el que se aplica a una muestra en fresco, eso es marcaje,
lisis y adquisicion. Este grupo fue denominado grupo control. El grupo experimental, que
denominamos grupo equilibrio, siguié el mismo proceso pero con un paso previo de equilibrio
osmotico de 5 minutos a 4°C en la solucion de Dextrano Albumina descrita por Rubinstein.

Los productos de SCU que se utilizaron en estos experimentos (Tabla 8) fueron
descartados del inventario del banco por falta de documentacion, bajo contenido en células
progenitoras y/o nucleadas o por microbiologias positivas. Estas muestras fueron almacenadas
en un congelador de —80°C antes de su descongelacion. El banco de SCU utiliza algunas
unidades a investigacién siguiendo criterios de mejora del inventario y por el interés de

almacenar unidades con el maximo numero de progenitores hematopoyéticos.

Tabla 8. Unidades de SCU utilizadas. Datos precongelacién.
Descripcién de los productos de Sangre de Cordén umbilical (UCB) utilizados. N=10

M ediana M inimo M aximo
CNT 1.22 x 10° 1.7 x 109 9.6 x 109
CD45 8.48 x 108 6.17 x 108 1.37 x 10°
(fsc/ssc)
CDs3 1.76 x 108 1.24 x 108 2.53 x 108
(CD45+ CD3+)
CD34

1.55 x 108 7.36 x 105 2.76 x 108
(CD45+ CD34+)
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El paso de equilibrio osmoético de 5 minutos en Dextrano Albumina resulté en un
recuento de células CD3+ vivas un 56% + 14% (p=0.005) mayor que cuando se sometio a las

células descongeladas a un protocolo clasico de citometria (Tabla 9).

La viabilidad de las células CD3+ vari6 del 90% + 5% en el grupo de equilibrio al 40% +
11% en el grupo control (p=0.005). Esta enorme diferencia en viabilidad nos indica el alcance
que puede llegar a tener un choque osmdético sobre la integridad de las membranas de las

células descongeladas (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de un protocolo de citometria clasico sobre los linfocitos vivos en los grupos
control y equilibrio de SCU.
Efecto del choque osmético sobre las células CD45+ / CD3+ / 7TAAD-.
CONTROL EQUILIBRIO
ID CD3 vivas % TAAD- CD3 vivas % 7AAD- A
ucBo001 5.71E+07 40 1.53E+08 90 63%
UCB002 7.11E+07 48 1.90E+08 88 63%
UCcB003 3.35E+07 33 1.08E+08 84 69%
UCB004 1.07E+08 46 2.38E+08 94 55%
UCBO005 3.93E+07 23 1.48E+08 84 73%
UCBO006 4.00E+07 34 1.13E+08 94 64%
ucBo007 1.00E+08 59 1.38E+08 95 27%
UcB008 7.71E+07 38 1.55E+08 96 50%
UCcB009 6.07E+07 50 9.83E+07 88 38%
UucBo010 7.32E+07 31 1.77E+08 85 59%
media 6.6E+07 40 1.5E+08 90 56%
mediana 6.6E+07 39 1.5E+08 89 61%
max 1.1E+08 59 2.4E+08 96 73%
min 1.4E+07 23 9.8E+07 84 27%
A; pérdida celular. Los valores negativos indican que el recuento fue menor en el grupo de
equilibrio que en el grupo control.
Control se refiere a una muestra descongelada y analizada Equilibrio se refiere a una muestra descongelada,
diluida 1/2 en solucién Dextr-Alb y analizada

La técnica citométrica empleada no interfiere en los resultados de recuento celular. El
numero total de células CD3+ (vivas y muertas) fue practicamente el mismo en los grupos de
estudio (Tabla 10). Los recuentos celulares mantuvieron un 98% de identidad entre los grupos
experimentales, la diferencia de recuento de células CD45+ CD3+ totales (vivas y muertas) no
fue estadisticamente significativa (p=0.62). Estos resultados sugieren que el protocolo clasico
de citometria para el recuento celular de células hematopoyéticas post descongelado afecto,
fundamentalmente, a la viabilidad celular de las muestras estudiadas.
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Los recuentos de células CD45+ CD3+ totales de las muestras en los dos grupos de

estudio se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 10. Efecto de un protocolo de citometria clasico sobre los linfocitos totales en los
grupos control y equilibrio
Efecto del choque osmdtico sobre las células CD 45+ / CD 3+.
CONTROL EQUILIBRIO
ID CD3 total CD3 total A
UucBO0O01 1.38E+08 1.69E+08 18%
ucBo002 1.49E+08 2.14E+08 31%
UucBO003 1.02E+08 1.27E+08 20%
ucBo004 2.33E+08 2.54E+08 8%
UucBO0O05S 1.71E+08 1.76E+08 3%
UcCBO0O06 1.17E+08 1.20E+08 2%
ucBo0O07 1.70E+08 1.45E+08 -17%
ucBo008 2.04E+08 1.62E+08 -26%
UucBO009 1.22E+08 1.12E+08 -10%
UucBo010 2.35E+08 2.09E+08 -13%
media 1.6E+08 1.7E+08 2%
mediana 1.6E+08 1.7TE+08 3%
m ax 2. 4E+08 2.5E+08 31%
min 1.0E+08 1.1E+08 -26%
A; pérdida celular. Los valores negativos indican que el recuento
fue menoren elgrupo de equilibrio que en el grupo control.
Control se refiere a una muestra descongelada y analizada Equilibrio se refiere a una muestra descongelada,
diluida 1/2 en solucién Dextr-Alb y analizada

11.2.2.2- Recuento de células CD3+ en CPH-A descongeladas.

Los productos de aféresis utilizados en estos experimentos fueron descartados para su
utilizacion clinica por remisién de la enfermedad o por “éxitus” del paciente. Son productos
conservados en fase vapor de un tanque de nitrégeno liquido por un periodo medio de dos
afos. Los datos celulares de estos productos antes de su criopreservacion se muestran a

continuacion (Tabla 11).
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Tabla 11. CPH-A utilizadas. Datos precongelacion.

Descripcion de los productos de Sangre Periférica M ovilizada utilizados. N=10

M ediana M inimo M &ximo
CNT 13.0 x 109 10.0 x 10° 31.1x 10°
CD45 12.5 x 10° 8.76 x 10° 30.0 x 10°
(fsc/ssc)
CD3 27.3 x 108 1.70 x 108 120 x 108
(CD45+ CD3+)
CD34 35.5 x 106 11.5 x 108 97.0 x 106

(CD45+ CD34+)

Los recuentos de células CD45+ CD3+ totales de las muestras en los dos grupos de

estudio se presentan en la siguiente tabla (Tabla 12).

Tabla 12. Efecto de un protocolo de citometria clasico sobre los linfocitos vivos en los
grupos control y equilibrio de CPH-A.
Efecto del choque osmético sobre las células CD45+ / CD3+ / 7TAAD-.
CONTROL EQUILIBRIO
ID CD3 vivas % 7TAAD- CD3 vivas % 7AAD- A
APHO11 2.18E+09 25 3.09E+09 45 29%
APHO12 2.84E+09 67 3.36E+09 83 15%
APHO013 1.09E+09 15 2.13E+09 55 49%
APHO14 9.91E+08 61 1.71E+09 71 42%
APHO015 4.78E+08 39 1.02E+09 79 53%
APHO016 7.96E+09 53 7.28E+09 64 -9%
APHO017 1.57E+09 35 2.85E+09 69 45%
APHO018 4.22E+08 62 6.08E+08 89 31%
APHO019 1.19E+09 71 1.14E+09 89 -4%
APHO020 1.21E+08 82 1.49E+08 98 18%
media 1.26E+09 51 2.33E+09 74 27%
mediana 1.14E+09 57 1.92E+09 75 30%
max 7.96E+09 82 7.28E+09 98 53%
min 1.21E+08 15 1.49E+08 45 9%
A; pérdida celular. Los valores negativos indican que el recuento fue menor en el grupo de
equilibrio que en el grupo control.
Control se refiere a una muestra descongelada y analizada Equilibrio se refiere a una muestra descongelada,
diluida 1/2 en solucién Dextr-Alb y analizada
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Observamos una pérdida del 27% + 22% de células CD3+ vivas favoreciendo al grupo
experimental de equilibrio osmético (p=0.04) (Tabla 12). Esta diferencia es equivalente a la
observada en los valores de viabilidad de las mismas muestras entre grupos experimentales.
En este caso, la viabilidad disminuyé del 74% + 17% en el grupo que se permitié un equilibrio
osmotico previo a la determinacion citométrica a un 51% + 22% (p=0.005) en el que se

determind la citometria directamente después de la descongelacion.

La identidad del recuento de células CD3+ entre grupos de estudio fue del 95% (p=0.5),
indicando que también en este tipo de muestras (CPH-A), tal y como sucedia con la SCU, la

técnica de analisis citométrico no interfiere en el recuento celular total entre grupos (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto de un protocolo de citometria clasico sobre los linfocitos totales en
los grupos control y equilibrio
Efecto del choque osmético sobre las células CD45+ / CD3+.
CONTROL EQUILIBRIO
1D CD3 total CD3 total A
APHO11 8.77E+09 6.91E+09 -27%
APHO12 4.23E+09 4.07E+09 -4%
APHO13 7.34E+09 6.05E+09 -21%
APHO14 1.62E+09 2.40E+09 32%
APHO15 1.24E+09 1.30E+09 5%
APHO16 1.49E+10 1.13E+10 -32%
APHO17 4.50E+09 4.81E+09 6%
APHO18 6.80E+08 6.85E+08 1%
APHO19 1.67E+09 1.43E+09 -17%
APHO20 1.38E+08 1.52E+08 9%
media 3.00E+09 3.91E+09 -5%
mediana 2.95E+09 3.23E+09 -2%
max 1.49E+10 1.13E+10 32%
min 1.38E+08 1.52E+08 -32%
A; pérdida celular. Los valores negativos indican que el recuento
fue menor en el grupo de equilibrio que en el grupo control.
Control se refiere a una muestra descongelada y analizada Equilibrio se refiere a una muestra
descongelada, diluida 1/2 en solucion Dextr-Alb y analizada
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11.2.2.3- Viabilidad de células CD3+ en SCU descongelada.

95

Las Figuras 17 y 18 muestran la viabilidad medida por 7AAD de las células CD3+ en

una muestra representativa de SCU para los dos grupos experimentales, grupo control y grupo

con equilibrio osmético previo a la determinacion citométrica. Aunque en las muestras de CPH-

A descongeladas la diferencia de viabilidades fue menor entre grupos experimentales que en el

caso de SCU (Tabla 9 vs Tabla 12), estas muestras mostraron un perfil equivalente al

observado en estas figuras.
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Fig 17. Viabilidad 7AAD de las células CD3+ en el grupo control.
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La pérdida de tamano de las células CD3+, tal y como observamos anteriormente

(1.2.1.2), esta directamente relacionado con su viabilidad. Es muy interesante la pérdida de

tamario celular (fsc) de los linfocitos (CD45+/CD3+) en las muestras del grupo control (Fig 17).

Este cambio no se dio en las muestras del grupo de equilibrio, que mostraron los eventos

analizados como linfocitos agrupados en un solo tamafo celular (Fig. 18), este tamafio

coincidio en todos los casos con el grupo de mayor viabilidad observado en las muestras del
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grupo control. Un andlisis mas detallado de estas poblaciones mostré la relacion entre la

pérdida de tamario celular y la viabilidad de las muestras (Fig 19, 20).

Fig 19. Estudio viabilidad para células CD3+ del grupo control con valor fsc alto.
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Las células CD3+ de mayor tamafo en el grupo control (valores altos de fsc) se
correspondieron mayoritariamente con células negativas para 7AAD, es decir, células vivas (Fig
19). Las células CD3+ de menor tamafo en el grupo control (valores bajos de fsc) se
correspondieron mayoritariamente con células positivas para 7AAD, es decir, con células
muertas (Fig 20).

. . T P .
Fig 20. Estudio viabilidad para células CD3+ del grupo control con valor fsc bajo.
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Clasicamente, el marcaje con 7AAD para una tipo celular determinado muestra tres
tipos de poblaciones representadas segun la intensidad de marcaje y el tamafo celular.
Podemos observar este tipo de analisis en el histograma de fsc/7AAD de las figuras 19, 20 y
21. La poblacion que no marca para 7AAD (células vivas, region R6 del histograma fsc/7AAD),
la que es positiva para 7AAD (células necroticas, region R8 del histograma fsc/7AAD) y las
células con un marcaje intermedio (células en apoptosis, region R7 del histograma fsc/7AAD).
Para las muestras de SCU y de CPH-A estudiadas en los dos grupos experimentales, mas del
95% de las células muertas habrian pasado por un proceso de necrosis, posiblemente debido a
lisis celular causada por la entrada masiva de agua en la célula, y no por uno de apoptosis o

muerte inducida.

Tal y como se ha comentado anteriormente, el grupo experimental que siguié un paso
previo de equilibrio osmético antes de la determinacién citométrica muestra una poblacion de
CD3+ agrupada en un solo tamafio celular (fsc) (Fig 21). Tal y como sucedia con las muestras
del grupo control, los linfocitos positivos para 7AAD se situaban mayoritariamente en valores de
alta intensidad para este marcador y solo un porcentaje minimo (< 2%) se situaban en la region

R7 del histograma fsc/7AAD (apoptosis).

Fig 21. Estudio viabilidad para células CD3+ del grupo de equilibrio.
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En estas muestras, grupo de equilibrio, se observa claramente como las células
muertas (positivas para 7AAD) pierden tamafio respecto a las que se mantienen negativas para

el marcaje con 7AAD.(Fig 21).



Aplicacion clinica de la prevencién del choque
osmético sobre productos hematopoyéticos

descongelados mediante estabilizacion osmética.
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lll.1- Aplicacion a una técnica de citometria de flujo para la determinacion de la calidad

de un producto hematopoyético descongelado

Tal y como hemos observado en el apartado anterior con la poblacion de linfocitos de
SCU y CPH-A descongeladas, un protocolo de determinacién citométrica clasico afecta, debido
al cambio brusco de osmolaridad producido por la diluciéon de la muestra en solucién de lisis,
tanto al recuento como a la viabilidad de las muestras. La introduccion de un paso de equilibrio
osmoético de cinco minutos en solucion Dextr-Alb tras la descongelacion tiene como resultado

una estabilizacion osmatica de la muestra.

En esta serie de experimentos validamos el protocolo de analisis citométrico de células
CD34+ en muestras descongeladas después del paso de equilibrio osmaético y comparamos los
resultados con los obtenidos mediante el analisis citométrico clasico, sin equilibrio osmético
previo. Las diferencias de recuento y viabilidad fueron comparadas con el recuento de células
del producto en fresco para valorar la recuperacion celular después de la criopreservacion e
ilustrar asi las diferencias entre métodos de analisis. Asimismo, se calcularon Ila
reproducibilidad y el coeficiente de variacion del método de analisis propuesto para definir la

idoneidad de la técnica para su utilizacion en el laboratorio de terapia celular.

El protocolo de adquisicion / anadlisis de las muestras para los dos métodos de
determinacioén citométrica se baso en el doble marcaje positivo de anticuerpos monoclonales
anti CD45 y CD34. Las muestras fueron asimismo tefiidas con 7AAD para valorar la viabilidad

de las células de interés.
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111.1.1- Validacion de la técnica citométrica.

