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Procedimiento para la separacion de sangre, recipiente de separacién para una centrifugadora de sangre, sistema
para el llenado de un recipiente de congelacién )
DESCRIPCION

La invencién se refiere a un procedimiento para la separacién de sangre, obteniéndose diferentes fracciones de
sangre — eritrocitos, capa leucocitaria y plasma sanguineo, introduciéndose la sangre en un recipiente de separacién
y centrifugandose después en diferentes secciones fluidicamente conectadas del recipiente de separacion,
dispuestas una sobre otra, especificamente una seccidon superior que recibe el plasma sanguineo, una seccién
central para recibir la capa leucocitaria y una seccion inferior para recibir los eritrocitos. Dicho procedimiento se
describe por ejemplo en el documento WO84/02091.

Ademaés, la invencidn se refiere a un recipiente de separacion para una centrifuga de sangre, en particular para la
realizacién del procedimiento, con una seccién inferior para la recepcion de eritrocitos, con una seccién central para
la recepcién de la capa leucocitaria y con una seccién superior para la recepcidén de plasma sanguineo, presentando
la seccion central una dimension transversal mas pequefia que la seccidon superior € inferior, estando las secciones
fluidicamente conectadas y pudiéndose separar la seccién inferior de la seccion central.

Finalmente, la invencién se refiere a un sistema para el llenado de un recipiente de congelaciéon con una fraccion
sanguinea obtenida tras centrifugacidn, es decir capa leucocitaria, y para la preparacion de la capa leucocitaria con
finalidades de crio-conservacion en el recipiente de congelacion, en particular empleando una forma de realizacion
del recipiente de separacion segun la invencién y en particular llevando a cabo una forma de realizacion del
procedimiento segun la invencion.

La sangre se puede separar mediante una centrifuga en diferentes fracciones sanguineas, girando rapidamente la
centrifuga a determinadas revoluciones y a lo largo de una duracién deteminada. Tras el centrifugado, la naturaleza
de la sangre se ha modificado en el recipiente de separacion. Los componentes individuales se han dividido en
plasma sanguineo, que se compone sobre todo de proteinas y agua, capa leucocitaria y eritrocitos. La capa
leucocitaria contiene todos los leucocitos yla mayor parte de trombocitos. Los eritrocitos presentan el peso mas alto,
seguidos de los leucocitos ylos trombocitos en la capa leucocitaria y en el plasma sanguineo.

La descomposicion de la sangre en sus componentes no s6lo es necesaria en procedimientos diagnésticos u otras
aplicaciones de laboratorio, sino también en el ambito de la crio-conservacion de sangre del cordén umbilical. La
congelacion implica costes elevados. El espacio en dispositivos de baja temperatura en bancos de sangre es
limitado y caro, ya que alli las muestras se deben ultracongelar empleando nitrégeno liquido. Por esa razén existe
una necesidad general de reducir el volumen. El material para congelar se debe disponer en bolsas del menor
volumen posible. Como material para congelar interesa la capa leucoditaria, ya que contiene células madre. La
fraccion separada de capa leucocitaria se debe conservar, para poderla administrar mas tarde a los pacientes. La
conservacion o crio-conservacion se realiza empleando el compuesto quimico dimetilsulfoxido, en adelante
denominado DMSO, en un recipiente de congelacion. El compuesto quimico DMSO sirve para concentrar el liquido
celular en el preparado, para compensar alli las diferencias entre las diferentes presiones osmoticas. De este modo
la capa leucocitaria o la sustancia celularse protege de la destruccidn/reventado de las células. De fooma alternativa
al DMSO puro se podria emplear también un agente de crio-conservacion premezclado, como por ejemplo
DEXTRAN 40.

Tras la centrifugacion se ha fomado un limite de fase entre la fraccion de capa leucocitaria de interés aqui y los
eritrocitos. La posicion del limite de fases siempre es distinta segun las propiedades y cantidades de la sangre. De
este modo se dificulta la toma dirigida de la capa leucocitaria y el rendimiento no es éptimo. En lo que se refiere al
limite entre el plasma sanguineo y la capa leucocitaria, ésta juega un papel subordinado. Por lo general, el plasma
sanguineo también se extiende en la seccion central, ya que la cantidad de capa leucocitaria es muy pequefia. En la
preparacién de la sustancia que se tiene que congelar, habitualmente la capa leucocitaria se mezcla también ocon
plasma sanguineo y otras sustancias.

En el documento DE 10 2008 047 068 A1 ya se describe una centrifuga que dispone de un recipiente de separacién
con dos contenedores que estan fluidicamente conectados entre si mediante un tubo de plastico flexible. Existe una
seccion superior, una seccion central y una seccion inferior, en las cuales se centrifugan las diferentes fracciones de
la sangre. Alli aparece el cumplimiento de sistemas cerrados en lo referente a instalaciones de entrada y salida y
recipientes de separacion y conexiones estériles. La capa leucocitaria se recoge en la seccién central o en el tubo de
plastico y mediante pinzas la secciéon central se puede separar de la seccién inferior, en la que se recogen los
eritrocitos. Alli la sangre que se tiene que centrifugar se puede afadir con volumen preciso, aunque en el estado de
la técnica que se trata no se obtiene ninguna separacion de fases definida. La recogida de la capa leucocitaria en la
seccion central, en la que también se extiende plasma sanguineo, se produce conforme a valores experimentales y
el volumen de la seccion central se aprovecha unas veces mas y unas veces menos.

Un recipiente de separacion, que no obstante se prevé exclusivamente para el procedimiento de sedimentacion, y
presenta también tres secciones —seccion superior, seccién central con escasa seccion transversal frente a las ofras
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dos secciones, seccion inferior, se conoce a partir del documento DE 2741398 A1. Alli se describe que las secciones
superior e inferior presentan una relacién de volumen que esencialmente equivale a la relacion de volumen que
impera en la sangre entre los eritrocitos y el plasma. Asi, la superficie que separa el plasma de los eritrocitos se
debe encontrar en la parte central o en la interconexion de la zona. No se describe donde transcurre exactamente el
limite de fases. Aqui también se trata mas bien de apreciaciones y no se da una concrecién del limite de fases en
vista a las diferentes cantidades y muestras de sangre.

La invencion se basa en el objetivo de proporcionar un procedimiento o un recipiente de separacién del tipo que se
trata, asi como un sistema, optimizandose la obtencion de la capa leucocitaria.

Con el procedimiento y el recipiente de separacion se dirige la optimizacion en particular de la obtencién de un limite
de fases definido entre los eritrocitos centrifugados y la capa leucocitaria centrifugada, para optimizar el rendimiento
de la capa leucocitaria.

Con el sistema la optimizacion esta exenta de contaminacion a partir del instante en que la sangre se deposita en el
recipiente de separacion y se dirige a la obtencion de un recipiente de congelacién manejable para la crio-
conservacion, por lo que se debe optimizar la obtencidén y también el transporte y almacenamiento de la capa
leucocitaria. Con el sistema se consigue en particular un recipiente de congelacion adecuado para el
almacenamiento/ crio-conservacion en un banco de sangre, el cual se rellena con la capa leucocitaria bajo
condiciones exentas de contaminacién, evitando el contacto con el entorno. En particular, con el sistema se deben
cumplir las correspondientes etapas del procedimiento descritas aqui, con la ayuda del correspondiente recipiente
de separacion descrito aqui, en relacion con la preparacion de al menos un recipiente de congelacion.

El objetivo indicado anteriommente se alcanza en relacion con el procedimiento mediante las caracteristicas de la
reivindicacidon 1 o de las reivindicacion 2. A continuacion, un procedimiento de la técnica que se trata se configura de
manera que en vista del valor de hematocrito de la sangre introducida se determina el volumen de envasado futuro
de los eritrocitos que se tienen que centrifugar, de manera que la seccién inferior en su volumen de recogida se
ajusta al volumen de envasado de eritrocitos que se espera tras la centrifugacion, de manera que el limite de fases
que se forma al centrifugar se situa entre la capa leucocitaria y los eritrocitos en una zona de la seccién central
cercana a la seccion inferior del recipiente de separacion, y que la cantidad de sangre que se tiene que introducirse
indica en el recipiente de separaciéon con un volumen preciso, teniendo en cuenta el volumen esperado de envasado
de eritrocitos; presentando ademas las caracteristicas sefialadas en las reivindicaciones 1 o0 2.

