REIVINDICACIONES

Un método para preparar las células madre para su trasplante a un paciente que lo

necesite que comprende:
recolectar un hemoderivado que contiene células madre en un entorno absorbedor
de oxigeno que comprende un recipiente de recoleccion hipdxica que comprende un
aislante de O, caracterizado por una permeabilidad al oxigeno (O,) menor de 0,5 cc de
oxigeno por metro cuadrado por dia y un absorbente de oxigeno;
mezclar el hemoderivado hasta que la presién parcial de oxigeno (pO,) inicial del
hemoderivado se reduzca entre 80 y 95%;
separar los leucocitos y las células madre de dicho hemoderivado, que comprende
pasar dicho hemoderivado por un filtro en donde las células madre y los
leucocitos se retienen en dicho filtro para preparar un hemoderivado con
disminucion de leucocitos y células madre;
eluir dichas células madre de dicho filtro con un medio isoténico; y
transferir dichas células madre a un recipiente de almacenamiento hipoxico que
comprende un aislante de O, caracterizado por una permeabilidad al oxigeno
(O,) menor de 0,5 cc de oxigeno por metro cuadrado por dia 'y almacenar dichas
células para preparar células madre hipdxicas almacenadas.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas transferir dichas
células madre a un recipiente de expansion de células madre hipdxicas antes o
después de dicha transferencia a dicho recipiente de almacenamiento hipoxico y
expandir dichas células madre para formar una poblacibn de células madre
expandidas.
El método de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende ademas trasplantar
dichas células madre expandidas a un paciente que lo necesite.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde cada una de dicha mezcla,
separacion, elucion y transferencia se realiza a una pO2 de entre 400 y 2000 Pa.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha mezcla es por hasta 3
horas.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha mezcla es hasta que la
presién parcial de oxigeno (pO,) inicial de dicho hemoderivado se reduzca al menos
50%.
El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho medio isotdnico es medio

isoténico desoxigenado que comprende una pO, de al menos 5333 Pa.
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El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha transferencia comprende
eluir directamente en dicho recipiente de almacenamiento hipoxico.
El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha elucién comprende de
50 a 200 mL de dicho medio isoténico.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas equilibrar dicho
medio isoténico con oxigeno en el aire.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho recipiente de
almacenamiento hipéxico comprende un receptaculo externo sustancialmente
impermeable al oxigeno, un recipiente de sangre interno plegable, un absorbente de
oxigeno o de oxigeno y dioxido de carbono situado entre dicho receptaculo externo y
dicho recipiente de sangre interno plegable, y al menos una entrada/salida que es
sustancialmente impermeable y que pasa a través de dicho receptaculo externo y que
estd en comunicacion fluida hipdxica con dicho recipiente plegable, en donde dicho
recipiente de almacenamiento hipéxico comprende menos de 1,400 Pa pO.,.
El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho hemoderivado se
selecciona del grupo que consiste en sangre periférica, sangre de cordén umbilical
humano (HUCB) y médula 6sea.
Un método para preparar las células madre para su transfusion que comprende:
recolectar un hemoderivado que comprende células madre;
separar los leucocitos y las células madre de dicho hemoderivado;
transferir dichas células madre a un recipiente de almacenamiento hipéxico que
comprende un aislante de O2 caracterizado por una permeabilidad al oxigeno
(02) menor de 0,5 cc de oxigeno por metro cuadrado por dia, y
almacenar dichas células madre en un entorno hipéxico a una presién parcial de
oxigeno menor de 3500 Pa durante un periodo de tiempo a una temperatura
menor de 37°C.
El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicho recipiente de
almacenamiento hipbéxico comprende un receptaculo externo sustancialmente
impermeable al oxigeno, un recipiente de sangre interno plegable, un absorbente de
oxigeno o de oxigeno y dioxido de carbono situado entre dicho receptaculo externo y
dicho recipiente de sangre interno plegable, y al menos una entrada/salida que es
sustancialmente impermeable y que pasa a través de dicho receptaculo externo y que
esta en comunicacion fluida con dicho recipiente plegable, en donde dicha combinacion

comprende menos de 1,400 Pa pO.,.