El protocolo de adquisicion y analisis al que se refiere esta seccion es el mismo que el
utilizado para el analisis de células CD34+ pero con un paso previo de equilibrio osmético de la
muestra en solucién Dextr-Alb mediante la diluciéon 1:1 vol/vol de la muestra, durante cinco
minutos a 4°C.

1ll.1.1.1- Reproducibilidad de la técnica.

La Reproducibilidad es una medida de precision y se refiere al grado de concordancia
entre dos resultados individuales obtenidos con el mismo método sobre una materia idéntica

sometida a un ensayo en condiciones diferentes.

La Reproducibilidad del método de adquisicion y analisis se determind de forma
cualitativa descongelando alicuotas de sangre de corddén umbilical (n=10) y de leucoaféresis
criopreservadas (n=10), marcando por separado con anticuerpos monoclonales anti CD45+ y
CD34+ y 7AAD dos alicuotas de cada una de las muestras utilizadas y comparando los
resultados del analisis citométrico para el recuento de CD34 totales, viabilidad por 7AAD y

recuento de CD45 totales.

L

os Tabla 14. Reproducibilidad de la técnica citométrica propuesta.
resulta Medida 1 Medida 2
dos min max min max R*
obtenid

CD34/uL 6 631 5.8 620 0.98
°s %Viabilidad 7AAD 69 98 70 100 0.90
(n=20) CD45/ uL 3195 118757 3328 117766 0.99
s¢ R*; coeficiente de correlacién de Pearson. n=20=10 UCB + 10 Leucoaféresis. Medida1,2 ;recuentos
muestr de alicuotas de la misma muestra marcadas por separado
an a

continuacion:
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Asi, para el recuento de progenitores CD34+ el coeficiente de correlacion de Pearson
fue del un 0.98 mientras que para la viabilidad de los progenitores y el recuento de células
CD45+ fue de un 0.9 y 0.99 respectivamente (Tabla 14).
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Graficamente,
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Fig 22. Reproducibilidad del método de citometria de productos hematopoyéticos
descongelados para el recuento de células CD34+ (A), Viabilidad 7AAD de las

células CD34+ (B) y recuento de células CD45+ (C).
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Representados un total de 20 determinaciones, 10 UCB y 10 Leucoaféresis. Medida1,2 ;recuentos de

alicuotas de la misma muestra marcadas por separado
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111.1.1.2- Coeficiente de variacion de la técnica.

La Repetibilidad es el grado de concordancia entre resultados sucesivos obtenidos con

el mismo método sobre una materia idéntica sometida al ensayo y en las mismas condiciones.

Para cualificar el grado de repetitividad del método citométrico se realizaron tres
medidas sucesivas en un intervalo corto de tiempo de una alicuota marcada con anticuerpos
anti CD45+, CD34+ y 7AAD de cada una de las muestras analizadas. Se analizaron un total de
28 muestras descongeladas, 15 muestras de sangre de cordén umbilical y 13 leucoaféresis y
se determind el coeficiente de variacion (CV) para el recuento de células CD34+, viabilidad de
las células progenitoras y recuento de células CD45+. CV fue calculado mediante el cociente
entre la desviacion estandar de tres recuentos consecutivos de una misma muestra y la media
de las mismas medidas (Tabla 15).

Los resultados obtenidos (n=28) se muestran a continuacion:

Tabla 15. Coeficiente de variacion de la técnica citométrica propuesta.

Medida 1 Medida 2 Medida 3
min max min max min max Cv*
CD34/ uL 17 1566 21 1336 27 1415 5.8
%Viabilidad 7AAD 35 100 30 100 51 100 5.5
CD45/ uL 31892 118757 31386 117766 31927 113976 3.8

CV*; media del coeficiente de variacion (% ) para n=28. n=28=15UCB + 13Leucoaféresis. Medida1,2,3 ;recuentos

sucesivos de la misma muestra.

Si representamos graficamente los resultados de CV versus la media del recuento de

las tres medidas consecutivas para cada muestra analizada;

Fig 23 Andlisis del c.v. de la técnica.
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Para cada uno de los parametros analizados, el coeficiente de variacion de la técnica
varié segun el numero total de eventos adquiridos. Tal y como es de esperar, se observo que

cuanto mayor fue el recuento celular, menor fue el CV de la técnica (Tabla 16).

Tabla 16. C.V. de la técnica citométrica segin el nUmero de eventos
adquiridos.
CD34 / uL n Valor Medio Ccv
17-50 7 36 7,2
50-100 7 74 57
100-300 8 182 55
300-1400 6 900 4.9
CD45/uL n Valor Medio cv
30000-50000 15 37562 4,3
50000-120000 13 85000 2,6
Valor medio; media aritmética de tres recuentos sucesivos en cada rango.
n: numero de muestras en cada rango.
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11l.1.2- Influencia del tiempo de equilibrio en la técnica citométrica.

La eleccion de un tiempo de equilibrio osmaético de 5 minutos post descongelacién se
baso en los resultados mejorados de recuperacion clonogénica reportados por Rubinstein™® al
aplicar esta técnica. Sin embargo, debido a que la funcién de este tiempo de equilibrio disminuir
la osmolaridad del medio extracelular de forma controlada, alargar este tiempo de equilibrio
podria tener un efecto beneficioso sobre la viabilidad y recuento celular. Para evaluar esta
posibilidad se decidié ensayar el método citométrico propuesto para dos tiempos de equilibrio

osmotico previos, cinco y diez minutos.

El periodo de equilibrio osmético post descongelacion se realizé por dilucion 1:1 vol/vol
de la muestra analizada en solucion Dextr-Alb preenfriada a 4°C. El protocolo de adquisicién /
analisis de las muestras de ambos grupos de estudio se basé en el doble marcaje positivo de
anticuerpos monoclonales anti CD45 y CD34. Se analizaron un total de 30 muestras post
descongelacion, 15 de SCU15 de CPH-A.

Los resultados de recuento de células CD34+ totales en SCU para los dos tiempos de

equilibrio osmatico previo a la determinacion citométrica se muestran en Tabla 1.

El recuento celular para los dos tiempos de estudio (5,10 minutos de equilibrio) no
varié significativamente (p=0.593. Test de Wilcoxon para muestras relacionadas) y la mediana
de recuentos de CPH tras 15 ensayos fue del 4% (Tabla17, dentro del CV de la propia técnica
(ver 3.1.1.2). La viabilidad de las células CD34+ fue del 88% £ 7 y 89% + 9 para los tiempos de
equilibrio de cinco y diez minutos respectivamente (p=0.84. Test de Wilcoxon para muestras
relacionadas).

La determinacion citométrica directa del descongelado, sin tiempo previo de equilibrio,
rindié un 30% menos en el recuento de progenitores cuando comparamos los resultados con
un paso de equilibrio osmoético de cinco (p=0.001. Test de Wilcoxon para muestras

relacionadas) y diez minutos (p=0.003. Test de Wilcoxon para muestras relacionadas).
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Tabla 17. Efecto del tiempo de equilibrio en solucién Dextr-Alb sobre el recuento de células
CD34+ en muestras de SCU postdescongelacion

Dilucién 1:1 en solucién Dextr-Alb.
EQUILIBRIO 5 min. EQUILIBRIO 10 min.

ID CD34 /uL CD34 total CD34 juL CD34 total Dif.
ucs1 43 1,08E+06 39 9,75E+05 110%
ucB2 84 2,10E+06 75 1,88E+06 112%
ucB3 26 6,50E+05 27 6,75E+05 96%
ucB4 100 2,50E+06 119 2,98E+06 84%
UCBS 37 9,25E+05 28 7,00E+05 132%
uCB6 32 8,00E+05 35 8,75E+05 91%
ucBe7 55 1,38E+06 57 1,43E+06 96%
uces 75 1,88E+06 82 2,05E+06 91%
ucB9 30 7,50E+05 33 8,38E+05 90%
ucBe10 70 1,75E+06 73 1,83E+06 96%
ucB11 35 8,75E+05 39 9,75E+05 90%
ucB12 10 2,50E+05 10 2,50E+05 100%
uce13 37 9,25E+05 28 7,00E+05 132%
ucB14 36 9,00E+05 40 1,00E+06 90%
ucB15 21 5,25E+05 23 5,75E+05 91%
media 46 1,15E+06 47 1,18E+06 100%
mediana 37 9,25E+05 39 9,75E+05 96%
max 100 2,50E+06 119 2,98E+06 132%
min 10 2,50E+05 10 2,50E+05 84%
Dif; (CD34 total 5 min/ CD34 total 10 min) x 100.

El recuento celular de las muestras de CPH-A segun el tiempo de equilibrio osmotico
previo a su analisis citométrico fue similar al observado en muestras de SCU y se muestra en
Tabla 18.

El recuento celular para los dos tiempos de estudio (5,10 minutos de equilibrio) no varié
significativamente (p=0.280. Test de Wilcoxon para muestras relacionadas) y la mediana de
recuentos de CPH fue practicamente el mismo, tan solo un 1% entre protocolos (Tabla 18). La
viabilidad de los progenitores CD34+ fue del 90% £ 6 y 91% * 6 para los tiempos de equilibrio
de cinco y diez minutos respectivamente y la diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0.10. Test de Wilcoxon para muestras relacionadas).

La determinacion citométrica directa de las CPH-A descongeladas, sin tiempo previo de
equilibrio, rindié un 20% menos en el recuento de CPH cuando comparamos los resultados con
un paso de equilibrio osmoético de cinco (p=0.003. Test de Wilcoxon para muestras

relacionadas) y diez minutos (p=0.01. Test de Wilcoxon para muestras relacionadas).
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Tabla 18. Efecto del tiempo de equilibrio en solucién Dextr-Alb sobre el recuento de células
CD34+ en muestras de CPH-A postdescongelacion

Dilucién 1:1 en solucién Dextr-Alb.
EQUILIBRIO 5 min. EQUILIBRIO 10 min.

ID CD34 /uL CD34 total CD34 juL CD34 total Dif.
APH1 102 2,86E+07 110 3,08E+07 93%
APH2 135 3,78E+07 126 3,53E+07 107%
APH3 225 3,15E+07 213 2,98E+07 106%
APH4 483 1,16E+08 462 1,11E+08 105%
APH5 2403 4,81E+08 2032 4,06E+08 118%
APH6 631 8,83E+07 501 7,01E+07 126%
APH7 344 6,88E+07 350 7,00E+07 98%
APH8 553 1,11E+08 620 1,24E+08 89%
APH9 269 5,38E+07 266 5,32E+07 101%
APH10 163 3,26E+07 160 3,20E+07 102%
APH11 424 8,48E+07 480 9,60E+07 88%
APH12 504 1,01E+08 479 9,68E+07 105%
APH13 257 5,14E+07 259 5,18E+07 99%
APH14 272 5,44E+07 278 5,566E+07 98%
APH15 1336 2,67E+08 1318 2,64E+08 101%
media 540 1,07E+08 510 1,02E+08 102%
mediana 344 6,88E+07 350 7,00E+07 101%
max 2403 4,81E+08 2032 4,06E+08 126%
min 102 2,86E+07 110 2,98E+07 88%
Dif; (CD34 total 5 min/ CD34 total 10 min) x 100.

Asi, alargar el tiempo de equilibrio osmoético de productos hematopoyéticos
descongelados en solucion Dextr-Alb a diez minutos no proporciona mas estabilidad osmética
frente al cambio brusco de osmolaridad que representa la etapa de lisis utilizada dentro de los

protocolos de CMF.
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111.1.3- Recuperacion celular mediante la técnica citométrica propuesta.

Comparamos la recuperacion de células CD34+ respecto a productos en fresco
comparando el protocolo citométrico con un paso de equilibrio osmético en solucién Dextr-Alb

de cinco minutos y el mismo protocolo pero sin paso previo de equilibrio osmético.

El protocolo de adquisicion / anadlisis de las muestras para los dos métodos de
determinacion citométrica consistié en el doble marcaje positivo de anticuerpos monoclonales
anti CD45 y CD34. Las muestras fueron al mismo tiempo tefiidas con 7AAD para valorar la

viabilidad de las células de interés.

Se analizaron un total de 35 muestras de productos hematopoyéticos descongelados,
18 muestras de SCU (Tabla19) y 17 muestras de CPH-A (Tabla 20). Los valores de recuento
de células progenitoras antes de la congelaciéon (producto en fresco) y después de la
descongelacién con el método de analisis directo (sin tiempo de equilibrio previo) y con el que

incluye un paso de equilibrio osmaético se muestran a continuacion;

Tabla 19. Recuperacion celular de SCU n=18

PRECONGELACION POSTDESCONGELACION
Directo Equilibrio 5 min.
CD34 total x10° CD34 total x10° % Rec. CD34 total x10° % Rec.
Media 1,24 0.82 65 1,04 85
Mediana 1,00 0.61 64 0.81 87
Maximo 3,00 2,35 84 2,40 98
Minimo 0.5 0.28 48 0.41 69

Directo: analisis citométrico del descongelado sin equilibrio osmético previo.

La técnica de CMF aplicada directamente al descongelado rindié una recuperacion de
progenitores hematopoyéticos CD34+ de SCU un 20% menor (ver Tabla 19) que cuando
utilizamos un paso de equilibrio osmaético previo al analisis citométrico. La viabilidad de estas
células sufrié un descenso similar al obtenido en el recuento. Asi, la viabilidad media de las
células CD34+ fue de 50% + 16% y 75% * 8% en los grupos sin y con paso de equilibrio

osmatico respectivamente.
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Tabla 20. Recuperacion celular en CPH-A n=17

PRECONGELACION POSTDESCONGELACION
Directo Equilibrio 5 min.
CD34 total x10° CD34 total x10° % Rec. CD34 total x10° % Rec.
Media 3,52 2,18 58 3,02 83
Mediana 1,00 0.50 58 0.7 88
Maximo 18.7 12.9 79 17.4 108
Minimo 0.29 0.18 45 0.31 50

Directo: analisis citométrico del descongelado sin equilibrio osmético previo.

Los productos de CPH-A se comportaron de forma similar a los de SCU frente a la
determinacion por CMF (Tabla 19 vs Tabla 20). Observamos una pérdida del 20% de las
células CD34+ totales cuando el analisis del descongelado se realiz6 sin un paso de equilibrio
osmdtico previo. La viabilidad de las células progenitoras descongeladas varié del 79% + 16%
cuando analizamos las muestras sin equilibrio osmoético previo al 90% + 5% cuando si se

equilibraron las muestras en solucion Dextr-Alb (Tabla 20).

Estos resultados no implican una pérdida celular ni de capacidad terapéutica del
producto descongelado sino de la alicuota utilizada para la determinacién citométrica,
evidenciando que el paso de equilibrio osmoético permite un analisis mejorado de los productos
hematopoyéticos descongelados.
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lIl.2- Aplicaciéon a las técnicas de preparacion de productos hematopoyéticos descongelados

para uso clinico.