El objetivo indicado anteriomente se alcanza en relacién con el recipiente de separacion mediante las
caracteristicas de las reivindicaciones 9 o 10. A continuacion, un recipiente de separacion de la técnica que se trata
se configura de manera que la seccién inferior en lo que respecta a su volumen de recogida se puede ajustar al
volumen de envasado de los eritrocitos esperado tras la centrifugacion, de manera que el volumen de envasado
esperado de la seccion inferior esenciaimente esta disponible en su totalidad y que por consiguiente el limite de
fases entre los eritrocitos y la capa leucocitaria se encuentra en una zona de laseccion central cercana a la seccién
inferior, presentando ademas las caracteristicas sefialadas en las reivindicaciones 9 o 10.

El objetivo indicado anteriommente se alcanza en relacion con el sistema mediante las caracteristicas de la
reivindicacion 21. A continuacién, el sistema presenta las caracteristicas siguientes:

se prevén un dispositivo de entrada para sangre, un recipiente de separacién y un recipiente de congelacion.

el dispositivo de entrada para sangre comprende al menos la introduccion de anticoagulante y una secciéon de toma
de muestras y esta unido al recipiente de separacion.

El dispositivo de entrada para sangre se puede separar de forma estéril del recipiente de separacion tras el llenado
del recipiente de separacion y antes de a centrifugacion.

El recipiente de separacion presenta una seccion inferior, una seccion central y una seccién superior.

La seccion central, tras la centrifugacion mediante la retirada de las secciones superior e inferior se puede
transformar en un recipiente de congelacion.

La seccion central o el recipiente de congelacidon esta unido de forma estéril a una jeringa, a un dispositivo de
entrada para DMSO y a un dispositivo de compensacioén de presion.

La jeringa, el dispositivo de entrada para DMSO vy el dispositivo de compensacion de presion se pueden separar de
forma estéril segun la preparacién de la capa leucocitaria del recipiente del recipiente de separacion, es decir, como
se define en la reivindicacién 21.

Partiendo del estado de la técnica conocido en la practica se reconoce acerca del procedimiento que segun las
propiedades y cantidad de la sangre se obtiene siempre otra posicion del limite de fases, de manera que se dificulta
la recogida dirigida de la capa leucocitaria. Ademas, se reconoce que es deseable que el limite de fases obtenido
mediante centrifugacion entre los eritrocitos y la capa leucocitaria se forme en una posicién prefijada. El limite de
fases debe situarse de foma éptima en el limite entre la seccion inferior y la seccion central del recipiente de
separacion, de modo que la seccion central esté solamente a disposicién de la capa leucocitaria, dado el caso el
plasma sanguineo, en cualquier caso no de los eritrocitos, y el rendimiento no se reduzca. Finalmente se reconoce
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que se puede conseguir una posicion prefijada del limite de fases cuando mediante el valor de hematocrito de la
sangre introducida se detemina el volumen de envasado futuro de los eritrocitos que se tienen que centrifugar,
cuando la seccion inferior en su volumen de recogida se ajusta al volumen de envasado esperado tras la
centrifugacién de los eritrocitos de manera que el limite de fases formado al centrifugar entre la capa leucocitaria y
los eritrocitos se posiciona en una zona de la seccién central del recipiente de separacién cercana a la seccion
inferior, y cuando la cantidad de sangre suministrada se introduce con un volumen preciso, teniendo en cuenta el
volumen de envasado esperado de los eritrocitos, en el recipiente de separacién. La sangre puede tratarse, por
ejemplo, de sangre de cordén umbilical o sangre del banco de sangre, que contiene en cada caso anticoagulante.

Para la deteminacién del valor de hematocrito se pudieron analizar valores estandar y obtener de ellos conclusiones
en lo referente al volumen de envasado de las células de la muestra de sangre presente. De forma ventajosa se
podria realizar una determinacion mucho mas precisa del valor de hematocrito mediante la toma de muestras de la
sangre introducida. Segun el valor de hematocrito obtenido mediante una centrifugacién por separado en un
recipiente de separacion sencillo se puede determinar entonces el volumen de envasado de los eritrocitos esperado
tras la centrifugacion y realizar entonces la introduccidn en el recipiente de separacién segun la invencion.

Por las mediciones se conoce la relacion entre el volumen de envasado de los eritrocitos tras la separacion. Junto
con el valor de hematocrito determinado se puede calcular qué volumen de envasado de eritrocitos resulta si se
centrifuga. Por ejemplo, si se ha introducido una cantidad de 100 ml de sangre de cordon umbilical, entonces es de
prever un volumen de envasado de los eritrocitos entre 40 y 60 ml. Es decir, se debe prever un volumen de recogida
entre 40 y60 ml en la seccidn inferior del recipiente de separacion que toma los eritrocitos tras la centrifugacion.

El ajuste del volumen de recogida de la seccion inferior en el volumen de envasado esperado de los eritrocitos se
podria realizar mediante modificaciones de modelado. Para ello la seccién inferior podria presentar por ejemplo
compartimentos desconectados o desunidos o interrumpidos. También se puede considerar un ensanchamiento de
la seccidn inferior, pudiéndose unir compartimentos prefabricados mediante valvulas de cierre. El ajuste del volumen
de recogida se podria obtener también mediante una medida de relleno. Por ejemplo la seccidon inferior se podria
rellenar con una bolita inerte, hasta que ajuste el volumen de recogida restante. En cualquier caso se debe impedir
que la capa leucocitaria se deposite en la seccion inferior o en la seccidn superior.

En el caso de la separacién de zonas de la seccidn inferior tiene lugar una modificacion del volumen irreversible.
Como siempre se debe tener en cuenta también un factor experimental, como el tempo y la rapidez de
centrifugacion, pueden producirse imprecisiones. En el caso de que el volumen de envasado se calcule demasiado
justo, los eritrocitos llegarian a la seccion central. En dicho caso se podrian retirar eritrocitos rapidamente, de modo
que el nivel de eritrocitos baje y la seccidn central esté de nuevo libre de eritrocitos. En el caso de ajuste reversible
del volumen de envasado — por ejemplo en el llenado con glébulos — éste se podria alejar en la medida necesaria o
también se podrian desplazar las pinzas.

El ajuste del volumen de recogida de la seccion inferior al volumen de envasado de los eritrocitos esperado tras la
centrifugacién se podria realizar con la ayuda de un escalado en la seccion inferior. También se podria trabajar con
una seccioén inferior que presenta diferentes compartimentos con volumen definido y asi se obtiene un ajuste.

Sin datos de volumen precisos de la sangre en el recipiente de separacion no podria tener lugar la recogida éptima
de los eritrocitos en la seccion inferior. Por tanto, la introduccidn de la sangre se podria realizar preferentemente con
la ayuda de un escalado vertical en el recipiente de separacion, el cual se extiende a los largo de las tres secciones
(seccion superior, seccion central, seccidn inferior).

Para favorecer la sedimentacion antes de la centrifugacion se podria afadir a la sangre otra sustancia, en particular
solucién de hidroxietil almidén, en adelante denominada HES. La adicién se podria realizar en el recipiente de
separacion tras la adicién de sangre. La cantidad necesaria de HES se podria calcular teniendo en cuenta la
cantidad de sangre introducida y afiadirse siempre con volumen preciso. La adicién de HES se podria controlar
mediante el escalado vertical.

Tras la centrifugacion se realiza segun la invencion la separacion de la seccion inferior de la seccion central. Aqui se
prefiere emplear la soldadura estéril como procedimiento de separacion o la desconexidon. Al separar la seccion
inferior se produce sobre todo que la separacion sin pérdidas para la capa leucocitaria, es decir se pueden aceptar
las minimas cantidades de eritrocitos en la capa leucocitaria en el proceso de separacion. Naturalmente se produce
también una separacion de la seccidn central de la seccion superior. En base a esto se pueden realizar otras etapas
de procedimiento con la capa leucocitaria de gran interés aqui para la obtencion de células madre.

Es de esencial importancia para la continuacion de la presente invencion el transporte y el almacenamiento de las
capas leucocitarias recogidas en la seccién central. Segun un ejemplo de realizacion preferido, toda la capa
leucocitaria recogida se podria depositar en un recipiente de congelacion, cuyo componente es la propia seccion
central. Para ello la unién se fabrica con la zona del recipiente de congelacién separada anteriormente durante la

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2554477713

centrifugacion. En este ejemplo de realizacion preferido se ahorra altura de construccion, ya que el recipiente de
separacidon segun la invencion debe ajustar en un vaso de centrifuga estandarizado.