15. Un método para preparar las células madre para su trasplante que comprende:
recolectar sangre de cordén umbilical humano (HUCB);
separar los leucocitos y las células madre de dicha HUCB al pasar la HUCB por
un filtro de reduccion de leucocitos y un filtro de retencion de células madre;
eluir dichas células madre de dicho filtro de retencién de células madre con un
medio isotonico; y
transferir dichas células madre a un recipiente de almacenamiento hipéxico.
16. Un kit para procesar las células madre para su trasplante que comprende:
un recipiente de recoleccion hipéxica;
un filtro de leucocitos y recuperacion de células madre;
un primer recipiente de almacenamiento hipéxico accesorio para recolectar el
sobrenadante filtrado;
un segundo recipiente de almacenamiento hipdxico accesorio que comprende un
medio de mantenimiento de células madre;
en donde dicho segundo recipiente de almacenamiento hipdxico accesorio esta en
comunicacion fluida con dicho filtro de leucocitos y recuperacion de células
madre,
en donde dicho kit comprende una presion parcial de oxigeno (pO2) menor de
1,400 pascales (Pa).
17. Un método para preparar las células madre para su trasplante que comprende:
exponer un recipiente de almacenamiento hipoxico que comprende células madre
hipoxicas almacenadas congeladas a 37°C;
sumergir dicha bolsa de almacenamiento hipéxico que comprende células madre
hipoxicas almacenadas congeladas en un bafio de agua a menos de 42°C para
descongelar dichas células madre congeladas para generar células madre
hipéxicas almacenadas descongeladas;
diluir dichas células madre hipdxicas almacenadas descongeladas con un volumen
igual de solucidon hipoxica que contiene 2,5% (peso/vol) de albimina humana
para formar células madre diluidas hipéxicas almacenadas.
18. Un método para preparar las células madre para su trasplante que comprende:
exponer una bolsa de almacenamiento hipéxico que comprende células madre
hipdxicas almacenadas congeladas a al menos 25°C para formar células madre
hipdxicas almacenadas descongeladas;

centrifugar dichas células madre hipoxicas almacenadas descongeladas y retirar



el sobrenadante; y
volver a suspender dichas células madre hipdxicas almacenadas en una solucién
gue comprende 3% de dextrano 40, en donde la bolsa de almacenamiento
hipoxico comprende un entorno hipoxico de menos de 3500 Pa.
19. Un método para preparar las células madre para su trasplante a un sujeto que lo
necesite que comprende:
descongelar las células madre hipdxicas almacenadas;
expandir dichas células madre hipdxicas almacenadas en un sistema de expansion
de células madre hipdxicas para preparar células madre hipdxicas expandidas;
y
trasplantar dichas células madre hipéxicas expandidas a dicho sujeto que lo
necesite, en donde la bolsa de almacenamiento hipdxico comprende un entorno
hipéxico de menos de 3500 Pa.
20. Un método para preparar las células para su trasplante que comprende
recolectar un hemoderivado que contiene células madre en un entorno absorbedor
de oxigeno que comprende un recipiente de recoleccion hipéxica, en donde
dicho recipiente de recoleccién hipoxica comprende un aislante de oxigeno (02)
caracterizado por una permeabilidad al O2 menor de 0,5 cc de oxigeno por
metro cuadrado por dia y un absorbente de oxigeno;
mezclar el hemoderivado hasta que la presién parcial de oxigeno (pO2) inicial del
hemoderivado se reduzca entre 80 y 95%;
separar los leucocitos y las células madre de dicho hemoderivado, lo que
comprende pasar dicho hemoderivado por un filtro de unién de células madre
para preparar un hemoderivado con disminucion de leucocitos y células madre;
eluir dichas células madre de dicho filtro con un medio isoténico; y
transferir dichas células madre a un recipiente de almacenamiento hipdxico que
comprende una bolsa interna compatible con células que comprende un
material que tiene una permeabilidad al oxigeno (O2) mayor de 25 Barrer y
formar células madre hipdxicas almacenadas,
en donde dichas células madre no se exponen a condiciones norméxicas por
mas de una hora entre dicha recoleccion y dicha transferencia, en donde
dichas condiciones normo6xicas comprenden al menos alrededor de 21,000

pascales de presion parcial de oxigeno.