Una vez evidenciado el efecto del choque osmotico sobre productos hematopoyéticos
descongelados se evaluaron preclinicamente dos sistemas automaticos para el procesado de CPH-A y
de SCU post descongelacion. Estos sistemas permiten obtener un producto hematopoyético
osmoticamente estable, la osmolaridad del producto obtenido es similar a la del plasma, sin pérdidas
celulares significativas y de una forma segura y reproducible. Los protocolos de lavado utilizados en
esta evaluacién preclinica incluyeron un paso de equilibrio osmético del descongelado en solucion
Dextr-Alb y transcurrieron en todo momento en un sistema cerrado y con soluciones validadas para uso

clinico.

Asimismo, en este apartado se muestran las implicaciones biolégicas de la presencia del
crioprotector a lo largo del tiempo en el injerto hematopoyético descongelado y la exclusién de
mecanismos de apoptosis durante el proceso de equilibrio y lavado.

Los resultados de este trabajo se presentan en forma de manuscritos originales de investigacion

aceptados para su publicacion.
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lll.2.1- Estabilizacion osmética de SCU descongelada mediante la automatizaciéon del lavado de

DMSO post descongelacion.

Manuscrito n° 2.

Luciano Rodriguez, Carmen Azqueta, Stefano Azzalin, Joan Garcia, Sergi Querol.

“Washing of cord blood grafts after thawing: high cell recovery using an automated and
closed system”. Vox Sanguinis (2004) .87. 165-172.
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Washing of cord blood grafts after thawing: high cell recovery

using an automated and closed system®
L Bodrigues,’ C. Aegeeta, 5 Accalin,® 1, Garcia’ @ 5. Oueml”
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Eackgmund and Obpectives Cond bleod [(CR) progeniior cells are an alvermative soarce
uf haematopoietic stem cells for bone marmow reconstiution. The critical importance
af eell dose in the cdinkenl culeoms has maibeabed the nissd o deelop echiiguoes
aimmed] af neducing cell losses and incoreasing reprod ocibilib: This aim of this stody
wias 1o evaluaie an sutomalel CB washing protocal of thswed comd Bloed unies uslog
the Sepax device.

Materials amd Methods After an initial 1 1 dilution using a dextran/albumin-
conlaining bulTer, the cells wene washed in order (o oblain a foal prodisct ready For
transplanta tion, The automatic method was companal with the conventional manual
washing procedure, Blool samples were taken afver thawiog sl afver washiog, The
processing, tdme, wiabllity sod mean recovery of pucleated cells (THC) apd progenitons
were deiermbned.

Resulis. The sutematic procedure resulted in o median recovery of 920 CI4° oells
and B9 THC; no signilicant differences werne observed between methods, In
adidltion, medkan viabilliy, a8 assessed by annexin YV oaml 7-aminoactinomyein 1
{7-AAD), wag D60 and H4%, regpectively, within CR3AY oells,

Conelwsions The autcmatic washing method descrbed 5 as effective as the manual
method in enms of wiability nnd progenitor cells recoveny;, but Raster and exsier for
the operators to perform. Overall, our data sugyes: thai the amomatic methed is safe
atuil siitubbe fior the outioe washibng of thawed C8 grals o ie elinic

Key wonds: banking, cefl washilng, conl blowl, thowlng, tamspla o,
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oplcorre has motivaled cond bleod bands {CBR] to delmne pra-

troductio
In " gressvely higher cud-offs for unil aoceptance as well as 1o

It is mow accepted that cord bood [CB| progentior cell frars-
plant & an effective source of hoernalopeielic @em oells Toe
Brindn 1FskrRos Fecomstitubios when using siftabile units, o this
mespect, the crilbcal importance of the ol dese i transplam

Lormapordence Segl Cuerdl, Bawelom Uond Blood Bank, Tansfuzion
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The mork lomra part of the Medicine Depart=ent PhD program of the
L8 (180 A ieciiibce Pacskors [LAR, Beilater, 5 joiirdd

develap tew techinigues aimed ab rechocing oell losses, I this
regard, CHE effoms bave been ained af Improwving pmeessing
protecals for volime mediuction of stored unis, ok 1o
minimize cell lesses and oo make the unrelated cord bood
bhanking more Feasible. Moreaver, CBB should participate
in the improvement andfor developoneat of pew echoodogy
in ooder io minimoe msks during the mampueation of CB gmits.

In our CEB, similady to cthers, we have mirocdnoed an
autommted OB processing system for volume reduction using
the welll separator device [1], Sepax® 5- Wi, showing necepl-
able moovery eliciencies Tog wdal nucleales] cells (INC)
trananickear cells (MNCs) amd (DI4° cells, sharl processing
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tiemes and elinical safety, wirlsou mdcrolidal contaminaiion,
in & closed ke aind using a treceahle profocal.

Cpyopreserved CB nniis are thawed, and crwoprsecsn
usually pemoved bhefore clinlcal wse. To achieve this, seweral
techniques have been proposed, aiming at maimtaining oefl
wiability and functionality. Af preseni, the more widespimead
technigue useil is Ul inteocuced by Rubinsiein ef al. |2,
twsed on & mennal twee-siep washing methed which redaces
dirnetfiylsnlplecride (DME0R coptent and minkriees cameic
shook o the eells.

Althoagh this technique is widely used in CUB tramsplamta-
tioaw, it mameal appraach results inumpredictable cell losses,
atud el] elumnping 8 oo nfreguent |54, Some aitbions hawe
alsn proposed direa Infusion withost washing as an alier-
markve, b clinkeal cateomes ane fimited dand poblshel blo-
logical data migges: advantages of washed cells in terms o
clanogenic activity and viability [2]. Also, direct infusion of
the thawed cells at the bedside could produce complications
relafed 1o DMED toxicily as well as Bsed cells and mnicro-
agEeegaie expoaime afer infision [ 3.5.6]. To minknize ihese
rigks aml o Tacfllitate fitedaborsiony eproaducihiilioy of he
washing results, we proposs an automaied washing proce-
dhure using the Sepax® 5- 100 device, which shows a good
recovery of mecieated and progenior cells.

Tlee washing provess s performed antomaticall v and wees an
widtial 1 : 1 difudson with a hypercemolar buflfer cofifaining
et ran arwl albierin, and oy b ene step lowards full CB
Fey i atommnal Bn, Fudberiooee, disseranation of this gode]
manifactiuing pract los PG F- based technbgoe eoali hingmoswe
reprechietion of resuls amoeng different labomaodes, fvwonring
starelanization of the washing procedue ntmnsplam cerfes

PAaterials and methods

Sty design

Tweney, valume-meduced umbilical cond Hood unbis, cnvop-
reserved for transplantation in the Bloachibe sysien, wene
thewed and immediately processed either by the aotomated
systens Sepax® 5-100 (using a oew software for CB washimg],
o g fizall v sl s bt et s e Dased o The New Yok
Hlasd cerrtne dibuticn and washing principle (2], Samples were
taken st after thawing and afer wasling, Tor cell analveis,
sterillity fesis, clonogen o oubtures and el comm. The processing
e, e A peconery of Tt micieated cefls [1T%47), apaeiific
sabsets and progeniiod, &s well as thelr viability and inde-
tiom af apoptosis, were determined in coder 1o assessihe yield
and effciency of the maomatic method forcinieal application

CH collbection

Plicental wmbilical TR was callectsd al several matersily
wanls within the Barcddona Cosd Blood Bank poogramms:.

Afer obfainitg informed consert, amd belore placedia
defivery, the UR was dmbned by grawity from the umbilical
weip anl collected (o a Mool eollection bug (MacoPhnmma,
Towmoin, Pramce] cantalning 2% ml of citmbe-phosphate-
dextrose [CPD), The collecied Hood was stored @i 4 5C and
processed in the CIE whin 40 h of colleciion.

Prosessing anid eryoprse rvation

B unbts were processed for yalume redpction followling &
medified approach of the antomated procedure described
previmaly 1], comisting of a double buffy-cost collection
after adifition af hydroxyethylsiarch [HES: Grilfols, Bame-
bonn, Spaind using the Sepax® 5- 100 device Jumbbcal cord
Blcaond (LMCRI-HES proiocol]. The fnal volioee of ibe poo-
cesed CH undis was 2% ml after the additbon of DMSO {109
final conceniration), im a Fall freezing contamer compadibie
with ihe TenmoGenesz BoArchive system. Using this method.
the mean recovery + slandand deviation [S0) af TNC wis
B2 1%, with B8tk red bloosd oell (RBC) depdetion. Tl pao-
cess Takes & oean of 29 + 3 min [ perfor.
Cryopreservation was perfomned asing 8 programmed
freezing mie in the Bicarchive device (BioAnchive, Thenma-
Gienesis, CA) &l u starting tempemasure of 10 °C, with a eoal
ing rate of 1 “Cfmin umgil a temperamne of -1 “C s reached,
TiskEimiam rale Lja L =11 °C ancd thean eosded at —2 "Clinin
el —50 “C (et eoaling rale af -3 “Clmin] i reached, and
theen stomed in thee Dsguid oiteesgen phase of T same divioe.

Thawing and washing procedones

Mrnnal woshing
The OB hags were thawed in a 1¥ “C waleriath and weighed.

A thipwing kil sdapied for the Pall Treezing confuimer amd
coargparible with the Themmoticnesis BlofAmchive sysiem was
sisi] [5tern Cell Transpiant Systern; Pall Medsep, Potaomatl,
UKD Samples were taken Tor laberatony analyss, amd biood
s slewly diluted 1 ;1 ina prechilled buiffer, similar 1o that
described by Rubinsiein o al. (Dextran-40 ar 7-%%, haman
albumin at 55 in saline| [2]. After & min of agitation (o reach
enpriilibariiin, e blood wis (Hiited, adding sequentially 60 il
al the same boffer pwice. The Onoal dilotion of the aveed
bl wias approximately 116 Onee diluted, the oo was
cemrifged &t 450 g in & hench-1op centrifuge for 20 min a8
10 “C. Then the cells were Bolated, extracting supernatant
by using the Fenwall plasma eximctorn. The complete procsss
takes a median of 70 miz.

Auranatle pashing

The CH hags stoped in liqukd nitmogen wene thanved by immier-
sicn in o peeheated 37 °C waterbath, Once thewed, the CB
b were weighed, sampliss were Laken for laboratory ana-
Iveis arad the bag was then conpected 10 T probotypse kit

& 300 Bladowell Pablishing Lal oo Sengeinis [ 206040 87, 165 172
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Effichent washing of tawed o ond Blood unis using the aubomated Sepsx system 167

C: Wiashing waluliim iegest with apils and clamp
T Tivuble exit Ties with sk, injection il snd clump,

Fig 1 Washing bt of tre Sagar syham.

dedigmed For TCE ool wathiog (Blosafa, Fyalns, Swilrerland)
] processed uging the Sepax® 3- 100 (Buossfe]l Brelly, he
CH by wias connected b the washing ki1 [Fig. 1) 10 asterle
flow Bond by uslng two spikes Introduced tn exch of the bwo
ports of the ThermoGenesis cryopreservation bag. Anciber
part of the wazking kf wan coppesied ts a prechilled buffer
7.5 saline confalning Dexiran-40 and 5w human slbo-
i} The Elf bas bwo sddilionsl bapa: ooe for the Ooal
prodit aod & saccod Tor fhe waate product, The protooo]
allowis he operator 1o chooss the foitial dilution rate (1 @ 05
o i ¢ 31 Iothisstudy, & dilutlon rateof | ¢ § was chosen, After
priming and transfer of buffer io the chamber, the samples was
copneched io the syatem and the desired fnitial dilution waa
petformed The product remalned in equilibriam for 5 mio
wihile agilsbed The washiog wasd then starled by adding,
1o the dilufed cells, sufficient dextranlalbumin acluticn
(= 170 ml) &0 A the chamber, The Anal blood dilutkan was
= | ! % Then, a centrifugmtion step @ perfonmed bo remove
ihe supematapt The procedure cap be repeated opoe more
for an =xienshve waskiog bot io this assay only coe washing
cycle waz performed For cell collectton, the syziem dilules
b= residual peliets (= 10 ml) and extrecis (e coolenl 1o the
Bnal bag, then sufomatically ralaes the chamber twics Fof
8 oplimal recovery, The minimim Bosl voliane used was
50 ml.

Laboratory analysis

Atefoareic celf conf
Counling of THZ, EBC and plaielsls were performed for each
Zafmple by using &0 sulodmatic call eounter that detects snd

& oc Blackwell Publizhing L, Wor Sengulads (2004 7. 105172

A: Tioubls fmput Hee with fermale luer lock comecton asd clemps. - Line presvore meositor kner with microbial fiker.
Sopcock manifold,

F: 220 el scparation chansker,
3 1000 red wamts proskect by wilh clump on loking,
H: | conowmstion with douhble spike, mele luer huck and clemmps,

meatured changed fo elecirical meistance [impedance] when
i parbiclé (o & conductive Hgisd passes through (e devics
[Conilter Corp., Mistnl, FL)

Rowr cytometry

Tha zamples takes st befame and sflEr washing wers (8e0-
bauted fod 30 minal 4 *C o lhe dark wilh anb-humsn phiyeo-
eryibrin (FERlabtellad wanoclonal satibedies (maba) agalas
CIFad, TD3, TDa4, CDA8, D9 combined with fuorescein
lzothicyanate (FITC)-labelled TT45 st & sstursting con-
centration (Fhermingen Fharmaceutical, Franklin Lakes, N1}
After imcubation, the samples were [ysed D ammanium
chloride For 10 mio, and 30 pl of commercisdly svailable
Auarescent mycrobesds were sdded and genlly mixed a2 an
lnferns] standard belore acquizifion, sceerding to the many-
Facturer's instrsetbons (Ferfect-Count; Cylognos, Salamanda,
Spaln] (8] 1o evaluate e shaolute count wsing cytomers
single-platform apalysls 18] The cell subsets wers then
amatysed by their fluorescence profile, and fopsard and
side-poatter (PA2EST) charactemnstics, on & Becioo-Dickinion
FaZScatibur Bow cytometer with the BD solbware, oriooe
[Bectom-Dickinsot, Franklin [skes, NJ|, The samples were
aln ipcabated with ¥-aminoschinomycin D (F-AAT], Tor
Emin, for sssay of cell vishilityjpermeablilty and with
Syt 16/GIyeophoring fo quantify the eppibroblasts sfter the
cell washing procedure [10], Mesn £ 50 apd median (range)
recoveries were calculsted for sl the analysed cell subs=ts by
i=ing the jormula:

o Betovery = ||ahsolube cell counl poalwazh) + [absolule
ool count Fl!lﬂ Iaw]] = 100
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Foa the viability caleulations, the panerns of CO45 Muones-
cepceand FRUS50 were used for all subsets analysed, exceps
CDa4 cells wisere CDSICDI4 Msmescence charseersiies
were psed,

Forall the recovery data presemted bere, a density of 1 glml
was used when volume values were necessary for calcalations.

Apoplosoy esry

I e 10 evaluate e influenoe of the awtomabed paocess
o the ineluction of apoptosk on the cells of Interest, sampdes
obtained just befare and after the washing process were inew-
hated separately with FITC-annexin ¥ (Berder MedSystems,
Wienru, Aastria) conied with T34 aoul CD45 antibodis.
The edlls [5 = 107 were Incubated for 15 min with FITC-
labelbed annexin W, a5 cleseried (o the manfecturenr’s
instnictions. Then they were washed In phosphate- boffersd
saline [PRS} containing 1% bovine serum albamin [B3A),
and the cell subsets were analysed by thelr luomescence anmd
FROSEC charaeterislics nsing the ceuguesr sofbwane [Becion
Dickinsen) an 8 FACScalilar Mow cytometer (Becton Dickis-
sopil. As an Biternal comaal, a salsel of Hiving” Brirgliocyles
was faken as A thresfiold for viakllny. For the caleulatkan
ol apoptotic cells, the patterns of (D45 fluomscence and
PaC)SSC were nsed for all sabseis analbysed, exceqit CL cells
where COASICTFM fluorescenoe chiamct erstics wen nsed.