Segun un ejemplo de realizacidn alternativo, la capa leucocitaria podria situarse también sobre la seccidon central en
un recipiente de congelacion, que se dispone preferentemente en la seccion superior del recipiente de separacion y
esta fluidicamente conectado con éste por ejemplo mediante una conduccidon conectada de forma estérnil. Tras la
centrifugacion ytras la separacion de la seccion inferior de la seccidn central se podria fabricar entonces la conexion
fluidica entre el recipiente de congelacién y la seccion central. En este ejemplo de realizacién es ventajoso
considerar dos centrifugaciones, teniendo lugar la segunda centrifugacion en direccién contraria tras la separacion
de laseccion inferior y sirviendo para transportar la capa leucocitaria a la seccion superior y finalmente al recipiente
de congelacién unido a ésta, conectado fluidicamente y el plasma sanguineo mas ligero en la seccion central. La
seccion inferior separada por ejemplo por una costura de soldadura, pero todavia presente, podria someterse al
segundo proceso de centrifugacion. La seccidn inferior separada se podria dar la vuelta, ya que en la segunda
centrifugacion se llena directamente el recipiente de congelaciéon y se debe tener en cuenta la altura construida del
vaso de centrifugacién estandarizado. La conduccion de unién entre el recipiente de congelacién y el recipiente de
separaciéon se podria mantener en un estabilizador.

Sobre la aceleraciéon de la centrifugacién se debe mencionar que, para la sangre a la que se ha afadido HES y se
ha planificado un segundo proceso de centrado, es suficiente un valor pequefio. Después para la segunda
centrifugacion se debe acelerar considerablemente, para introdudir la capa leucoditaria suficdentemente en la seccion
prevista para ello.

Los procesos referidos a la capa leucoditaria centrifugada en el recipiente de congelacion se podrian configurar por
el contrario segun la variante del procedimiento conforme a la invencion de modo que también el recipiente de
congelacion — como anteriormente la seccion inferior — en lo referente a su volumen de recogida se ajusta a la
cantidad de capa leucocitaria visible tras la centrifugacion. El ajuste se podria realizar, por ejemplo, mediante la
separacion de compartimentos del recipiente de congelacion. La separacion de los compartimentos fluidicamente
conectados se podria facilitar mediante puentes insertados dentro del recipiente de congelacion. Esta claro que el
recipiente de congelacion tras el ajuste del volumen de recogida y tras el llenado con la capa leucocitaria o dado el
caso al menos de otra sustancia debe estar completamente aislado y finalmente también separado de la seccion
superior. De este modo se consiguen recipientes de congelacidn pequefios y manejables, que se llenan de forma
6ptima y no ocupan espacio superfluo en caros bancos de sangre / instalaciones de baja temperatura. Para el ajuste
del volumen de recogida del recipiente de congelacion para la recogida de capa leucoditaria se debe tener en cuenta
que ofras sustancias, en particular DMSO, dado €l caso plasma sanguineo o unamezcla de ellas se deben tener en
cuenta para el ajuste del volumen de recogida.

Alternativamente a un introduccion de sustancia mediante una conduccién de entrada, en el recipiente de
congelacion se podria prepara ya con antelacion un reservorio con DMSO. Por ejemplo se podria desconectar una
zona en el recipiente de congelacién para formar el reservorio. Si el redpiente de congelacion dispone de
compartimentos, el reservorio también se podria formar mediante al menos un compartimento. Después de tener
lugar el llenado del recipiente de congelacién con capa leucoditaria, se podria fabricar la conexion entre los
compartimentos del recipiente de congelacion llenos con DMSO por un lado y con capa leucocitaria por otro y se
podria mezclar todo en el recipiente de congelacion.

Si la cantidad de capa leucocitaria para un volumen estandar del recipiente de congelacién no es sufidente, se
podria afiadir plasma sanguineo como relleno. El plasma sanguineo se podria introducir también en un reservorio
del recipiente de congelacion. Alternativamente se podria introducir en el reservorio una mezcla de UMSO y plasma
sanguineo.

En la centrifugacion de muestras de sangre y el conjunto de etapas siguientes no es deseable ningun contaminante.
El riesgo de contaminacion se puede reducir fuertemente cuando el llenado del recipiente de separacion de la
centrifuga tiene lugar como es sabido heméticamente hacia fuera y la recogida de este se realiza excluyendo la
atmésfera. El contacto con la aimésferase podria excluir cuando el llenado del recipiente de separacion con sangre
se realiza a través de su conexidon de entrada que se puede conectar de forma estéril. También la adicién de otras
sustancias en el dispositivo de entrada para sangre, en el recipiente de separacion o en el recipiente de congelacion,
se deberia realizar mediante conexiones estériles. Asi, el recipiente de separacion, el recipiente de congelacion y el
resto de dispositivos de entrada o recogida estan conectados de forma estéril entre si con funcidon de provisién y/o
mezcla y/o dosificacion o transporte.

El dispositivo de entrada para sangre podria comprender un recipiente de recogida de sangre en el que se introduce
la sangre extraida mediante canulas. También el recipiente de recogida de sangre podria presentar una conexion
estéril y estar aislado del medio ambiente. De este modo también en el interior del dispositivo de entrada, que a
causa de las canulas abiertas para la recogida de sangre no puede formar en si mismo un sistema cerrado, pese a
la entrada en el recipiente de recogida de sangre se crea un componente que se puede cerrar y; también puede ser

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2554477713

parte componente de un sistema cerrado. El recipiente de recogida de sangre podria encontrarse en forma de una
bolsa colapsada y por tanto también podria llenarse con sangre sin desplazamiento del aire.

Contrariamente a una bolsa colapsada, que sin llenar es bidimensional y soélo tras el llenado alcanza
tridimensionalidad, las secciones del recipiente de separacion previstas para la sangre y sus fracciones podrian ser
tridimensionales desde el principio y ofrecer asi de forma ventajosa una capacidad mucho mayor de recogida de
sangre. La desventaja de la bolsa colapsada se encuentra en la limitacion de los volimenes de sangre y dado el
caso de coadyuvantes, unido a la necesidad de varias fases de trabajo de centrifugado, reparto de cantidades de
sangre procedente de una misma fuente, asi como su caracterizacion y gestion. Si una bolsa colapsada se subdivide
en camaras, se reduce aun mas la capacidad de recogida. Las bolsas colapsadas presentan dimensiones
estandarizadas, de manera que existe poco margen. Es esencial para la invencidon que la sangre se encuentre en
secciones tridimensionales del recipiente de separacion, ya que asi se pueden realizar volumenes de llenado
variables. Mediante la tridimensionalidad ventajosa de las secciones del recipiente de separacion desde el inicio
también se pueden centrifugar de forma variable grandes cantidades de sangre, dado el caso de coadyuvantes en
una fase de trabajo. Se pueden realizar volumenes de llenado de hasta 500 ml.

De foma ventajosa todos los componentes podrian formar respectivamente un sistema cerrado, los cuales se
podrian poner en contacto entre si de forma estéril o cuyas uniones se pueden interrumpir o separar completamente
unas de otras de forma estéril. A partir de los sistemas cerrados individuales tras la conexién estéril se forma un
sistema total cerrado, que finalmente se puede volver a desmontar en sistemas cerrados individuales. Es evidente
que el riesgo de contaminacion se reduce de forma ventajosa en la etapa de recogida de sangre.

Justo la adicion de DMSO tiene lugar en la practica siempre abriendo el recipiente que contiene la capa leucocitaria.
De este modo puede aparecer la contaminacidn. Este riesgo se produce en el trabajo en caras salas limpias. El
ejemplo de realizacion segun la invencién, que también se refleja mediante el sistema segun la invencion, permite de
forma ventajosa una reduccion de costes, ya que también se puede trabajar en el laboratorio, si todos los
componentes, que estan subordinados al dispositivo de entrada o al dispositivo de entrada de sangre a un recipiente
de recogida de sangre del dispositivo de entrada, son partes componentes de un sistema cerrado. Asi, el recipiente
de recogida de sangre podria tratarse de una bolsa colapsada, que consigue la tridimensionalidad justo por la
entrada de la sangre. Las conducciones estan unidas de forma estéril al recipiente de recogida de sangre por
conexiones abiertas que se pueden cerrar, de manera que el sistema cerrado se puede fabricar mediante el cierre
de del tubo de alimentacién de sangre.

En el ejemplo de realizacion preferido, realizdndose la entrada de sangre en el recipiente de separacién
tridimensional desde el inicio, el sistema cerrado parte del cierre del recipiente de separacion tras el llenado. El aire
existente en el recipiente de separacion se puede desplazar a un recipiente adicional o — en el caso de que se
prevea un recipiente de recogida de sangre — conducirlo a éste. En el ultimo caso tiene lugar una circulaciéon intema
del sistema de aire / gas inerte desde el recipiente de separacion hasta el recipiente de recogida de sangre y desde
la sangre del recipiente de recogida de sangre hasta el recipiente de separacion.

En lo que se refiere ahora a la adicion de DMSO, hay jeringas y ampollas de DMSO dentro de recipientes
tridimensionales o estan revestidas de manera que el usuario, no obstante — a través de la pared separadora —
puede accionar la jeringa y abrir la ampolla y colocarla. Las conducciones también estan conectadas de forma estéril
al recipiente / revestimiento, de manera que no se produce ningun contacto con el medio exterior. La otra sustancia
afiadida HES también esta contenida en un recipiente que abre un espacio en el que esta contenida la sustancia y
que presenta las conducciones conectadas de forma estéril. Con ello no se produce ninguna abertura del sistema.
Las sustancias se transportan mas bien sin intercambio con el medio ambiente, el aire o0 el gas inerte permanece
siempre en el sistema, que comprende precauciones para la compensacion de presion. De la desviacion del aire o
gas a través de filtros se prescinde explicitamente, ya que siempre existe el riesgo de entrada de gas y virus en el
sistema. Ahora el aire desplazado se aleja del sistema, si se realiza una separacidon estéril de componentes segin
las sucesivas etapas del procedimiento.

También fuera del sistema cerrado, en la zona del dispositivo de entrada, se dispone anticoagulante en un recipiente
que abre un espacio para la recogida del anticoagulante y presenta conducciones conectadas de forma estéril.

Tan pronto como el recipiente de separacién esta lleno de sangre, el dispositivo de entrada de sangre se desconecta
de forma estéril. Por el contrario, los dispositivos de recogida y/o entrada con funcion de provision y/o mezcla y/o
transporte y/o dosificacion en relacién con DMSO, también con toda la jeringa, plasma sanguineo, HES, dado el
caso balitas inertes con el recipiente de separacion, se introducen junto a todas las conducciones de unién
dispuestas juntas en un vaso de centrifuga estandarizado. Las conducciones de unién se unen de forma estéril con
los componentes, pero se aseguran mediante sujeciones del tubo, de manera que la conexion del flujo se puede
producir justo al eliminar las sujeciones del tubo. Para el caso que el recipiente de separacion es parte componente
de un sistema cerrado, en el vaso de centrifuga se podra introducir también una instalacién de compensacién de
presién en el recipiente de separacion o en el revestimiento de una jeringa que introduce DMSO. Esto es aplicable
también para un recipiente de separacion para eritrocitos que se dispone en la seccion inferior del recipiente de
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separacion y tras la centrifugaciéon recoge los eritrocitos sobrantes, en caso de que el limite de fases o el nivel de
capa leucocitaria sea demasiado elevado en la parte central y mediante el proceso de centrifugacion pudiera
producirse una desviacion del calculo.

A mas tardar después que el recipiente de congelacién esta lleno con capa leucocitaria y dado el caso DMOS, dado
el caso plasma sanguineo, las partes componentes restantes del recipiente de separacidn estéril se apartan /
desconectan del recipiente de congelacion. El recipiente de congelacién puede ahora realizar el procedimiento de
congelacion el banco de sangre. En un recipiente de congelacion con compartimentos se pueden introducir
aplicaciones y localizaciones. Tras otro ejemplo de realizacion, la separacién del recipiente de congelacion del
recipiente de separacion o de restos del recipiente de separacién se podria realizar a partir de restos del recipiente
de separacion, antes del llenado con DMSO.

En relacién con el recipiente de separacion segun la invencidn se reconoce que mediante la capacidad de ajuste del
volumen de recogida de la seccion inferior al volumen de envasado de eritrocitos esperado tras la centrifugacion se
puede posicionar el limite de fases de forma precisa, es decir en una zona cercana al limite entre la seccion inferior y
la central, y por tanto el rendimiento de capa leucocitaria se puede optimizar en la seccion central.

Para poder realizar una adicion de volumen preciso de la muestra de sangre, en el recipiente de separacion se
podria prever un escalado vertical que alcanza todas las secciones. Para el ajuste previo del volumen de recogida
de la seccion inferior correspondiente al volumen de envasado de eritrocitos esperado tras a centrifugacion se podria
prever un escalado horizontal en la seccién inferior.

Ahora, para ajustar el volumen de recogida de la seccion inferior al volumen de envasado esperado, en particular
para reducir, se podrian aplicar dispositivos de sujecién en la seccion inferior. Segin otra foma de realizacion, la
seccion inferior podria presentar compartimentos fluidicamente conectables, que se podrian desconectar para
reducir el volumen. En este gjemplo de realizacién, construyéndose de compartimentos la seccién inferior, si fuera
necesario los compartimentos podrian ser fluidicamente conectables mediante valwulas de cierre. Mediante esta
forma de realizacion también se puede provocar un aumento del volumen. También se podrian separar facilmente
zonas de la seccion inferior.

[0043] En particular en el caso de la irreversibilidad de la reduccién del volumen, pero también en general, se podria
prever en la seccién inferior un recipiente de recogida para desviar los eritrocitos centrifugados, para mantener la
seccion central libre de eritrocitos. El recipiente de recogida para eritrocitos en particular podria estar unido de forma
estéril con la conexidn del lado de la seccion inferior del recipiente de separacién. Si tras la centrifugacion el limite
de fases esta situado demasiado arriba en la parte central, se pueden verter rapidamente eritrocitos de la seccion
inferior hacia el recipiente de recogida. Tras esta recogida de eritrocitos, dado el caso necesario, el recipiente de
recogida se podria separar del recipiente de separacion preferentemente de forma estéril.

Finalmente se podria prever alternativa o adicionalmente un dispositivo de entrada para carga, en particular bolitas
inertes, que se puede conectar fluidicamente con la seccion inferior, de manera que para la reduccion del volumen
de la seccidn inferior se puede insertar carga en ésta. Para que se pueda conseguir la tridimensionalidad,
reconocida como muy ventajosa para la invencion, de las secciones del recipiente de separacién previstas para las
fracciones de sangre, el recipiente de separacion se podria fabricar en lo referente al acabado técnico a partir de dos
laminas dispuestas unasobre otra con zonas embutidas a profundidad para la formacion de las diferentes secciones
y una zona ciega dispuesta entre ambas. La zona ciega fuera de las secciones para las fracciones de sangre podria
ser plana y soldada. De esta manera por un lado en las zonas embutidas a profundidad se forman las diferentes
secciones para recoger las diferentes fracciones de sangre — seccion inferior, seccion central, seccion superior — y
por otro lado zonas ciegas, que apenas ocupan espacio, sino que pemiten que se puedan encontrar los dispositivos
de entrada para DMSO, HES o carga junto con conducciones de union con vasos de centrifuga. En el borde de la
zona ciega se podrian tomar precauciones, para poder asegurar el recipiente de separaciéon en una unidad que
entonces se introduce en el vaso de centrifuga. El recipiente de separacion segun la invencién es apropiado para
una centrifuga de sangre nomal en su tridimensionalidad existente desde el inicio — con o sin zonas ciegas — y se
ajusta a vasos de centrifuga estandarizados, incduso cuando otros componentes adicionales del sistema se colocan
también en vasos de centrifuga.