Clomdgenic sy

Progenitor ool assavs wese perfommed in dugliesbe just
betore and after washing with the metivdeellulose- based
Ha414 pediem (Srem Cell Teclinodogles, Wancower, BC,
Canadal. Beely, 4= W cells were seeded directly onto
methyleellulose, mixed genily and then plated omio Petri
dishes and incubated ai 77 “C ina hamidified atmesphere of
B OO inoabn Gramilocyle-macraphage colony -fonning
uhils [CFU-GM, BFRU-E [Bairst-Forming Ulnirs-Ereihmoid] sl
CFU-mix col omies were identifod and counted using stardansl
criteria after 2 weeks in culinge [11]. For CEU eowsting, only
colonles with mare than 50 cells were emumembed. The CFU
toeal, defined as the total cound of colanies, regandless of their
lineage, was used for analysing the recovery of colonies.

Srerility ests

Sterliny assesamenl was perfonmed fust befone apd after e
washing process by placing 1 mi of the samples in blocd cul -
tire Bactislert FN and FA Nnsks |Bioméoicun, lise., Dudhanm,
MO} for sembic apd anserobhic copdibons of culture in order
to determine fungal andfor microbial contamination. Blood
culture flusks were ncubated at 17 *C for 2 weeks and
memitored daity.

Oismiclarity guand{ficefien
Sample canmlardly was measred by depression of Mreczing
peint, Beefore and affer washing. in a Bochling 1317 auto-

it camedareeter [Hecmant Roebilag Messeohnbok, Berbi.
Germamy). The samples were cenirifuged for 5 min ar 450 g.
in order o dwain ol -Tree solurions sud diluied 1 @ 10 ndis-
tilled water belfore osmemrestric determinations were carmied
oul

DA quantificetion

The DWS0 comtent of te samples was determmed by high-
performance gkl chimmatograpy (HPLCL Rollowiing & poe-
viomsly reported methad |12). Herce, we first stated that the
calibration plot of DMS0 peak area vs. DMS0 concentmtion
ik limear and that saanples had only ome peak of DASO.
Sategles were ien cenlrifuged for 5 i al 450 g, in osder
to obisln cell-free sodutions and diluted, s regquined, o
abtaln the IS0 content falling within the Nnear muge
of the callbration plot. Samples taken jost after thawing werne
dilmied 1 = 1000 in 108% viv methunol, while samples taken
Jjust affer washing were diheied 1 - 10 The HPLC apparsius
consisted al a Beckimn System Gold AFLT (Reckman, San
Ranrsor, CA) with a nadtiple SI:l]HJI-IJIﬂi'NI'!ll' SyElem compled
i a Peckmman- 168 vadable wansshengih detecior (Beckrman).
The colwmn used was an Llttasphere QU052 C18 (5 pm)
nermanng 4-6 = 24 con The mobile phase conlained 100 v
methanol in high-puriey delonized swater, 30 pl of each
sample was imjected, the flow mte was 10 ml fmin asd the
ceefeciod was il & 214 dioe Under (liese commltions, he
TS0 peak ehifed after 1 min

Statistical analysis

The ron-parametric Mann-Whisney {5 test for independens
samples was used to compare mamial ard auomatic washing
mesailts. Mean. S0y and medians and mnges were used for
descriplive analysis,

Fesults

s shovan fothe resules of Table 1, no sigoificant differences
were abserved in tenms of cell recovery when manual and
autoamated washing methods were coampared. [n our experi-
eniie, L disvdisial igethand Gikes & diwediagi of 70 o [raide;
H5-90 min] 1o pEerfome and only BRC recosweny i signifi-
caditly different, The auteinstsl washing using the Sepy®
S-100 prof e takes A medkEm of 2841 min frange: 26- 10 min)
to peiform avid has resulied, as for the mamial washing
procedure, in an alsence of mcrohicloglcal comsmination
dhirng the process afer the 0 washing procedures. The
median volume of the onits before processing was 247 ml
framge: 20-26 ml) and the median final volome was 59-F ml
framge: 52- 117 ml). Compamble sahies were obiained with
the manually washed woits (data not shown).

Tabiles * aml 1 show, mespectively, he coll comlent amd
the relewamt pecovery data of UCE wnits before amd after the
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S0 sandard deverion,

alormlic washing process, Nobe thal after washing mone
tlain 5% of the thowed BBC and platelets were eliminated,
Afver 10 UCE audosmabed washing gaocodorss, the median
reoorrery ol TNCS, UDE colls anel MNCs was 199 [mnge:
g21-95), 9" (monge: HY-104] and 94% [range: 27-104],
respectively. Similardy, the median recoveny of CHast cells
was 45% [range: B=-124]. Comsidering specific subsets, such
as CDI, T4 ad TGO, a lower recosery was obLained:
Sl (range: B1- 1) 849% (range: 75-97) amd 359
Crniige: G090, respeviively [Takde 3, Nor-speciiie messed
cell losses wese, on average, 7 4 5% For fresh uniis |pre-
freeze], the medinn reeovery of THL was B5% [range: T4-08|
for the metomatic washing procedurs arsd 89% (range: #4-
104} for e mames] washing procedore.

Kegarding the apoptosis assessmerst ohiained by annexin
Woatadysis, the thawing amnd washimg processes do ool soein
to idgger progransmesl desth of e el popilEtions of
clindeal fntevess [Takle 43, Ouly the peutroph@ie populaion,
defimed by bright CO45 Meorescenee and a high FS0ssC
characteristic, & clearly affected after thawing and washing,
as shown by the low annexin ¥ wnlses abtalned,

The cell viahility, as measured by T-AAD siaining, was
Tornd 16 be conserved afer thawing amd washing by baik
mweihois ol washing conssdered hene. When using the aifo-
mared washing medhod, median valies of 94-58 wiability
[range: T3-48] for the CD3E4 cell suhaet, 90-600 [moge: B4-
6] for the UDd* brmphecyies and 9006 (mnge: 76-95] far
the CDI4* momocyte subset were obinined. Stmilady, the
neutrophil subset abowed a reduced T-AAD viability of 5 1on
(ramgie: 24100, indicating severe damage of this population.
This is respomsdile for ihe low viabiliy salue. of 18% mnge:
¥-571], observed when twe overall TD45 pogidation &8 oom-
sdtdiered i wiability caboulations. Similar resulis were alstainied
wihien manusl washing was consideged,

The good wiabdlity ohserved In the CDI4° poguilation was
L agreeirent whih ihe msults ohtained op CFU Mecovery afler
autamatic washing. A& median pecowvery of 17% [ange: B4-
118%) of total CFUs was achiesed. Total CFUs of T = 10° after
tlawing and of 094 « 10° after washing wese calculared,

Fimally, the median ocsmoladly of the grafls was
A0 mikm] {ronge: 2780- 3760 (observed when the over-
&l CD45 popnilation s censidened Tor wiability calcidarions)
after ikawing. Alerwashing, the same CH unkis had 8 median
ammolardty af 310 mi=myl {range: 180-620), which regiee
sems o medban reduction of TR% [Tangs: B0-9%] n smo
Larity waloes afier washing. Consistently, the median DIMS0
comifenl, &8 caleulated by HPLC, was 118 @i raoge: 110- 185)
affer thawing and 4 g1 Crange: 3-10] after washing. This
Niclimg elsaily siapgests an impoatant depletion of DMS0 in
the final prodoct.

Discussion

limical nse of CH units follows an indermationad approsch.
where unils from CHE amand the world are shipped 1o
wherewer ey are regquined. [ this context; the aulongdion
ol B processing conld lelp (o stapidamlize e wide range of
Ishomitory technbques used by different CER ol transplam
umnits, and could facildate safe and reproducible procedures. fn
thi= meganl, we report here the metcmation of the last step for
preparing UCH grafis for tmnsplantation, hasically acconfing
e (b Bubicstein principle for thawing aml washing [2]
After an il ref nospective study, comparing the mameal
and e sutoimnsted washing methods, we abseived oo Sign-
fwwant dlfferences o cell recoveries among mechaods, Our
mesulis cleary Indicate thag both echinlques are also equiva-
lent in terms of total CFL recovery, and that the processing
timrs is meduced by a factor of 2 when uging the aobomated
washing process, 'With Sepax we obiained acceptable re-
covenes [on all the cell sulesets of dinical miered, Our data, of
45" celis, resalted ina wider moge of values aan (hode of
THEs, possitily becanse of the higher vadabilily when nsing
FRCJSSC pammeters i the cylomeinc galing for analysis.
Nevemheless, such resnlts have been ofitidned in & reprodoc-
Ml manmer, witheut elther hacterial or fungal comaming-
tlon, or eviidence of iriggered apogibosis. This suggests thai the
process is safe for maintainieg cell functionaliy and «ffec-
tive for clinfcal routiee. [n agreement with the data published
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by Miao ef al, [13] we have also obiaimed beiier resais of
winhility, and practically an absence of apopiosis inthe CD0E
cell suhset, compamed with these obialned in the owverall
MK mabset, Indeed, our samples were inthe range of 7-AAD
staining in which no cdonogenic losses are expected, as
conlinmed by aur clomagenic culiure recovery dain

Acvonfing (o e e experimenls 2] and DR iransgdand
ciipcnires [ 14], the washing of DMSCE Tom thawed U sinies
taas been progosed o mpeeve both siability of thawesl cells
and time of newimphd engmirent aifer irnsplam. hewver-
thefess, In two recent publications based on retrospective
climical m=ults [15,16) it has been repormed that washing o
DS in thawed UCE mniis does not resull io an accelemibed
engrifimenl. Before sccepling (heds redille as comcusive, we
shaukd take muo aevoun the Cset that TR trenspland ation in
adidli patieeds i leding corsielersd and than e O34 R dese
Infused in both studles was subogitimal reganding the doss
thresholds (17 = 107 mucleated cofls/kg) meammended by
Wagner et al [17]. Indeed, in the study reporied by MoCanhy
ef al. [16]; althoagh the CD34' kg dose was similar in both
study groups, the dose of mudeated cellsikg was bower, by
almost B, in U volome- reduced group fan in the un-
msunigiiated UCE (14 = 107 nucleated cellsfkg v, 33 = 107
niselested cells/kgh, Whether o no the infsion of tese
levels of THUs affected the transpdant autcomes s unkrown.
In acddition, the authos [15,14] alse ague that becanse the
mumnberof HSC is the majoc limitation for using UCE inoadalt
patients, graft maniuslations resulting in HSC loss or affect-
g SO viahility shoald be avoidel, mdcfuding these foe
wamhing. Takaliashi éf @l 11 5] alio desciss. the bneoisseie e
af transplant contres wsing pon-valldted rechines o per-
form washing. 1n this respect, becatise the auomeated method
described bere does ped e o signifcant fosses aiffecting
tmnsglant HSC dose per kg of mecipiens, and becanse the
wasliing process wonld be effectively stardandized. both
considerations mentioned ahove might be overcome.

As an allernative 0 cell washing. diret infusion afler
thswing af the bedslde B commonly asad i teassplamation
of mohil ized progeniter ool s Howewer, nfusion-edared oom-
plications associated wish direct Infusion of cryoprodect -
ant and lysed cells have been repored. Transplam-relabed
complications ranged from slight mausea, wooding and
hypotension [%,6,18], to severe renal Gauilure and cardio-
wascular complications | 19, 19). Oralt wasling after thawing
almosd eliminates DMS0 amd cell lyvsss prodhects and conld
preeveol those uiedhEimable effects maindy in pacdisloe palients
whio are more siscepdble fo sucl tmnsplant - related roxicities
CWENE B e greater matio of the DMS0 dose infused ger kg
and because they are curently the main UCE transpdam
meciplents.

Adiditicnzlly, the washing process after thawing conlbd be
considered as a sandard technique in CHR if current experi
memial applications, such as combined tramsplaniation of

© 30 Blickwell FuliELing Lid. Vior Seegadnls | 1004] 8T, 165- 172

twin OB wnits Trom different dopors, becotmes 8 successiil
therapy in clinkeal trials, becase of the sssoctabed addiionnl
tooecdty when bwo CB uniss are transpldanted.

Although the vishility of cells in the presence of high
asmnolaity sefufsons is tiane depenfent and decreases rapidly.
the direct infusion at the bedside, = after thawing, resalis
i =afe engraftment, pessibly becamse of the rapid dilntion
af the high osmolariy solution inthe Boedstream. [0 his
sespect wi dlioidd consider that transplans centre logistics
canncd accurately aveold delays n the tme fmon thawing to
transplant, and corsequently graft viabiliy could be affected.
Raatime washing of UCH units after thawing conld thus
facilitate the infusion settings. In addition, other applisations
el Bediefin o e avitommated wishing of CH, sicl as
the preparation of cells for expansicn, calione ar fedher
TrEL il sl .

In summary, we present here the cvalestion of an Ao
mreil process for CH washing after thawing with a byper-
omnolar buffer. Hy usiong this method, cell recoveries and
peogenitor ol viability were consistemly high enough to
comsider sach a technigque as sie and snitable fordinicl nse.
Moreover an imgrorant reduction in e M50 contem was
abserved after washing by asiog two different technigies of
aisdvaiE, tsmolariny caloulaton aml covopmotecian conber
detemmuimtion by HFLC.
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lll.2.2- Estabilizacion osmética de CPH-A descongelada mediante la automatizacion del lavado de

DMSO post descongelacion.

Manuscrito n° 3.

Luciano Rodriguez, Beatriz Velasco, Joan Garcia, Gregorio Angel Martin-Henao.
“Evaluation of an automated cell processing device to reduce the dimethyl sulfoxide from

hemopoietic grafts after thawing. Transfusion 2005.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The direct infusion of thawed hematopoietic progenitor cells is associated to
transfusion related side effects which are thought to be dose dependent to the infused dimethylsulfoxide
(DMSO). Both the effectiveness of a fully automated cell processing device to washing out DMSO and
the effects of DMSO elimination over the recovered cells were evaluated.

STUDY DESIGN AND METHODS: Twenty cryopreserved peripheral blood hemopoietic progenitor cells
bags (HPC-A) were thawed and processed for washing with an automated cell processing device.
Viability, colony forming units (CFU) and absolute count of recovered cells were evaluated by flow
cytometry immediately after washing as well as at different times after washing and compared with a
sample taken just after thawing (control) but maintained at 4°C. DMSO content was measured by HPLC

and the osmolarity with an osmometer.

RESULTS: Median (range) recovery (%)of viable total nucleated cells, viable CD34+ cells and CFU
colonies was 89 (74-115), 103 (62-126) and 91 (46-196) respectively in the washing group. Recovery of
viable CD3 + cells was 97 (42-131), and CD14 + cells was 82 (54-119). Percentage of DMSO elimination
and osmolarity reduction were 98 (96-99) and 90 (86-95), respectively. Moreover, elimination of the
cryoprotectant improved CFU count, viability and cell recoveries along the time when compared with the

control group.
CONCLUSION: Washing-out DMSO in thawed HPC-A by using this approach is safe and efficient in

terms of recovery and viability of nucleated and progenitor cells. Additionally, the removal degree of

DMSO is very high and therefore might ameliorate the transfusion related side effects.