En la zona ciega se podrian prever diversas aberturas en foma de ranura, que se podrian atravesar mediante
dispositivos de sujecion, como por ejemplo una pinza. Por un lado, esto es necesario en la zona de la seccién
central, para que se pueda sujetar al menos por debajo del limite de fases y se pueda asegurar la capa leucocitaria,
pero también en la zona de la seccién inferior y — en una configuracion preferida del recipiente de separacién segun
la invencién también en relacién con la transformacién de la seccion central en recipiente de congelacion. A través
de las aberturas en forma de ranura se podria introducir también un dispositivo de soldadura para la separacién de
las secciones entre si o para la separacién de las zonas de una seccion, en particular de la seccion inferior para la
reduccion del volumen.
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En el vaso de centrifuga se pueden prever suspensiones, en las cuales se fijan medios de sujecion del recipiente de
separacion. Aqui entra en consideracidon sobre todo el borde, cercano a la seccidn superior y que cierra hacia arriba,
de la zona ciega, que podria presentar una serie de aberturas de paso. Estas pueden ser utiles también para
suspensiones en tripodes durante la realizacidn de otras etapas del procedimiento. Adicionalmente se podria aplicar
una parte de estabilizacién o un inserto en el vaso de centrifugado, que sostenga el recipiente de separacion segun
la invencién y se ajuste asumodelado.

Una variante ventajosa del recipiente de separacién en relacién al objetivo de introducir capa leucocitaria de la crio-
conservacion, preveé que ésta comprenda un recipiente de congelacién. Por razones de seguridad en el sentido de
una medida redundante un recipiente de separaciéon podria asignarse también a dos recipientes de congelacion,
llendndose ambos. Esto es ventajoso en relaciéon con el depdsito del la capa leucocitaria en dos lugares distintos.
Sin embargo, también es posible un recipiente de congelacion con compartimentos separables posteriomente.

Tras una primera alternativa preferida el recipiente de congelacion podria ser parte componente integral de la
seccion central del recipiente de separacion. Esta es una variante que ahorra espacio, que tiene lugar muy bien
también en un vaso de centrifuga estandarizado. Mediante la separacion de las secciones superior e inferior tras la
centrifugacién y tras la entrada de la capa leucocitaria y dado el caso ofras sustancias en el recipiente de
congelacion se proporciona entonces un recipiente de congelacion en el que — mirado en sentido contrario — se
integra la seccion central del recipiente de separacidon antiguo. El recipiente de congelacién se podria desglosar
mediante una linea de perforacion del campo ciego arriba descirito.

Alternativamente el recipiente de congelacion se podria acoplar también al recipiente de separacién y conectar
fluidicamente mediante conductos con posibilidad de apertura y cierre. Aqui la conexién podria tener lugar en la
seccion superior, donde se requiere un segundo procedimiento de centrifugado en direccidon opuesta, el cual ya se
encuentra descrito en relacién al procedimiento.

Especialmente cuando el objetivo que se persigue es, de acuerdo con una realizacion preferida, trabajar en un
sistema cerrado — sin intercambio con el medio ambiente, o sea, sin filtro, se acopla al recipiente de separacién un
dispositivo de compensacion de presion para aire o gas inerte, el cual estd cerrado de forma estéril y se puede
separar también de forma estéril. En relacion al ejemplo de realizacién, donde la seccidn central se puede convertir
en el recipiente de congelacién, se podria conectar de forma estéril el dispositivo de compensacion de presién, por
ejemplo, en la seccidn central del recipiente de separacion. Para una realizacion de un ejemplo de realizacién con
recipiente colector de sangre se podria utilizar también este dispositivo de compensacién de presién para desplazar
el aire / gas inerte. Por tanto también es necesario un dispositivo de compensacion de presion si el recipiente de
separacion presenta desde un principio zonas tridimensionales para la formacién de las secciones superior, central e
inferior. Las conexiones de aire juegan siempre un papel en los recipientes tridimensionales. Las conexiones de aire
pueden tener un efecto negativo en el producto congelado y el recipiente de congelacion. Si se introduce aire en el
recipiente de congelacion puede generar tensiones y a bajas temperaturas de congelacion de casi -200 °C se puede
agrietar el recipiente de congelacion.

El volumen de recogida del recipiente de congelaciéon se podria ajustar al rendimiento esperado de la capa
leucocitaria de la seccidén central o dado el caso a la adiciéon de al menos una sustancia adicional. A tal efecto, los
compartimentos del recipiente de congelacion conectados fluidicamente, especialmente las nervaduras formadas
entre los compartimentos, son separables para la reduccién del volumen y en particular se pueden soldar de forma
estéril.

Como ya se ha descrito en relacién con el procedimiento, se podria tomar la sangre de un cordén umbilical o se
podria tratar de sangre con anticoagulante de un banco de sangre. La adiciéon de sangre en la seccién inferior del
recipiente de separacién se podria llevar a cabo con éxito mediante una conexién estéril. En el caso de sangre de
cordén umbilical el dispositivo de entrada podria presentar una canula para la toma de sangre, un conducto de
conexion dispuesto a tal efecto y al menos un ramal para la conexién de un dispositivo para la adicién de
anticoagulante en el conducto de conexion. Ademas se podria prever la inclusiéon en la conexion del recipiente de
separacidon una seccion de toma de muestra como ramal ciego del conducto de conexién. La muestra de sangre
tomada de la seccidn de toma de muestra se puede utilizar para la determinacion del valor de hematocrito de foma
provisional, para la deteminacion tras la centrifugaciéon del valor esperado de eritrocitos del volumen de envasado
del paciente especifico. La seccion de toma de muestra podria presentar dimensiones diversas, particulammente
diferentes longitudes. De esta forma se podria disponer de muestras adicionales para la determinacién del valor de
hematocrito.

Al efecto de mantener el riesgo de contaminacién lo mas bajo posible, la canula podria presentar un recubrimiento
de latex estéril perforable, que se perforaria cuando el cordén umbilical sea punzado con la canula. De esta foma se
mantiene una ventana temporal de contacto con el ambiente muy pequefa y se reduce el riesgo de contaminacion.

Através de un ramal se podria acoplar un dispositivo al conducto de conexion del dispositivo de entrada de sangre
para la adicion de HES con el fin de promover la sedimentacion. Alternativamente el dispositivo de entrada podria
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comprender un recipiente colector de sangre y el dispositivo de entrada para HES podria estar unido de forma estéril
preferiblemente con el recipiente colector de sangre. Segun otra foma de realizaciéon se podria llevar a cabo
también la adicion de HES directamente a través de la conexion al recipiente de separacion. La sustancia se podria
contener en un depdsito con conector o también en una ampolla que se abriria segun fuera necesario. En el ultimo
caso mencionado se podria prever un recipiente segun si se desea trabajar en sistema cerrado, el cual recubriria la
ampolla -analogo al dispositivo de entrada de DMSO. También es importante en este caso asegurarse que el aire
desplazado pemanezca en el sistema cerrado - por ejemplo mediante la conexion estéri de un dispositivo de
compensacion de presion. Se podria prescindir totalmente de HES cuando la centrifugacion se lleva a cabo a valore
g alto (valores de aceleracion) respectivamente a altas velocidades de rotacion.

El recipiente de congelacion - separado o bien colocado en la seccidon media de recipiente de separacién -y, dado el
caso, laseccién superior del recipiente de separacion se podrian conectar con dispositivos adicionales de extraccion
o adicion con funciones de transporte, entrada, y/o mezcla, y/o dosificacién. Por motivos ya representados se podria
conectar el recipiente de congelacion con el dispositivo de entrada de DMSO. Ahi se podria disponer del DMSO
mediante una ampolla rompible. Tras romper la ampolla se podria tomar manualmente con una jeringa el DMSO a
través de un filtro de particulas/filtro redondo y bombearlo al recipiente de congelacion mediante una bomba para
jeringas. El rellenado con DMSO se lleva a cabo ftras el centrifugado. La seccidn superior del recipiente de
separacion se podria conectar con un dispositivo de extraccién para la extraccion del plasma sanguineo. Para
conseguir un volumen estandarizado en el recipiente de congelacion en el contexto de crio-conservacion también se
puede tomar plasma sanguineo de la seccién superior - p.ej. con una jeringa - y conducirlo al recipiente de
congelacion.

El recipiente de separacion, el recipiente de congelacion, el dispositivo de entrada de DMSO vy la jeringa, el
dispositivo de entrada de HES - independientemente de si esta conectado al recipiente de separacion, al recipiente
colector de sangre o al conducto para la adicién -, dado el caso, el recipiente colector de sangre del dispositivo de
entrada de sangre, podrian ser partes de un sistema cerrado. Asi, los componentes individuales podrian estar
contenidos en el interior de recipientes, que estarian construidos para ser una cobertura estéril y no pemitir ningin
intercambio con el exterior. Para la construccion del sistema cerrado se podrian conectar los componentes
individuales de forma estéril. Un sélo sistema pemite una solucién de transporte y mezcla para todos los
dispositivos de adicidon y extraccion. Esto concierne especialimente a las jeringas, previstas para el transporte de
DMSO, segun el caso, plasma sanguineo o HES y también sirve para los recipientes de mezcla, particulamente de
plasma sanguineo.

Para reducir el sistema segun los progresos del procedimiento se podria hacer que los componentes individuales
estériles fueran separables unos de otros. Para una interrupcion reversible de la conexidn fluidica se podria prever el
uso de pinzas para los tubos. La idea de un sistema cerrado - con la excepcidn de la extraccion de sangre como
Unico punto "abierto" - en la realizacion anteriommente descrita es de gran importancia para la invencién, puesto que
la contaminacién queda practicamente eliminada. Unicamente en la extraccion de sangre puede entrar
contaminacion. Tras la entrada en el recipiente de separacidén segun una configuracion o en el recipiente colector de
sangre segun otra configuracion no puede darse ninguna contaminacion adicional.

Ofra construccidn, esencialmente de acuerdo con la invencion, del recipiente de separacion de acuerdo con la
invencion consiste en que en las secciones superior, media e inferior del recipiente de separacion, dado el caso, en
la seccion de toma de muestra, se estampa al menos un nimero de identificacion. La seccién de toma de muestra
puede ser un ramal ciego de un conducto de conexion, que esté conectado al recipiente de separacion. La seccion
de toma de muestra podria también, segun una realizacion de la invencion, derivarse en un conducto de conexién
unido al recipiente colector de sangre que esté conectado al recipiente de separacion. Estos nimeros de
identificacion evitan de fooma provechosa la obligatoria identificacion posterior. Desde el comienzo se establece la
relacién entre la muestra de sangre y el paciente y con ello la relacién correcta del paciente con el valor de
hematocrito determinado y finalmente el recipiente de congelacidn, el cudl presenta el mismo numero de
identificacion, de tal forma que se elimina el peligro de clasificacion incorrecta.

La descripcion del procedimiento y sus configuraciones también incduyen el recipiente de separacion, con lo que
para explicar el recipiente de separacion se toma lo que hay en relacion a la realizacion aqui descrita.

En vista de que se ha dado a conocer el sistema de acuerdo con la invencion que pemite que el recipiente de
separacion de acuerdo con la invencién, la utilizacion dentro de un sistema, el cual comprende un recipiente de
congelacion y el procedimiento de acuerdo con la invencion que comprende el llenado de recipiente de congelacién
con la capa leucocitaria y que posibilita el paso de toma de muestra de sangre libre de contaminacién. La unica
contaminacion solo puede tener lugar al inicio del procedimiento, posteriormente no. Ademas, mediante el sistema
se dispone de un medio cuyos componentes tras sucesivas ejecuciones de los diferentes pasos del procedimiento
se van reduciendo paso a paso hasta que en el recipiente de congelacion solo pemanece el preparado de la capa
leucocitaria. El sistema esta en relacidon tecnolégicamente directa con los procedimientos de acuerdo con la
invencion y con los recipientes de separacion de acuerdo con la invenciéon segun las distintas configuraciones. Por
tanto, basicamente también se puede utilizar sin el paso de la deteminacion del valor de hematocrito previo y la
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manipulacién del volumen en la seccioén inferior del recipiente de separacién, particulammente cuando esta provisto
de un recipiente para la recoleccién de eritrocitos.

Especialmente preferido es un sistema cuya introduccion de la sangre comprende un recipiente colector de sangre.
Aqui se puede en un primer momento envasar el anticoagulante, el cual se mezcla mas tarde con la sangre extraida.
Ademas, se puede en un paso posterior, lavar la conduccidon de sangre al recipiente colector de sangre mediante el
anticoagulante y de tal fooma transportar las ultimas gotas de sangre al recipiente colector de sangre. La sangre
extraida se recoge de esta forma sin pérdidas. Cuando se finaliza la recoleccién de sangre se puede desunir el
conducto de adicion de forma estéril para que la canula y el recipiente del anticoagulante del sistema reducido se
puede transportar al banco de sangre. Alli se cuelga el sistema en un estativo. Aqui también se presenta como
ventajoso el recipiente colector de sangre puesto que posteriomente se puede llenar el recipiente de separaciéon en
una seccion de toma de muestra. Con la intencién de construir un sistema cerrado tras el cierre del recipiente de
recoleccion de sangre y, segun el caso, la necesaria adicion de HES se remite a la descripcién del procedimiento y
del recipiente de separacion.

Existen diversas posibilidades para construir y ampliar de fooma ventajosa los conocimientos de la presente
invencion. Para ello, se remite por un lado a la reivindicacion 1 de las reivindicaciones clasificadas y por otro a la
explicaciéon que sigue a continuacién de cinco ejemplos de realizacién de recipientes de separacion y dos ejemplos
de realizacién del sistema de acuerdo con la invencion mediante el dibujo. En conexion con las explicaciones de los
ejemplos enumerados de la invencion también se aclaran en general las construcciones y ampliaciones preferidas
de la teoria. En el dibujo se muestra

Fig. 1 en representacion esquematica, el recipiente de separacién de acuerdo con la invencién segin un primer
ejemplo de realizacion, donde el recipiente de congelacion se acopla a la seccidon central,

Fig. 2 en representacién esquematica, una vista de un primer ejemplo para un sistema de acuerdo con la invencién
con un dispositivo para la adicion de sangre, de un recipiente de separacién de acuerdo con un segundo ejemplo de
realizacion, donde el recipiente de congelacion se conecta al recipiente de separacion y posibilidades adicionales de
adicion de plasma sanguineo y HES por un lado, asi como DMSO por otro en el momento de la extraccidon de sangre
del cordéon umbilical,

Fig. 3 en representacion esquematica de un recipiente de separacion de acuerdo con la invencion de un tercer
ejemplo de realizacién, donde el recipiente de congelacidon se conecta al recipiente de separacion y donde existen
posibilidades de adicion de DMSO yHES,

Fig. 4 en representacion esquematica de un recipiente de separacién de acuerdo con la invencién seguin un cuarto
ejemplo de realizacién, donde el recipiente de congelacién se conecta al recipiente de separacion y esta prevista la
adicion del material completo para reducir el volumen incomporado de la seccién inferior,

Fig. 5 en representacién esquemética, una vista de un segundo ejemplo de sistema de acuerdo con la invencion con
un dispositivo de entrada para la sangre, recipiente de separacién de acuerdo con un quinto ejemplo de realizacion y
dispositivos de adiciéon adicionales, donde el recipiente de congelacion se puede separar a través de la seccién
central del recipiente de separacion - en el momento inmediatamente posterior a la extraccion de sangre del cordon
umbilical,

Fig. 6 en representacion esquematica, una vista del sistema de acuerdo con la Fig. 5, donde canulas, dispositivos de
adicion de anticoagulante y seccién de toma de muestra estan separados de forma estéril y se empieza a llenar el
recipiente de separacion con sangre del recipiente colector de sangre,

Fig. 7 en representacion esquematica, una vista del sistema de acuerdo con Fig. 6, donde los recipientes de HES y
sangre estan separados de forma estéril y se incorpora al sistema un vaso de centrifugado,

Fig. 8 en representacion esquematica, una vista del sistema de acuerdo con la Fig. 7, tras la centrifugacion,
Fig. 9 en representacion esquematica, una vista del sistema de acuerdo con la Fig. 8, donde la seccion inferior esta
separada de foma estéril y la capa leucocitaria de la seccién central se hace fluir a otro compartimento del

recipiente de congelacion,

Fig. 10 en representacién esquematica, una vista en planta del sistema de la Fig. 9, pero con un dispositivo de
entrada de DMSO desoldado, en lo que concieme a la adicién de DMSO mediante una jeringa,

Fig. 11 en representacion esquematica, una vista en planta del sistema de la Fig. 10, pero con conduccién de DMSO

estéril desoldada, concerniendo la distribucién de la mezcla de capa leucocitaria, plasma sanguineo y DMSO en
todos los compartimentos del recipiente de congelacién mediante matrices y
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Fig. 12 en representacién esquematica, una vista en planta del sistema de la Fig. 10, pero con conduccion de aire
estérl desoldada y un conducto de conexidn estéril separada asi como la opcién de separacion del recipiente de
congelacion en dos partes.