Key words: Washing, thawed HPC-A, DMSO, Cytomate.
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INTRODUCTION

Transplantation of hemopoietic progenitor cells (HPC) from peripheral blood (HPC aphaeresis;
HPC-A) is a commonly used treatment for haemopoiesis reconstitution following high-dose
chemotherapy. Autologous HPCs transplantation involves transfusion of post-thawed cells while

allogenic transplantation is performed with fresh or, less frequently, cryopreserved HPCs.

Freezing process requires the addition of cryoprotectants to prevent cell injury from low
temperature effects '. In this regard dimethylsulfoxyde (DMSO), the most commonly used penetrating
cryoprotectant, is added up to 10% v/v to reduce intracellular ice formation and solution effects 2 during
freezing. At time of infusion, HPCs are thawed and usually infused without manipulation. Consequently,
cells, DMSO and lysis products enter into the patient’s blood 3 It is well documented that during
infusion and /or in the following hours can occur several complications ranging from minor (nauseas and
vomiting, cough, flushing, rash, chest tightness, chills, abdominal pain and hypotension 46 ) to severe
(renal failures and cardiovascular % as well as neurological complications o ). These transfusion related
complications are mainly attributed to DMSO content but also to the infused cell debris and released

intracellular products.

To minimize these complications, cryopreservation of grafts highly concentrated on nucleated

11,12 13

cells (NC) °, the use of less DMSO in the preservation solution , mixture of cryoprotectants 7,

fractionated infusion ™ and CD34+ cell selection techniques '° have been proposed. However, all these

techniques may only reduce in a low extend the final content of cryoprotectant and lysis products.

HPCs washing after thawing has been also proposed to remove DMSO and debris before

1617 by applying centrifugation techniques, either manual or semi-automatic 16,18 Again, these

18-21

transfusion
techniques result in variable and some times poor elimination of DMSO and released lysis products
Indeed, sub-optimal HPC-A washing might result in loss of progenitor cells compromising the

engraftment potential.

Recently a new bench top, fully automated cell processing device, (Cytomate®, Baxter
Oncology, Chicago, IL) consisting in an user-programmable, closed system with a spinning membrane

designed for concentration and washing of blood samples has been made available.

This study was designed to evaluate the feasibility and efficacy of this device on the washing of
HPC-A products regarding to its potential on DMSO reduction and recovery of viable nucleated and
progenitor cells. Additionally, the effects of this procedure on cell viability and recovery along the time

were investigated.
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MATERIALS AND METHODS

Study design

A total of 15 experiments were performed including 10 procedures processing one and 5
processing two HPC-A bags, which are the most common format employed in cell processing
laboratories. The inclusion criteria for this study were products excluded for transplantation (patients
relapse or death) and fully characterized, including total NCs, CD34 cell number and clonogenic assays
data before cryopreservation. Two sets of experiments were carried out: first, one HPC-A bag (N=10)
was washed after thawing and the evolution of the cell populations were monitored after thawing, after
washing and 1, 2, 4 and 24 hours after washing. Second, two HPC-A bags (N=5) were sequentially
washed after thawing and the same testing strategy was applied. In every case an aliquot (30 ml) of the
thawed aphaeresis was maintained in a bag (Lifecell, Baxter) at 4°C without washing and served as a
control. At every point of study, viability, total NC count, clonogenic assay, absolute cell count by flow
cytometric analysis, Osmolarity and DMSO quantification were assessed in the washed and the

unwashed-control products. Sterility tests were also performed just before and after wash.

Processing and cryopreservation

HPC-A from patients with various hematological malignances mobilized with chemotherapy
and/or recombinant human granulocyte-colony-stimulating factor (rHuG-GSF) were used. HPC-A were
processed according to standard validated methods '°. Briefly, HPC-A was centrifuged at 400 g for 15
min to remove plasma and adjust volume, chilled to 4°C and then mixed with 4°C pre-chilled
cryopreservation solution consisting in Ca2+- and Mg2+ free-phosphate-buffered saline (PBS), human
serum albumin (HAS) and DMSO to obtain a final concentration of 10% DMSO (vol/vol) and 2% HSA
(vol/vol). Then, cells were cryopreserved in a controlled cooling rate freezer up to —120°C (rate of
1°C/min up to —40°C, 2°C/min up to —60°C and 10°C/min up to —120°C) and stored in liquid nitrogen.

Thawing and Washing procedures

HPC-A bags were thawed by immersion in a 37 °C water bath. Immediately after thawing an
aliquot was obtained, as a control of the experiments, and kept at 4° C. The remaining product was
connected to the Cytomate device for processing. This machine is a user-definable, computer-controlled
system that ensures cell washing and concentration. The sterile and single-use disposable set consists
in a spinning membrane connected to a filtered wash bag, a waste bag and several spikes to connect
buffers and product bags. Washing program parameters were; an initial 1:1 dilution of the HPC-A at 10
ml/min with a cold PBS buffer containing 5% Dextran 40, 5% HSA and 5% sodium-citrate followed by 5
minutes at 4°C in continuous agitation. After this period washing procedure starts with a pre-cooled PBS
buffer containing 2.5% HSA and 5% sodium citrate. Washing proceeds in a continuous cycling of cell
concentration-wash steps through the spinning membrane. The “residual fold reduction” parameter
which defines the efficiency of the procedure was set at 50.
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Automatic cell count and viability

Nucleated cell count was assessed for each sample by using the automatic cell counter
ACT-diff® (Coulter. Miami. USA). Each sample was tested for viability by using the Trypan Blue
dye-exclusion method (0.4% solution; Sigma Chemicals, St. Louis, MO) at every time point of
study.

Flow cytometric assay.

Samples (1mL) drawn just before and after the washing process were incubated for cytometric
absolute count with anti-human fluorescein-isothiocyanate (FITC) conjugated CD45 monoclonal antibody
(MoAb) (Pharmingen Pharmaceutical, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Double staining was
performed by using one anti human phycoerythrin (PE) conjugated CD34, CD3, CD14 or CD15 on each
tube (Becton Dickinson, Pharmingen Pharmaceutical, Franklin Lakes, NJ) in PBS containing 1% albumin
and 0.1% sodium azide during 30 minutes at 4°C in the dark. After this, samples were lysed in
ammonium chloride during 10 minutes and 20 puL of commercially available fluorescent mycrobeads 2
were added and mixed with the sample just before acquisition for single platform determination
according to manufacturer’s instructions (Perfect-Count, Cytognos, Salamanca, Spain). Absolute cell
counts were measured and analyzed in a FACScalibur flow cytometer using Cellquest software. Cell
viability was measured staining the samples with the vital dye 7-aminoactinomicin D (7-AAD) as
proposed by the ISHAGE guidelines.

Median (range) recoveries were calculated for all the analyzed cell subsets by using the formula:

% Recovery = ((absolute cell count post wash) / absolute cell count post thaw))x100.

Clonogenic assay

Progenitor cell assays were performed at every time point of study with the commercially
available methylcellulose-based H4431 medium supplemented with rHu stem cell factor, interleukin 3,
granulocyte-monocyte-CSF, and rHu-erythropoietin (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Canada).
Briefly, 10° cells were seeded directly from the samples on the methylcellulose-based medium, gently
mixed and then plated on petri dishes. Cultures were incubated at 37°C and in 5-percent CO,. Assays
were run in friplicate. Colony-forming units-granulocyte-macrophage (CFU-GM), burst-forming units-
erythroid (BFU-E), and CFU-Mixed (CFU-Mix) colonies were identified and counted according to

standard criteria * after 14 days of culture.

Osmolarity quantification.

Samples osmolarity (mOsm/l) was measured by depression of freezing point in a
Roebling 1313 automatic osmometer (Hermann Roebling Messtechnick, Berlin, Germany). Before
osmometric determination samples were centrifuged for 5 minutes at 12000 rpm in order to
obtain cells free solutions and were diluted 1/10 in distilled water, after that the samples were
analyzed.

DMSO quantification.
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DMSO content of the samples was determined by HPLC following a reported method .
Previous experiments were performed to confirm that calibration plot of DMSO peak area versus
DMSO concentration was linear and samples had only one peak of DMSO. Samples were
centrifuged for 5 minutes at 12000 rpm in order to obtain cells free solutions and diluted as
needed to obtain DMSO contents falling within the linear range of the calibration plot. Samples
taken just after thawing were diluted at 1/1000 in 10% v/v methanol while samples taken just after
washing were diluted 1/10. The HPLC device employed was a Beckman System Gold HPLC
(Beckman, San Ramon, CA) with multiple solvent delivery systems coupled to a Beckman-168
variable wavelength detector (Beckman, San Ramon, CA). The column used was an Ultrasphere
ODS2 C43 (5um) measuring 4.6x25cm. The mobile phase contained 10% v/v methanol in high-
purity deionized water, 20ul of each sample were injected, flow rate was set to 1.0 ml/min and the

detector was set at 214 nm. With these conditions, DMSO peak eluted after 3 minutes.

STATISTICAL ANALYSIS

Data are shown as medians and ranges unless otherwise indicated. Statistical analysis
was performed using the Wilcoxon’s rank test and comparing continuous variables. P value
<0.05 was considered as significant. Statistical analyses were performed using SPSS 9.0
software (SPSS 9.0, SPSS, Chicago, IL).
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RESULTS
CELL RECOVERIES AFTER WASHING.

Data from fifteen washing procedures performed with a total of 20 HPC-A bags are shown in
Table 1. Median (range) of total nucleated cells (TNCs) loaded into the Cytomate device for washing was
8.7 x 10° (0.8-21.6). The median volume was 82 ml (72-123) and 245 ml (184-257) in the one-bag and
two-bags experiments respectively. Viability of NCs measured by 7AAD staining was 75% (73-89) after
thawing. After washing, viability was 73% (60-91) in the control group and 87% (71-93) (p=0.04) for the
washed cells. Cell viability calculated from TB staining showed similar results for both groups of study
(data not shown)

Immediately after washing there were not statistical differences in the recovery of viable NCs,
CD3+ cells, CD14+ cells and CD15+ cells between the washing and the control group. CD34+ cells loss
was negligible in both groups. Percentage of viable CD34+ cells (CD34+/7AAD-) was 90% (25-99) after
thawing and 95% (75-99) and 92% (61-99) in the washing and control groups respectively. Lose of CFU-
GM or total CFU was around 10% in both groups. Final volumes obtained were 109 ml (91-134) in the one-
bag experiments and 206 ml (183-230) in the two bags experiments.

The washing method described here takes, approximately, 30 minutes per bag.
CELL RECOVERIES AT SEVERAL TIME POINTS AFTER WASHING

In a set of ten experiments the state of cells at different times after washing was assessed and
compared to the control, un-manipulated sample (see Figure 1).

One hour after washing, recovery of viable CD34+ cells (p=0.04) and CFU-GM (p=0.02)
significantly decreased in the control group when compared to the washing group. This difference was
observed in both CD34+ cells and CFU-GM at 2 hours (p=0.04), 4 hours (p=0.02 and p=0.04) and 24
hours (p=0.02) after washing. Similar figure was observed for total CFU along the time between the
washing and control group. In addition, viability of CD34+ cells measured by 7-AAD was higher in the
washing than in the control group at 1 hour (96% vs 87%, p=0.03), although there was not statistical
difference at 2 hours (94% vs 87%, p=0.06), 4 hours (97% vs 95%, p=0.2) and 24 hours (96% vs 95%,
p=0.06) after washing. Viability of TNC (CD45+/7-AAD- events) was higher in the washing than in the
control group at 1 hour (79% vs 74%, p=0.04), 2 hours (82% vs 68%, p=0.04), 4 hours (82% vs 78%,
p=0.04) and 24 hours (87% vs 65%, p=0.008).

DMSO REDUCTION AFTER WASHING
Median quantity of DMSO after thawing was 130 g/L (97-171), equivalent to 12%v/v (9-14). After

washing, DMSO content dropped to 2 g/L (0.5-4) or 0.2 %v/v (0.05-0.21) as measured by HPLC, that

represents a median DMSO reduction of 98% (96 - 99.7). Consistently, osmolarity of the same cell
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suspensions had a median value of 3000 mOsm/L (1545-3000) after thawing and 302mOsm/L (227-402)

after washing, resulting in a median osmolarity reduction of 90% (84-91).
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DISCUSSION

Direct infusion of thawed cells is commonly used in the setting of HPC therapy for hematopoietic
reconstitution. However, such a method implies infusion of DMSO and cell lysis products into the patient’s
blood and might be in part responsible for the transfusion related complications observed in many
patients'*®. Some of these complications are thought to be derived from DMSO induced histamine release,
while others could be directly related to the amount of DMSO transfused®. In order to improve patient
comfort and safety at time of infusion, we evaluated the Cytomate system, (Baxter Oncology, Chicago, IL)

to obtain grafts with minimized DMSO and cell lysis products content.

In this study, we demonstrate that this approach is feasible and allows the HPC-A washing
without major problems during processing as well as a highly effective DMSO reduction. A reproducible
98% elimination of DMSO was determined by HPLC. This chromatographic technique was previously used
in tissue samples® and has been adapted in our laboratory for DMSO quantification in thawed HPC-A.
Accordingly, final osmolarity of the washed cells suspension was reduced to 300 mOsm per L, close to
plasma. Moreover, removal of cryoprotectant by this technique was associated to an irrelevant loose of
HPCs.

Other investigators have used different strategies to wash DMSO from HPC-A. Del Mastro et al
1 reported a direct manual centrifugation method keeping the cells in saline solution containing
deoxyribonuclease. They did not observe any side effects related to transfusion of thawed and washed
HPCs. Unfortunately; they did not give data about HPCs recovery nor DMSO reduction. Syme et al % have
recently reported results from series of HPC-A washed by using a manual centrifugation method. They
reported a median NC lose of 15% but with a CD34+ cells loose of 29%, which is slightly higher when
compared to our results. These differences might be due to the different processing protocol used but also
to the analysis methods as they use a double platform cytometry instead of the single platform used in this

work.

Two different groups 2728 have recently reported their results of washing out DMSO from HPC-A
and cord blood by using the automated Cytomate device in a series of preclinical experiments. They also
reported a very high elimination of DMSO, more than 98%. Moreover, Calmes et at " reported a median
viable CD34+ cell, CFU-GM and CD3+ T-cells recoveries of 66%, 63% and 77% in HPC-A products,
similar to those results obtained by Perotti et al % in cord blood but lower than those obtained in our study.
These differences in cell recoveries among works could have been influenced by the quality of the grafts
after thawing. In this regard mean viability of CD34+ cells after thawing was 66% as reported by Calmes

and 86% in our work. Also, Perotti et al *® reported a NC viability after thawing below 70%.
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Additionally, Calmes et al z performed a simultaneous washing of bags instead of the sequential
strategy followed in this work. In fact, we tested in previous experiments the washing of cells pooled from
two thawed HPC-A bags but cell aggregates and clumps occurred during manipulation resulting in a
progenitor cells loss up to 50% including CFUs (data not shown). Moreover, we introduced immediately
after thawing and dilution, an equilibrium step of 5 minutes using a hiperosmotic buffer as described by
Rubinstein et al *° for cord blood. The rationale of such a step is the control of the osmotic gradient
suffered by cells by adding a buffer with high content in macromolecules and protein which associate free
water. In this regard, osmotic shock might also be affecting thawed cells when directly enter in the blood
and change their osmotic environment. This situation could be prevented by applying the automatic
washing described here as shown by osmolarity values obtained after washing. In fact, additional
experiments introducing washed and unwashed cells into an isotonic environment (n=10, data not shown)
showed that thawed samples directly diluted in phosphate buffer saline suffered a loss of 25% + 21% of
total CD34 + cells as well as a reduction of 15% in viability as measured by 7AAD staining. In contrast
washed cells from the same samples showed a 99% + 21% of recovery without significant changes in

viability after the same manipulation.

Whether washing-out DMSO after thawing affects the speed of engraftment is not clear.
Recently, Syme et al”® compared the time to hemopoietic engraftment in a series of 35 patients with breast
cancer autotransplanted with HPC-A DMSO-washed comparing with a control group of 21 patients
autotransplanted with HPC-A containing DMSO. They did not find differences in hemopoietic recovery
between groups but at time of infusion, the washed group had higher number of CD34+ cells and CFU-GM
than the group containing DMSO. Nevertheless, the authors noted a significant lower incidence of infusion

related side effects in the DMSO-washed group.

Although automatic and easy handling, the washing protocol described here was time
consuming compared to direct infusion after thawing. However, if washing out of DMSO and cell debris is
translated in lesser transfusion related reactions and reduced workload over the nurse staff, this technique

might be considered for routine thawed cells processing.

Another interesting question is whether DMSO is toxic for the cells at different times after
thawing. Based on cell viability studies with bone marrow, Branch et al * found not toxicity of DMSO over
CFU-GM up to two hours at 4°C. In contrast, Douay et al *" reported a loss of CFU-GM of 85% when BM-
HPCs were kept in DMSO at 4°C for a period of 120 min. Additionally, Humpe et al ** have reported a
significant reduction of the clonogenic potential of HCP-A in the presence of DMSO with loss of CFU-GM
up to 40% only 30 min after thawing. Our results also suggest a real negative effect of DMSO translated
into a loss of HPCs around 50% within 90 min after thawing. In this context, we observed a rapid reduction

of viable CD34+ cells and CFU-GM, with less than 50% of recovery in the control group compared to 70%
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in the washed arm two hours after washing. The same behavior was observed at every time of study after
washing affecting counts of CD3 and CD14 + cells which were lower in the group with DMSO. Such
differences in cell counts increased proportionally with time and favored in each case the group where
DMSO was washed out.

Taken together, our results suggest that un-manipulated grafts should be infused as soon as
possible after thawing and that it should be recommendable not to exceed the deadline of one hour.
Additionally, if a time delay from thawing to infusion is expected, it should be recommendable to wash-out
DMSO in order to obtain better cell recoveries and viability. Moreover, washing HPC-A after thawing could
be performed under laboratory-controlled conditions rather than at the bedside improving synchronization
among cell processing laboratories and the clinical staff. Finally, HPC-A wash with this automated device
allows the user to define the final volume of the product and thus, large volume of cryopreserved HPC-A

could be reduced to a suitable volume for infusion

In conclusion, thawed HPC-A washing by using this fully automated cell processing device and
the described protocol is highly effective and reproducible on reducing the DMSO content with a negligible
loss of viable HPCs. Moreover, the washed HPC-A products remain more stable along the time than those
containing DMSO. A further step will be a pilot clinical study in order to assess the clinical safety and

efficacy of this approach.
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TABLE 1. Results of the washing procedure

After thawing Control After washing
Content Content Recovery (%) Content Recovery (%) p#*
Median Range Median Range Median  Range Median Range Median  Range
*TNCs (109) 8.7 (0.8-21.6) 8.6 (0.7-19.4) 95 (61-127) 8.4 (0.7-21.2) 89 (74-115) 0.9
CD34 (106) 17.3  (10.7-64) 17.5 (7.5-65.7) 94  (75-110) 18.2 (7-66.5) 103 (62-126) 0.04
CD3 (1 08) 42  (0.2-590) 44  (0.2-530) 97 (61-112) 36 (0.1-620) 97  (42-131) 0.09
CD14 (108) 24 (0.02-41) 19.1 (0.02-40) 85 (61-104) 17  (0.02-42) 82 (54-119) 0.7
CD15 (108) 1.7 (0.03-12.4) 1.4 (0.02-13) 70 (9-124) 0.11  (0.02-15) 63  (24-121) 0.17
*CFU-GM
(106) 3.3 (0.8-23.1) 28 (0.8-18.2) 88 (21-142) 3.5 (0.95-25) 91 (46-196) 0.2
Osmolarity (1545- (1545- ) } }
(mOsmiL) 3000 3000) 3000 3000) 302 (227-402) 10 (5-14) 0.001
DMSO (g/L) 130 (97-171) 130 (91-171) - 2 (0.54) 2 (1-4) 0.002

*TCNs, Total nuclear cells. "CFU-GM, Colony-forming units-granulocyte-macrophage.

++p value from Wilcoxon rank test statistic comparing recovery values from control and washing groups.
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FIGURE 1. Samples evolution after thawing with or without washing. Recoveries of viable nucleated
cells (NC) (A), CD34+ cells (B), colony-forming units-granulocyte-macrophage (CFU-GM) (C), total
colony-forming units (D), CD3+ cells (E), CD14+ cells (F) and CD15+ cells (G) are shown in washed
(black boxes) and unwashed (white boxes) groups, immediately after washing and at 1 hour, 2 hours, 4
hours and 24 hour after washing.
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RESUMEN DE RESULTADOS:

1- Evidencia de pérdida celular tras descongelacion y dilucién isoténica. Efecto de la aplicaciéon

directa de los protocolos de citometria de flujo sobre el descongelado.

1.1- Recuperacion celular tras dilucion directa del descongelado en PBS.

La recuperacion celular (CNT) y la viabilidad (TB, 7AAD) de productos de SCU y CPH-A descongelados
disminuyen cuando diluimos las muestras en medio isoténico antes del recuento celular. Esta pérdida es
sensiblemente mayor cuando utilizamos la CMF como método de analisis. En las condiciones descritas,
los resultados de recuperacion de CNT vivas calculados con valores de contador automatico se sitian
en el 60% mientras que la recuperacion de células CD34+ vivas estan en torno del 45%.

Estos valores, muy por debajo de lo esperado, sugieren que la pérdida celular podria haber sido debida
al cambio brusco de osmolaridad durante la dilucién fisiolégica del descongelado pero no podemos
descartar el hecho de que los procesos de congelacion y descongelacion pudiesen haber influido en

esta disminucion.

1.2- Efecto de la diluciéon en PBS sobre el recuento y viabilidad celular.

Cuando ensayamos el efecto del retorno a condiciones fisiolégicas sobre productos de CPH-A
descongeladas por CMF evitando la pérdida celular mediada por los procesos de congelaciéon y
descongelacion, las recuperaciones celulares en estos experimentos se calcularon a partir de los
recuentos del producto descongelado, observamos una reduccion del recuento (40%) y de viabilidad
celular (20%) tanto en células CD45+ como en células CD34+. Estos resultados fueron similares a los
obtenidos anteriormente (1.1) y pudimos relacionarlos directamente con el cambio brusco de

osmolaridad sobre las muestras descongeladas.

1.3- Pérdida celular en el control de calidad por citometria de flujo.

Los resultados mostrados en 1.1 y 1.2 fueron reproducidos en unidades de SCU descongeladas cuando
se analizaron por CMF (Manuscrito n° 1), siendo la disminucion de viabilidad el factor principal en la
limitada recuperacioén celular respecto al producto congelado. Es de destacar que en estos ensayos no
hubo una dilucién isoténica antes de los analisis, sugiriendo que la propia técnica citométrica podria
estar mediando un efecto de choque osmoético. La utilizacion de soluciones de lisis en los protocolos de
CMF podria ser una fuente de choque osmaético en muestras descongeladas. De ser asi, actuaria como

un artefacto experimental en los analisis celulares post descongelacion.
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2- Prevencion del choque osmético sobre células descongeladas.

2.1- Prevencion del choque osmoético postdescongelacion mediante la adicion de proteina y
macromoléculas a los medios de dilucién.

El choque osmotico resulta en una reduccion de viabilidad por un mecanismo en el que se supera la
resistencia mecanica de la membrana celular debido a la entrada masiva de agua en la célula en
respuesta a un cambio brusco de osmolaridad. En este sentido, si la pérdida celular observada en los
puntos anteriores (1.1, 1.2, 1.3) es debida a un mecanismo de choque osmoético, esta pérdida puede
prevenirse mediante la adicién a los medios de dilucién del descongelado de moléculas con alta
capacidad de hidratacion (Albumina, Dextrano) que regulen el flujo de agua hacia el interior de las

células en el momento en el que se produce el cambio brusco de osmolaridad.

Observamos un aumento de la recuperacion media de CNT del 20% al diluir el descongelado en medios
isoténicos con un 5% de Albumina y/o Dextrano respecto a las recuperaciones observadas cuando el
medio de dilucién no contenia estas moléculas. La viabilidad de las muestras se comporté de manera
similar aumentando una media del 10% en las muestras diluidas en medio con proteina y/o Dextrano.

Estos resultados se reprodujeron en muestra de SCU y CPH-A descongeladas.

Cuando se utilizé la CMF como método de analisis de muestras descongeladas sometidas a dilucion en
medios isoténicos, observamos que para las células CD3+ y CD34+ de SCU, el recuento celular total
aumentd sobre un 20% cuando utilizamos proteina y/o Albumina en los medios de diluciéon. De nuevo la

disminucién de viabilidad fue la principal causa de disminucion de recuperacion celular.

Por ultimo, cuando ensayamos el efecto de la dilucién directa del descongelado sobre la recuperacion
de colonias clonogénicas observamos que la diluciéon en medios con proteina no fue suficiente para
prevenir la pérdida de colonias respecto a la misma muestra sembrada directamente, sin mediacion de
choque osmotico. Posteriormente, cuando ensayamos el efecto de la extension de la dilucion en la
recuperacion de colonias observamos que mientras que una dilucion en 10 volumenes del
descongelado resultaba en una pérdida de capacidad clonogénica (40%), la dilucién en 1 volumen de la
misma muestra recuperaba casi la totalidad (92%) de la capacidad clonogénica de la muestra,
sugiriendo que el cambio paulatino de osmolaridad de la muestra descongelada es un método eficaz

para la prevencion del choque osmético.
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2.2- Prevencion del choque osmotico postdescongelacion mediante la aplicacion de una etapa

de equilibrio osmético.

La introduccién de una etapa de equilibrio osmaético previene el efecto del choque osmético sobre CPH-
A descongeladas. Asi, mientras que una dilucion 1/10 de las muestras descongeladas en medio
isoténico redujo el recuento (30% - 40%) y la viabilidad (15%), cuando estas muestras fueron
equilibradas osmoéticamente, la dilucion en el mismo medio no afecto ni al recuento (98% recuperacion)
ni a la viabilidad (>90%).

Posteriormente ensayamos el efecto de la etapa de equilibrio osmotico sobre el paso de lisis de
eritrocitos de los protocolos de CMF comparando los resultados de la técnica citométrica con o sin
equilibrio antes de la adquisicion de datos. La introduccion de la etapa de equilibrio rindid un aumento
en el recuento de células CD3+ vivas (30%- 50%) y de su viabilidad (20%-50%) poniendo en evidencia
que la propia etapa de lisis de eritrocitos es una fuente de choque osmético (ver 1.3). Estos resultados
se reprodujeron para muestras de SCU y CPH-A descongeladas. En consecuencia, propusimos y
validamos una técnica de CMF que no se viese afectada por el choque osmético asociado a la etapa de

lisis de eritrocitos.

3- Aplicacién clinica de la prevencién del choque osmético sobre productos hematopoyéticos

descongelados mediante la estabilizacion osmética.

3.1- Aplicacion a una técnica de citometria de flujo para la determinaciéon de calidad de un
producto hematopoyético descongelado.

La técnica citométrica propuesta para la determinacion de células descongeladas se basa en la
introduccién de una etapa de equilibrio osmético antes del marcaje y adquisicion de la muestra. Esta
técnica rindio una alta correlacion (R=0.98) para la determinacion de células CD45+ y CD34+ y un c.v
del 5% cuando las muestras analizadas tenian de 100 a 300 eventos CD34+ por microlito. La etapa de
equilibrio osmético del protocolo propuesto se fijé en 5 minutos reproduciendo experiencias anteriores
en SCU pero la extension de esta etapa hasta los 10 minutos no tuvo ningun efecto en los resultados de
recuento ni de viabilidad de las muestras. Por ultimo, y reproduciendo resultados anteriores (2.2) la
aplicacion de esta técnica frente a una técnica clasica de citometria, sin etapa de equilibrio, rindié un
20%-30% mas de recuperacion de CPH vivas respecto al producto congelado, dando consistencia a la
hipétesis de que la etapa de lisis de eritrocitos es la mediadora del choque osmético durante la

determinacion citométrica del descongelado.
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3.2- Aplicacién a las técnicas de preparacion de productos hematopoyéticos descongelados para
uso clinico.

Finalmente, y como consecuencia légica de los resultados obtenidos, validamos diferentes métodos de
lavado de DMSO en productos hematopoyéticos descongelados que permitiesen obtener un producto
celular para uso clinico estabilizado osmoéticamente y que por tanto no resultara perjudicado por el
cambio de osmolaridad que supone la introduccién en plasma durante la infusién. En este sentido se
validaron preclinicamente dos sistema cerrados para el lavado automatico del DMSO en productos
hematopoyéticos descongelados, uno para SCU (Manuscrito n°® 2) y el otro para CPH-A (Manuscrito
n° 3). Los protocolos de lavado se basaron en la aplicacién de una etapa de equilibrio osmético inicial
de las muestras y la recuperacion de progenitores y colonias fue consistentemente del 90% con ambos
sistemas. En el caso del lavado de SCU descongelado verificamos que no se produjo induccién de
procesos de apoptosis, y aunque estos ensayos no se realizaron directamente en el caso de CPH-A, los
resultados de viabilidad y recuperacion funcional post lavado en estas muestras a lo largo del tiempo
apuntan hacia el mismo sentido. Los productos resultantes del lavado celular mostraron osmolaridades
plasmaticas y la eliminacién del DMSO fue del 98%. Adicionalmente, el efecto de la presencia de DMSO
en las muestras descongeladas a lo largo del tiempo fue evaluado en muestras pareadas de CPH-A
lavadas y no lavadas post descongelacién. La presencia de DMSO redujo el recuento (50%), la
recuperacion clonogénica (60%) y la viabilidad de los progenitores a tiempos de una a dos horas post
lavado aun cuando las muestras se conservaron a 4°C. La recuperacion de CPH y CFU de las mismas
muestras pero en las que se habia eliminado el DMSO fue del 70%. Asi, la eliminacién del crioprotector
en productos hematopoyéticos descongelados es beneficiosa para la conservacién ex vivo del injerto a

medio-largo plazo.
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DISCUSION.