Las Fig. 1 a 8 muestran un recipiente de separacioén 1 para una centrifuga de sangre con una seccion inferior 2 para
la recepcion de eritrocitos 64, con una seccidn central 3 para la recepcion de la capa leucocitaria 65 y una seccion
superior 4 para la recepcién de plasma sanguineo 66, donde la seccion central 3 presenta un corte transversal de
pequefa dimensidon en comparacidon con las secciones superior e inferior 2, 4, donde las secciones 2, 3, 4 son
conectables fluidicamente ydonde la seccién inferior 2 se puede separar de la seccién central 3.

De acuerdo con la invencidn, la seccion inferior 2 en relacion a su volumen de admisién tras la centrifugacién el
volumen de envasado esperado de eritrocitos 64 es de tal foma ajustable que el volumen de envasado esperado en
su mayor parte de la seccién inferior 2 se puede admitir por completo y en este sentido el limite de fase 5 entre
eritrocitos 64 y capa leucocitaria 65 discurre en una zona cercana a la seccién central 3 de la seccion inferior 2.

En el recipiente de separacién 1 de acuerdo con el primer y segundo ejemplo de realizacion del recipiente de
separacion 1, se prevé una escala vertical 6 a través de todas las secciones 2, 3, 5 para la determinacion del
volumen total la sangre a introducir. En la Fig. 2 se muestra un primer ejemplo de un sistema de acuerdo con la
invencion que comprende un dispositivo para la adicion de sangre 8, mediante el cual lasangre llega al recipiente de
separacién. No solamente se controla la cantidad de sangre mediante la escala 6, sino también el volumen exacto
de la adicion de la sustancia HES, en la Fig. 2 a través del dispositivo de entrada 10, respectivamente depdsito 10.
En las Fig. 3 y 4 se aflade HES mediante el aprovechamiento de la gravedad a partir del depésito 10. En la seccién
inferior 2 se prevé una escala horizontal 7 para el pre-ajuste del volumen de admisién de la seccion inferior 2 de
acuerdo con el volumen de envasado esperado de eritrocitos 64 tras la centrifugacion.

En las Fig. 3 y4 que muestran el tercer y cuarto ejemplo de realizacién del recipiente de separaciéon 1 de acuerdo
con la invencién se imprimen los valores de volumen en el recipiente de separacion 1. Aqui ya se encuentran
predeteminados los volimenes en las secciones 2, 3 y 4. Curiosamente se muestra en el tercer ejemplo de
realizaciéon que la seccion inferior 2 se divide en tres compartimentos 2a, 2b, 2c, con lo que se puede ampliar el
volumen cuando se abren las valwlas de interrupciéon que hay en el interior y que no estan indicadas en la cercania.
En el quinto ejemplo de realizacidon del recipiente de separaciéon 1 no se muestran las escalas en las secciones
inferior y central en aras de simplificar la representacion.

Para adecuar el volumen de admision de la seccidn inferior al volumen de envasado esperado de eritrocitos 64 se
puede instalar unos dispositivos de sujecion para reducir el volumen de admision en la seccidn inferior 2 gracias a
las cavidades 11 de acuerdo con las Fig. 1 y 2. En el quinto ejemplo de realizacion se consigue de acuerdo con la
Fig. 6 una separacién de las secciones no imprescindibles mediante un corddn de soldadura 56. En los ejemplos de
realizacidn primero y quinto es conveniente prever un recipiente de captura 49 para los eritrocitos 64 en exceso, en
el caso de que el limite de fase 5 sea inesperadamente alto en la seccion central 3 y no — como es deseable — esté
en la cercania de la seccion inferior 2. También la extraccidon de pequefias cantidades de eritrocitos 64 puede ser de
ayuda para la correcta construccién yllenado del recipiente de congelacién 12.

El recipiente de separacion 1 de acuerdo con la Fig. 3 presenta en la seccion inferior 2 compartimentos conectables
fluidicamente 2a, 2b, 2¢ para el incremento del volumen de admision. Para la reduccion del volumen de admisién se
pueden desoldar los compartimentos 2b y 2c.

Una reduccion del volumen de admision de la seccion inferior 2 tiene lugar de acuerdo con la Fig. 4 tal que en el
dispositivo de entrada 42 se provee de material de relleno, el cual esta conectado fluidicamente a la seccion inferior
2 y mediante el cual se puede introducir este material de relleno en lamisma para reducir el volumen. El material de
relleno permanece inerte en el fondo en forma de balitas.

El recipiente de separacion 1 esta fabricado a partir de dos laminas superpuestas con areas tridimensionales
profundamente embutidas para la fomacién de las diferentes secciones 2, 3, 5 y segun el caso el recipiente de
congelacion 12 y una zona ciega 43 entre ambos, donde preferentemente la zona ciega 43 es plana y esta soldada.
La seccion superior 5 e inferior 2 presentan superficies inclinadas hacia la seccién central 3. En el borde de la zona
ciega 43 del recipiente de separacién 1 se encuentran previstos elementos de sujecidén 36 para asegurar el
recipiente de separacion 1 para una utilizacién estable, el cual se puede emplear en un recipiente de centrifuga 59.
Los elementos de sujecion 36 estan en la forma de aberturas de paso, en las cuales se pueden sujetar las pinzas de
laboratorio de un estativo 53, como por ejemplo se muestra en la Fig. 6.

Todos los recipientes de separacion 1 comprenden un recipiente de congelacion 12. En el primer y quinto ejemplo
de realizacion el recipiente de congelacion 12 es parte integral de la seccion central 3. Cuando la seccién central 3
se llena con la capa leucocitaria 65 deseada, en el primer ejemplo de realizacion se abre la zona 40 que hasta el
momento pemanecia cerrada para que se unan la seccion central 3 y el recipiente de congelacion 12 inicialmente a
través del compartimento 12a y para que en un primer momento la capa leucocitaria se expanda por el
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compartimento 12a del recipiente de congelacién. La abertura de la zona 40 se consigue tras la centrifugacion y
cuando las secciones superior € inferior 2, 4 se separan efectivamente de la seccidon central 3: para ayudar a la
separacion de las secciones superior e inferior 2, 4 se prevén cavidades 9 en el pimer ejemplo de realizacion en la
zona ciega 43, mediante las cuales se puede introducir un dispositivo de sujecion. Cuando el recipiente de
congelacion 12 esta lleno segun se desee tras la abertura de la zona 40 con la capa leucocitaria 65 y segun el caso
otras sustancias, se cierra éste y se separa parcialmente a lo largo de una linea de perforaciéon 44 de la zona ciega
43, parcialmente recortada o desoldada.

Las figuras 2 a 4 muestran un recipiente de congelacién 12 el cual se acopla al recipiente de separacion 1 y con el
cual se puede conectar fluidicamente. En el segundo hasta el cuarto ejemplo de realizacion se dispone el recipiente
de congelacion 12 en la seccion superior 4 del recipiente de separacion 1 - aqui se llevan a cabo dos
centrifugaciones en sentido contrario.

Los cuatro primeros ejemplos de realizacion el recipiente de congelacion 12 presenta compartimentos 12a, 12b,y en
la Fig. 2 12c, 12d, 12e conectables fluidicamente, entre los cuales se encuentran incorporados una o varias
nervaduras 13. Dependiendo de la cantidad de capa leucocitaria en la seccion central 3 se puede separar en la Fig.
2 por ejemplo el compartimento 12e del recipiente de congelaciéon 12 para reducir el volumen de admision. En la
reduccion del volumen de admision se debe tener en cuenta la adicion sustancias adicionales. En el quinto ejemplo
de realizacion, particulamente segun la Fig. 9, el recipiente de congelacion 12 presenta los compartimentos 12a,
12b, 12c y 12d, donde el compartimento 12a equivale a la seccion central 3 del recipiente de separacion 1.

En la seccion inferior 2 se prevé una junta conectable de forma estéril para la adicion de sangre. En los primeros
cuatro ejemplos de realizacion se conduce HES a través de la conduccion de HES 22 a través de la junta 140 38 a
la seccién inferior 2. En el quinto ejemplo de realizacién se introduce HES en un recipiente colector de sangre 46
previamente conectado.