El 70% de los TPH realizados en Espafia'®, los autologos y algunos alogénicos de CPH-A asi
como todos aquellos que se realizan a partir de SCU, incluyen etapas de congelacion, almacenamiento
a temperaturas de —196°C y reconstituciéon del producto hematopoyético para su uso clinico. Se sabe
que todos estos procesos pueden modificar el recuento y viabilidad celular y sin embargo, la dosis de
células CD34+ infundidas al paciente en el momento del trasplante es, habitualmente, la de los
recuentos celulares efectuados antes de la congelacién. En consecuencia, la potencial pérdida celular
durante la criopreservacion e incluso durante manipulaciones posteriores hace que el numero de CPH
en el producto infundido sea en la mayoria de los casos menor que el nimero de células congeladas.
En este sentido se ha reportado, en estudios in vivo, que la etapa de congelacién puede reducir hasta
en un 50% la capacidad de injerto de la MO de ratén .

Dicho de otra manera, las dosis celulares (CD34+ / kg peso receptor) en el TPH estan, en cierto
grado, sobrevaloradas respecto a las dosis reales infundidas al paciente. Este es un hecho asumible y
asumido porque la determinacion sistematica de la dosis real de células CD34+ preinfusion simplemente
implicaria una modificacion de valores en los ejes de las curvas, por ejemplo, de dosis CD34+-tiempo de
implante. Sin embargo, el no analizar exhaustivamente el estado de las CPH antes de la infusién puede

conducir a la no deteccion de una pérdida celular inesperada en un injerto programado para su infusion.

La implicacién clinica de esta pérdida de CPH dependera de la extension del dafo celular
originado durante la criopreservacion y reconstitucion del producto hematopoyético y tendra un impacto
distinto segun la fuente de CPH. Asi, en el caso del TPH con células de CPH-A, como el nimero de
células recogidas supera en la mayoria de trasplantes las dosis minimas establecidas, tendria que
ocurrir una pérdida celular inesperada para disminuir el potencial de implante. Sin embargo, en el caso
de la SCU donde el principal factor limitante para el éxito del trasplante es la dosis celular infundida asi
como en aquellos indculos de CPH-A con dosis limite, esta pérdida podria conducir a un fallo o retraso

de implante de origen aparentemente desconocido.
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Las técnicas de laboratorio para la calificacion y cuantificacion de productos hematopoyéticos
antes de su criopreservacion incluyen el recuento de CNT y de células CD34+ mediante el uso de
contadores automaticos y CMF, asi como ensayos de integridad de membrana mediante tincion con TB
y 7AAD. Sin embargo, tras la descongelacion del producto hematopoyético solo se realiza,

habitualmente, un recuento de CNT y una tinciéon con TB para determinar el estado celular del injerto.

En este sentido, y tal como se muestra en los resultados experimentales obtenidos en este
trabajo de Tesis, la calidad de un producto hematopoyético descongelado depende considerablemente
de la técnica de QC utilizada y sobretodo, de las manipulaciones a las que se somete a las células. Asi,
aunque tras la dilucién de un descongelado en medio isotdnico se obtienen recuperaciones de CNT del
80% y viabilidades del 70% - 75% al utilizar datos del contador automatico, la CMF rinde recuperaciones
del orden del 45% de células CD34+ vivas. Estas diferencias pueden explicarse si se considera en
detalle lo que le pasa al producto hematopoyético, a nivel celular, cuando se somete a las diferentes

técnicas.

El contador automatico de impedancia lisa las células antes de su recuento y cuenta
esencialmente nucleos celulares, no células integras. Por tanto, las posibles lesiones de membrana
pasan desapercibidas para esta técnica que contaria como evento celular cualquier célula lisada o con
defectos en la membrana, sugiriendo que el recuento, per se, no es indicativo del estado celular. Sin
embargo, en el caso de la CMF, una célula CD34+ lisada o que tiene zonas de discontinuidad de
membrana no contaria como evento por la pérdida de tamario, la pérdida de fluorescencia o por ser

detectada como célula muerta por la tincion con 7AAD.

Como el numero total de células en el descongelado no es indicativo del estado celular,
acompanando a un recuento de CNT siempre se realiza una tinciéon con TB para obtener informacion
sobre la viabilidad del injerto. La tincion con TB, basada en la entrada del colorante en el interior celular
aprovechando la existencia de lesiones de membrana, es un reflejo del estado general de las células
descongeladas pero no proporciona informacion del subconjunto de células CD34+. Ya se ha reportado
con anterioridad que el contenido de CNT no correlaciona con el contenido de células CD34+ en un
injerto 126 y por tanto el recuento de CNT y su viabilidad no nos proporciona informacion sobre las CPH.
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Adicionalmente, se sabe que no existe correlacion entre la tincion de viabilidad, la recuperacion
de CNT vivas y la formaciéon de colonias '?'?® debido a la baja proporciéon de progenitores en el
conjunto de las CNT, el 0.3% en SCU y el 1.7% en CPH-A, haciendo que el recuento de CNT y la

viabilidad TB sean poco informativos, también, de la capacidad clonogénica del producto ensayado.

En general, las viabilidades celulares mayores del 50% medidas por TB no correlacionan con la
ratio de capacidad clonogénica antes y después de la criopreservacion de los productos
hematopoyéticos 129 y solo aquellas viabilidades menores del 50% predicen un pérdida significativa de la
capacidad clonogénica de los injertos in vitro. Adicionalmente, los ensayos de viabilidad basados en
exclusion de TB son dificiles de comparar entre laboratorios por falta de estandares en la coloracion de
las células muertas y los resultados pueden verse afectados por el tiempo de incubacion en el medio de

tincidn y por la presencia de eritrocitos y proteina en la muestra '%°.

Asi, se podria dar la paradoja de que una unidad seleccionada para trasplante exhibiera un
contenido aceptable de CNT segun el recuento automatico y la viabilidad TB post descongelacion pero
que contuviese poca capacidad clonogénica 27 5 un recuento de CD34+ sensiblemente disminuido que
comprometieran la probabilidad de implante. Esta situacion ya ha sido reportada con SCU 130 y nos
plantea la cuestién de que cuantas veces un control de calidad adecuado del descongelado podria

haber alertado de la posibilidad de fallo de implante.

Por tanto, para obtener informacion real sobre el estado de las células progenitoras después de
la descongelacién, deberiamos determinar el recuento y viabilidad del subconjunto de células CD34+
por citometria de flujo y/o sus caracteristicas funcionales mediante ensayos in vitro de su capacidad

clonogénica (ensayos CFU, cultivos clonogénicos).

Los cultivos clonogénicos in vitro son largos (2 semanas) y con una variabilidad interlaboratorios
muy grande, se han publicado recuperaciones post descongelacion de CPH de SP que van del 0%
hasta el 300% "“*"' incluso cuando se estandardizaron los medios de cultivo y las combinaciones de

factores de crecimiento en estos ensayos.
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Ademas, el cultivo clonogénico a partir del producto hematopoyético descongelado no es un
control de calidad util para la clinica del TPH debido al corto periodo que pasa, en la mayoria de casos,
entre la criopreservacion del producto y el momento de la infusiéon. No obstante este ensayo seria de
utilidad a partir de las alicuotas de producto congeladas paralelamente con el producto, por lo menos en
cuanto a lo que se refiere a la deteccion de una pérdida significativa de capacidad clonogénica durante
el proceso de congelaciéon. Adicionalmente, como en la actualidad no se realiza habitualmente este tipo
de ensayos con los productos precongelacion, el calculo de recuperacion de capacidad clonogénica
postdescongelacion es inviable para las unidades ya congeladas. De esta manera, el recuento de
colonias post descongelacion serviria en estas unidades para, de forma cualitativa, saber si nuestro
injerto esta o no en el rango de eficiencia clonogénica (n°CFU/n°CD34) esperada.

Finalmente, la razén por la que la CMF del descongelado no ha desplazado a los ensayos de
integridad de membrana en el control de calidad de los productos hematopoyéticos es, seguramente,
por la dificultad técnica de la CMF en este tipo de muestras, porque no existen estudios de comparacion
sistematicos entre métodos de analisis y por la discrepancia en los valores de recuperacion celular que
se encuentran cuando utilizamos una u otra técnica. En este sentido, en un ensayo clinico en el que se
determiné el contenido de progenitores antes y después de manipular el producto descongelado se han
reportado pérdidas de células CD34+ de hasta el 70%. Esta pérdida celular no se tradujo en un retraso
de implante aun encontrandose los indculos en dosis limites, sugiriendo que la técnica empleada para la
determinacion citométrica del descongelado podria haber infravalorado el contenido de CD34+ en esas

muestras ">

La optimizacion de las técnicas de control de calidad de descongelados permitiria establecer el
impacto real de la criopreservacion y reconstitucion del producto hematopoyético sobre la recuperacion
de las CPH antes de la infusidon asi como la deteccion precoz de cualquier evento que pudiese
comprometer la viabilidad y/o recuento celular. Ademas, el conocimiento de la dosis de células CD34+
viables en el momento de la infusion permitira definir mejor las dosis minimas y seguramente, debido a

la sobrevaloracion actual, estableceria umbrales menores.
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Todo producto hematopoyético criopreservado debe ser descongelado para su uso clinico, lo
que implica que todo lo que suceda durante la congelacion celular afectara o debera considerase a la

hora de evaluar y/o manipular el producto descongelado.

En este sentido, es de destacar la hiperosmolaridad de las suspensiones celulares
descongeladas asi como el comportamiento celular en respuesta a cambios bruscos de osmolaridad.
Ambas afectan el estado general del producto descongelado y son factores criticos a la hora de disefar

las técnicas de control de calidad del descongelado.

Las células descongeladas heredan una situacién de hiperosmolaridad debida, principalmente,
a la presencia del DMSO. Nuestros datos de osmolaridad de productos descongelados (1500-3000
mOsm/L) superaron a aquellos calculados tedricamente a partir de la concentracién de crioprotector
(1700 mOsm/L). Esta diferencia puede haberse debido a la existencia en los productos ensayados de
altos porcentajes de células granulociticas, mas sensibles al proceso de criopreservacion, que al lisarse
liberan al medio su contenido aumentando la osmolaridad extracelular. Independientemente del valor
exacto de osmolaridad, las células se encuentran muy lejos de las condiciones de osmolaridad 6ptimas,
fisioldgicas, en un momento (descongelacion) en el que sus membranas celulares estan inmersas en un
cambio de fase (Temp melting) que resta fluidez y que altera aun mas el reestablecimiento de un
metabolismo celular normal. Ademas, los cambios de osmolaridad implican movimiento de solutos a
través de las membranas plasmaticas dependientes de concentracion (ésmosis, difusiéon), que pueden

alterar su integridad.

La hiperosmolaridad afecta significativamente a la recuperacion de CPH descongelados a partir
de 60 minutos y a la capacidad clonogénica de los injertos a partir de 90 minutos postdescongelacion.
Este es un “largo plazo” teniendo en cuenta que el tiempo necesario para el restablecimiento de la
osmolaridad fisioldgica, desde la descongelacién hasta la infusion, se da en cuestion de minutos (15-
40). Los datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran como la capacidad clonogénica y el recuento
de células CD34+ vivas se reduce significativamente (60%), aun manteniendo el injerto a 4°C, en el
plazo de una a dos horas postdescongelacion cuando el DMSO esta presente en la soluciéon, mientras
que la pérdida es aproximadamente la mitad (30%) si se elimina el crioprotector. Ademas, el resto de

células del injerto, linfocitos, monocitos y granulocitos siguieron el mismo patrén.
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La primera conclusion de estos resultados es que la presencia del crioprotector es deletérea
para los productos hematopoyéticos descongelados independientemente de la etiologia del mecanismo
responsable, la toxicidad quimica del DMSO y/o la hiperosmolaridad per se. La segunda conclusion es
que un producto hematopoyético descongelado debe ser infundido lo antes posible si no se elimina el
crioprotector y que el tiempo maximo desde la descongelacion hasta la infusiéon no debe sobrepasar el

limite de seguridad de los 90 minutos.

La hiperosmolaridad en los productos hematopoyéticos descongelados tiene implicaciones mas
sutiles que el tiempo de caducidad. El choque osmdtico afecta tanto a la capacidad clonogénica del

injerto como a los resultados de los controles de calidad del descongelado.

La dilucion directa del descongelado en medios isotdnicos afecta la viabilidad celular de las
CNT, de las células CD34+, de las CD3+ y también la capacidad clonogénica in vitro del injerto. Esta
reduccion de viabilidad tiene su origen en el choque osmoético y se produce en las manipulaciones
implicitas en los controles de calidad como la dilucion para recuento de CNT y la diluciéon en los
tampones hipoosmoticos de lisis utilizados en los protocolos de CMF. Recordemos'" que el volumen
osmaoticamente activo de las células hematopoyéticas va del 60% al 80% de su volumen en condiciones
isoténicas y que las células se comportan como osmdmetros moviendo, en respuesta a los cambios de

osmolaridad, hasta ese volumen a través de sus membranas.

Se puede amortiguar el efecto del choque osmético mediante la adicién a los medios de dilucién
de moléculas que asocian agua a sus estructuras como las proteinas y el polimero Dextrano40. Tal y
como hemos demostrado, la recuperacion de células vivas en un descongelado es directamente
proporcional a la concentracion de estas moléculas en el medio de dilucion seguramente porque
controlan el flujo de agua hacia el interior celular cuando se produce una disminucion de la

osmolaridad '+ 1%

en el medio extracelular. En este sentido, es de destacar que las proteinas y los
polisacaridos como el Dextrano40 pueden asociar moléculas de agua a su estructura por un peso de

dos a cinco veces su peso seco.
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Sin embargo, aunque la simple adicion de estas moléculas en los medios de dilucion (5% v/v)
rindié un 10-20% mas de CNT vivas, hasta el 90%, debido principalmente al aumento de la viabilidad,
tuvo un efecto mas bien discreto en las recuperaciones celulares medidas por CMF, tanto en SCU como

en CPH-A. Se obtuvieron recuperaciones medias de células CD34+ vivas del orden del 60%.

De forma similar, la presencia de macromoléculas durante la induccion del choque osmético por
dilucién no tuvo un efecto beneficioso en la recuperacion de colonias clonogénicas en SCU, que fue del
orden del 60% independientemente de la presencia de Albumina y/o Dextrano40 en el medio de

dilucion.

La extension del choque osmético y la etapa de equilibrio osmotico resultaron factores
importantes en la recuperacion de colonias y de células vivas por CMF en los productos descongelados.
En este sentido, la recuperaciéon de colonias aumenté en un 30% (hasta el 90%) cuando el choque
osmatico del descongelado en presencia de Dextrano40 se realizé por dilucién 1:1 frente a una dilucion
1:10. La osmolaridad es un valor aditivo y la dilucion en un medio isoténico reduce la osmolaridad del
descongelado proporcionalmente a la extensién de la diluciéon, en consecuencia cuanta mayor sea la

dilucion del descongelado en un medio isoténico, mayor sera el choque osmatico.

Este es un factor importante para la utilizaciéon de la técnica de cultivo clonogénico como control
de calidad del descongelado. Los ensayos CFU si han demostrado correlacion con la capacidad de

implante y es una buena medida del estado funcional de las células progenitoras "'

siempre que se
emplee, tal y como sugieren nuestros resultados, sin manipulaciones que modifiquen negativamente el
estado de las células. Para evitar este tipo de artefactos, recomendamos la siembra directa de las
muestras descongeladas en el medio de cultivo, metilcelulosa, que actuaria como un agente de control

de choque osmdtico o una etapa de equilibrio osmatico previa.

Por otra parte, la etapa de equilibrio osmético antes de la determinacion citométrica resulté en
un aumento del 30% - 50% de la viabilidad de células CD3+ en SCU y CPH-A seguramente porque
previno el choque osmético inducido por la etapa de lisis de eritrocitos (soluciones hiperosmolares).
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Cuando determinamos la recuperacion de CPH vivas en muestras descongeladas mediante
CMF con o sin etapa de equilibrio en un estudio pareado, obtuvimos recuperaciones medias del 90% y
60% respectivamente tanto para SCU como para CPH-A. En estos ensayos, independientemente del
protocolo de CMF utilizado (con o sin etapa de equilibrio), el niumero total de células CD34+ entre
muestras pareadas no variaba mientras que la viabilidad celular fue el parametro mas afectado en los
analisis realizados sin etapa de equilibrio, sugiriendo que el choque osmético fue el Unico responsable

de la disminucion de progenitores CD34+ vivos.

Resumiendo, para la prevencion del choque osmético postdescongelacion se deben tener en
cuenta la presencia de proteina y/o Dextrano40 en el medio de dilucién y el cambio paulatino de
osmolaridad. La aplicacién directa de los protocolos de CMF para muestras precongelaciéon rendira
falsos negativos de viabilidad en muestras descongeladas afectando la recuperacion de CPH si no se
previene el choque osmético producido con los medios hipoténicos que rutinariamente se emplean en
esta técnica. Recomendamos, por tanto, que antes de la determinacién citométrica de muestras
descongeladas, estas sean equilibradas osméticamente mediante la dilucion volumen:volumen en una
solucion de Dextrano-Albumina '*. Esta etapa de equilibrio se realiza a 4°C durante cinco minutos y es
de destacar que, en nuestra experiencia, el aumento del tiempo de equilibrio no afectd

significativamente los resultados de recuperacion celular.

La técnica de determinacion citométrica propuesta en este trabajo para el andlisis de productos
hematopoyéticos descongelados se basa principalmente en este paso de equilibrio y ofrece una elevada
reproducibilidad para todos los parametros ensayados, recuento de células CD34+, recuento de células
CD45+ y viabilidad 7AAD, con un coeficiente de variacion entre el 5% — 6% y ninguna otra variacién
respecto a la técnica utilizada con muestras en fresco, lo que facilita su aplicacion a cualquier

laboratorio de control de calidad de productos hematopoyéticos.
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La siguiente pregunta légica respecto al choque osmaético es si la entrada en el torrente
circulatorio de los injertos descongelados, asociada a un cambio brusco de osmolaridad, afecta a la
viabilidad celular. En realidad este es un tema sin resolver de forma empirica, seguramente, por la
complejidad de estudio de los procesos implicados: la dinamica de fluidos (para tratar el impacto de la
unién de dos soluciones con distintas viscosidades), el calculo de la extensién del choque osmotico en
plasma, etc...No obstante, hemos ensayado lo que le sucede a las células descongeladas en el
momento de la infusién mediante el estudio de la dilucién directa en medios isotonicos de muestras
descongeladas. Rubinstein '3 utilizé esta aproximacion y reportd una disminucion de viabilidad del 20%

- 30% cuando las muestras de SCU descongeladas fueron diluidas 1/20 en plasma autélogo.

Si consideramos la volémia de un adulto como el 6% - 7% de su peso corporal y la de un nifio
como de unos 100mL de sangre por kg de peso, obtenemos que para un adulto de 70kg y un nifio de 20
Kg, la volémia total es de 5 L y de 2 L respectivamente. Si el volumen medio de cada aféresis infundida
es de 250 mL y el de cada unidad de SCU de 25mL, la dilucion total de estos productos (CPH-A en
adultos y SCU en nifios) sera de 1/20 en adultos y 1/80 en nifios respectivamente. Aunque nosotros
ensayamos Unicamente diluciones 1/10, observamos una pérdida de un 30% en el conjunto de células
CD34+ vivas y una reduccion del 20% en la viabilidad celular al diluir las células descongeladas en
medios isotonicos, similares a los reportados por Rubinstein, que unido a la observacion de que el
choque osmotico depende de la extension de este, sugiere que la infusion directa de un producto
hematopoyético descongelado puede afectar negativamente a las CPH y por extension a la capacidad

de implante.

Experimentalmente, el estado de las células descongeladas después de someterse a una
dilucién directa en medio isotdnico mejord significativamente mediante la aplicacién de una etapa de
equilibrio osmotico previa de cinco minutos a 4°C en un medio hiperosmolar de Dextrano40-Albumina.
El recuento celular y la viabilidad de muestras equilibradas osmoéticamente se vieron inalterados al
someterlas a un cambio brusco de osmolaridad mientras que muestras pareadas que no fueron
equilibradas previamente disminuyeron dramaticamente su viabilidad. Estos resultados sugieren que la
estabilidad osmdtica de los productos hematopoyéticos tras descongelacion podria resultar en una
disminucién de la pérdida de progenitores durante la infusion y, potencialmente, en una mejora de los

resultados clinicos de recuperacion hematoldgica.
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El otro gran tema que afecta a la infusién directa de los productos hematopoyéticos
descongelados son los sintomas asociados a la infusion de DMSO. La infusion directa al paciente de
CPH descongeladas es la técnica mas utilizada en el TPH por la baja probabilidad de contaminacién, la
ausencia de costes adicionales, ahorro de tiempo y menor riesgo de pérdida de progenitores asociados
a las manipulaciones del descongelado. No obstante, esta practica clinica implica no solo la infusioén de
DMSO, sino también de restos celulares y hemoglobina libre al paciente. Estos factores parecen ser los

responsables de la toxicidad asociada al TPH reportada en muchos pacientes 100101,104,140,141

Algunas de estas complicaciones pueden estar relacionadas con la liberacion de histamina
inducida por DMSO "%, por ejemplo se ha reportado que la ruborizacion, los dolores abdominales y la

% La premedicaciéon con

sensacion de dificultad respiratoria se pueden atribuir a este mediador
antihistaminicos no ha sido efectiva en muchos casos para eliminar estos sintomas a la vez que otras
complicaciones mas serias como bloqueos cardiacos y toxicidad neurolégica han sido asociadas a la
infusion. Por tanto, la toxicidad asociada al trasplante podria ser multifactorial y la eliminacion del DMSO
y los restos celulares podrian disminuir la morbilidad durante y después de la infusion. Por ultimo, no se
puede despreciar el hecho de que una toxicidad aguda durante la infusion pueda afectar la tolerancia de
un paciente a trasplantes posteriores.

La toxicidad del DMSO durante la infusidn es dosis dependiente %%’

, en general se acepta un
limite de 1g de crioprotector por kg de peso de paciente en cada infusién como un umbral maximo de
toxicidad. Por tanto, el impacto de la infusiéon de productos de CPH-A o de una unidad de SCU sera
diferente debido a la diferencia de volumen en estos productos (el DMSO representa el 10% v/v). En
este sentido, nuestros resultados de cuantificacion de DMSO por HPLC en productos hematopoyéticos
descongelados mostraron que una unidad de SCU (considerando un volumen de 25 mL) contendria una
media de 2.95 g de DMSO, mientras que una bolsa de aféresis (considerando un volumen de 140 mL)

presentaria una media de 18.2 g de DMSO.

Si consideramos un paciente pediatrico trasplantado con una unidad de SCU, lo mas habitual, el
umbral aceptado de toxicidad de DMSO solo se superaria con pacientes de menos de 3 kg de peso
mientras que en el caso de un adulto trasplantado con 3 bolsas de CPH-A, ese umbral de toxicidad se

superaria con cualquier paciente de menos de 54 kg.
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Por tanto, la eliminaciéon del DMSO representaria para las unidades de SCU una optimizacion
del estado celular a lo largo del tiempo asi como una medida para estabilizar osméticamente el injerto
antes de su infusion. En el caso de un trasplante de CPH-A, la eliminacion del DMSO seria beneficioso
por estas razones y adicionalmente podria reducir o eliminar la toxicidad asociada al TPH en pacientes

en los que se supera el limite de toxicidad sin necesidad de recurrir a la infusién en dias consecutivos.

La eliminacion del DMSO para mejorar la infusidon de progenitores criopreservados no es una

nueva estrategia 123142

para reducir la toxicidad del TPH. Se han propuesto diversas técnicas que van
desde la utilizacion de menos DMSO en la mezcla de congelacion, la congelacién de productos
altamente concentrados, la seleccion celular precongelacién, hasta el lavado manual del producto
descongelado """'"®'2? Estos métodos han resultado en una eliminacion insuficiente del crioprotector
como para abolir la morbilidad asociada a su infusion y poco o nada eficientes en lo que se refiere a la

eliminacién de restos celulares.

La evaluacion preclinica de dos sistemas automaticos de lavado (SEPAX, CYTOMATE) de
productos hematopoyéticos descongelados mostrd, de forma reproducible, una eliminacién del 98% del
DMSO sin contaminaciéon microbioldgica y una pérdida de progenitores y de capacidad clonogénica
irrelevantes después del proceso. Adicionalmente, como estos procesadores celulares funcionan en
sistemas cerrados, una potencial pérdida celular podria haber sido revertida mediante la recuperacion
de la bolsa de deshecho que hubiera sido procesada de nuevo sin necesidad de salir del sistema
cerrado. Nuestros protocolos de lavado incluyeron una etapa de equilibrio osmético en solucion
Dextrano40-Albumina que permitid la realizacion de los controles de calidad sin el artefacto

experimental que representa el choque osmético en estas manipulaciones.

Otros autores %' han publicado resultados con estos mismos procesadores celulares pero las
recuperaciones de células progenitoras y de capacidad clonogénica, del orden del 70%, fueron
sensiblemente menores que las reportadas en nuestros ensayos (98%). Una explicacién seria el posible
choque osmético producido durante el lavado celular porque estos autores no equilibraron
osmoticamente las muestras descongeladas antes de diluirlas directamente en medios isoténicos.
Ademas, la viabilidad celular de las muestras utilizadas en estos trabajos fue menor (70%) que la

reportada por nuestro grupo (88%), pudiendo afectar por tanto al devenir del proceso de lavado.
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La aproximacion del lavado celular, comparada con la practica de infusiéon directa del
descongelado, consume tiempo y reactivos. Los procesos de lavado reportados consumieron una media
de 30 minutos por bolsa de aféresis y por cada unidad de SCU procesada. Sin embargo, si su utilizacion
se traduce en menos reacciones adversas asociadas a la infusidn y menos carga de trabajo para el
equipo médico, esta técnica podria ser utilizada de forma rutinaria en el TPH de productos
criopreservados. Adicionalmente, como el producto resultante del lavado celular se encuentra en una
osmolaridad plasmatica, esta técnica podria presentar una ventaja adicional en la recuperacion
hematoldgica si, como los ensayos in vitro indican, la infusiéon directa del descongelado disminuye la

viabilidad de las células infundidas.

Respecto a si la presencia de DMSO afecta a la velocidad de implante se han publicado
estudios clinicos con SCU " y CPH-A "°. En este sentido, el estudio con SCU se baso en TPH a
adultos y las dosis de progenitores fueron subdptimas, menos de 10° CD34+ /kg, por lo que la
conclusién de que el lavado del crioprotector no mejora a la velocidad de injerto deberia tomarse con
precaucion porque los resultados de tiempo de implante en este ensayo podrian haber estado
influenciados por las bajas dosis infundidas. En el estudio clinico con CPH-A se comparoé la velocidad
de injerto con productos que se diferenciaban en el contenido en DMSO, 50% de diferencia, y se reportd
una temprana recuperacion en el recuento de neutrofilos en el grupo con menos crioprotector. Sin duda,
seran necesarios mas estudios para definir mejor el papel del lavado del DMSO en los resultados
clinicos del TPH.

En resumen, el lavado de DMSO vy la estabilizacion osmética de los productos hematopoyéticos
antes de la infusién preservan mejor el estado de las células progenitoras a lo largo del tiempo, facilitan
la realizacion de los controles de calidad del injerto por CMF, pueden reducir los efectos toxicos de la
infusion del crioprotector y restos celulares y evita el choque osmético asociado a la infusién, mejorando

potencialmente, la recuperacion hematoldgica del paciente.
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CONCLUSIONES

El choque osmotico producido por la dilucibn en medio isoténico de productos
hematopoyéticos descongelados disminuye las recuperaciones celulares dependiendo de la
técnica de analisis utilizada. Asi, mientras que la recuperacién celular calculada con valores
de contador automatico se situa en el 90%, la CMF rinde valores de recuperacion inferiores al

60% para células CD34+ vivas.

2.

La disminucién de la viabilidad celular, ensayada por métodos de analisis de integridad de
membrana, es el factor principal de la disminucién de recuperacion celular
postdescongelacion. En especial para la CMF como método analitico donde el cambio brusco
de osmolaridad causado por las soluciones hipoosmolares de lisis rinde viabilidades celulares
del 50-60%.

3.

La adicién de proteina y Dextrano 40 a los medios de diluciéon de un producto hematopoyético
descongelado aumenta en un 20% la recuperacion de CNT, células CD3+ y células CD34+
vivas. Sin embargo no tiene ningun efecto beneficioso en la recuperacién de colonias
clonogénicas, sugiriendo que el control del influjo de agua a las células es necesario pero no

suficiente para evitar el fenémeno de choque osmaético.

4.

La estabilizacion osmoética en solucion Dextrano-Albumina previene el choque osmético
producido tanto por la dilucion directa del descongelado en medio isoténico como por el uso
de soluciones de lisis en los protocolos de CMF. La simple introduccién de una etapa de
equilibrio osmético postdescongelacion aumentd la recuperacion celular de CPH (40%), su
viabilidad (15%) y la capacidad clonogénica in vitro (40%) respecto a los QC realizados sin

esta etapa.
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5.

La técnica citométrica propuesta para el analisis de productos hematopoyéticos
descongelados se basa en la aplicacion de una etapa de equilibrio osmotico
postdescongelacion, muestra una alta reproducibilidad (R=0.98), un c.v. del 5% y un aumento
del 30% en la recuperacién de células CD34+ vivas respecto a la técnica de CMF estandar

utilizada precongelacion.

6.

La presencia de DMSO en productos hematopoyéticos es deletérea para la conservaciéon de
los injertos descongelados. Disminuye el recuento de células CD34+ vivas en un 50% y la
recuperacion clonogénica en un 60% dos horas post descongelacién aun cuando las células
se conservan a 4°C. El lavado de DMSO prolonga, por tanto, la estabilidad ex vivo de la

muestra descongelada.

7.

Los sistemas automaticos de lavado de DMSO, SEPAX y CYTOMATE son efectivos para uso
clinico en términos de recuperacién celular, recuperacion de colonias clonogénicas y
seguridad microbiolégica. Adicionalmente, la eliminacion de DMSO con estos sistemas es del
98% y el producto resultante muestra un valor de osmolaridad similar a la del plasma que

prevendria un posible choque osmético durante la infusion del producto descongelado.
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