La figura 2 muestra el recipiente de separacidn 1 integrado en el sistema de acuerdo con la invencidn en el punto de
extraccion de sangre del paciente, comprendiendo la introduccion de la sangre, la posterior centrifugacion y
preparacion de la capa leucocitaria en el recipiente de congelacion 12, asi como la eliminacion paso a paso de todos
los componentes del sistema hasta el recipiente de congelacion 12. El dispositivo de entrada de sangre sefalado
como 8 comprende dos canulas 15 para la extraccion de sangre del corddn umbilical 16, el cual presenta a su vez
un recubrimiento de latex esterilizado y perforable el cual no se encuentra sefialado en la cercania. Las canulas 15
forman a partir de una pieza en Y 17 los extremos finales de un conducto de conexion 18. Con 19 se sefiala una
proteccién de canula para proteger la segunda cénula sefialada como 15. En el conducto de conexidn 18 se prevén
dos piezas en Y 17 adicionales, las cuales conectan mediante el conducto de conexion 18 a un dispositivo de
entrada 20 para anticoagulante contra la coagulacion de la sangre. En el extremo final opuesto de las canulas 15
desemboca el conducto de conexion 18 en otra pieza en Y 21, mediante la cual se consigue la adicion a través de la
junta 14 en el recipiente de separacion 1.

Mediante la segunda junta de la pieza en Y 21 se dirige la conduccién de HES 22 del depésito 10, y respectivamente
al dispositivo de entrada 10 dirigiendo HES a la junta 14. El otro extremo de la conduccion de HES 22 desemboca en
otra pieza en Y 23, la cual se dirige mediante un conducto de conexién 24 a una jeringa 25, con la cual tiene lugar el
transporte de la sustancia y, dado el caso, el proceso de mezcla y dosificacion, y que también es responsable del
movimiento, el bombeo de DMSO y plasma sanguineo 66.

En las Fig. 3 y4 HES se suministra directamente a través de su propia junta 38 en la seccion inferior.

El recipiente de congelacion 12 en los dos primeros ejemplos de realizacidn del recipiente de separacién 1 se une a
través de el conducto de conexidn 28 indirectamente con un dispositivo de entrada 26 para DMSO, el cual en la Fig.
2 comprende una ampolla rompible 27 con DMSO vy un filtro de particulas 41 para retener la rotura. Mediante otra
pieza en Y 29, una pieza de conduccion de conexion 30, la pieza en Y 23 y el conducto de conexion 24 se forma una
conexion fluidica a la jeringa 25, la cual esta en conexion con el dispositivo de entrada 26 para DMSO a través de un
conducto de conexion 31 y mediante el ajuste apropiado de la valwula selectora 32 el DMSO se puede transferir al
recipiente de congelacion por el movimiento del pistdn. También se prevé en el quinto ejemplo de realizacion una
valwula selectora 32.

En las figuras 3 y 4 la conexion del recipiente de congelacion 12 al dispositivo de entrada para DMSO se realiza
iguamente mediante un conducto de conexion 28, el cual se dirige a la jeringa 25 con la valwula selectora 32. La
conexion 31 en ese punto dirige a un vial perforable 33 con DMSO, el cual se perfora mediante una canula que no
se encuentra sefialada en la cercania.

La seccion superior 4 del recipiente de separacion 1 esta conectada en la Fig. 2 con un dispositivo de extraccion
para la extraccién de plasma sanguineo. El dispositivo de extraccién se representa mediante la jeringa 25, la cual a
través del conducto de conexion 34, la pieza en Y 29, el tubo 30, la pieza en Y 23, el conducto de conexién 24 y la
valwula selectora 32 se conecta con la seccidn superior 4. El dispositivo de entrada 10 para HES, el dispositivo de
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entrada 26 para DMSO y la jeringa 25 junto con todos los conductos de conexién 28, 24, 31, conducto de HES 22,
pieza de conducto de conexion 30, piezas en Y 23, 29 y las abrazaderas 35 para la interrupcion de la conexion
fluidica asi como el recipiente de separacion 1 y el recipiente de congelacion 12 asi como, segun el caso, el
dispositivo de entrada 42 para el material de relleno en la Fig. 4 son elementos constitutivos de un sistema cerrado.
El cierre del sistema se consigue tras el llenado del recipiente de separacién 1 con sangre a través del conducto de
conexion 18 yla junta 14.

La unidad del sistema se construye de tal modo que todos los componentes, el recipiente de separacion 1, la jeringa
25, el dispositivo de entrada de DMSO 26, el dispositivo de entrada 10 para HES, el recipiente de congelacion 12,
segun el caso, el dispositivo de entrada 42 de material de relleno (Fig. 4), segun el caso, el recipiente de recogida 49
de eritrocitos (Fig. 1), segun el caso, el dispositivo de compensacion de presiéon 39 (Fig. 3 a 11) se esterilizan y
colocan en un envase recubierto/revestido 45. Por un lado, el envase 45 recubre una sustancia - como sangre, sus
componentes, HES -, por otro, la jeringa 25, la valwla selectora 32, la ampolla rompible 27, el filtro de particulas 41
y en su caso, el vial perforable 33 (Fig. 3, 4). Los conductos de conexidon 28, 24, 31, el conducto de HES 22 y el
conducto de conexién 30 se conectan de forma estéril entre ellos y con los recipientes 45 correspondientes de la
jeringa 25, del dispositivo de entrada 26 de DMSO, del depésito y del dispositivo de entrada 10 para HES, del
recipiente de separacién 1 y del recipiente de congelacién 12. La jeringa 25, la valwula selectora 32 y la ampolla
rompible 27, segun el caso, el vial perforable 33 son manipulables desde el exterior sin necesidad de abrir el envase
45, o sea, manteniendo las paredes del envase 45. En el recipiente de separacién 1 construido en el envase 45 hay
presentes elementos de soporte 37 para estabilizar la seccién central 3. El aire sobrante en la jeringa 25 en el
envase recubierto con forma de bolsa 45 se evacua a través de la valwla selectora 32. En la Fig. 5 se indica
mediante lineas de puntos dispositivos de sujecion, los cuales pemiten separar uno de otro las secciones 2, 3,4 y el
recipiente de congelacion, lo cual es particulacmente obligado en el caso de recipiente de congelacion 12 y seccion
superior 3 tras la primera centrifugacidén y lo que también es necesario tras la centrifugacion al menos entre la
seccion inferior 2 yla seccion central 3 para evitar mezclas no deseadas.

La jeringa 25 de acuerdo con la Fig. 3 y 5 asi como segun la Fig. 5 hasta 10 transporta, bombea y dosifica solo
DMSO, segun el caso, contenido en una mezcla crio-protectora. Se prevé igualmente que todos los componentes
estén recubiertos por el envase 45, tal que todos los componentes encerrados en el interior del sistema cerrado
estén libres entre ellos de contaminacion. A través de la valwla selectora 32 se libera el aire excedente en las
figuras 3 y 4 de un dispositivo de compensacion de presion 39. En el quinto ejemplo de realizacion, sin embargo, la
valwula selectora 32 y el filtro redondo 50 no se encuentran recubiertos por un envase 45, aunque estan sellados de
forma estéril del exterior.

Tampoco el dispositivo de entrada 8 para la sangre ofrece mucha superficie de contacto para el intercambio con el
exterior. También se conectan de forma estéril con el conducto de conexiéon 18 ambos dispositivos de entrada 20
para anticoagulante de acuerdo con las Fig. 2, 5 contenidos en los envases 45. El unico punto débil son las canulas
15, las cuales hasta la extraccién de sangre del cordén umbilical 16 son un sistema cerrado que se abre por un
espacio breve de tiempo por la perforacion del recubrimiento de latex. Con 19 se designa una proteccidn para las
canulas, la cual antes y después de su utilizacion protege al personal técnico médico de lesiones por las propias
canulas 15.

Un quinto ejemplo resulta a partir de las figuras 5 a 12 que muestra tanto el recipiente de separacion 1 de acuerdo
con la invencion asi como el sistema de acuerdo con la invencién segun un segundo ejemplo.

La Fig. 5 muestra el sistema tal y como se presenta tras la extraccion de sangre del cordon umbilical que solo se
muestra en la Fig. 2. El sistema contiene como en la Fig. 2 la entrada de sangre, la posterior
centrifugacién/fraccionado y la posterior preparacion de la capa leucocitaria en el recipiente congelador asi como la
eliminacién paso a paso de todos los componentes del sistema hasta en ultimo lugar el recipiente congelador 12. El
dispositivo de entrada para la sangre marcado como 8 comprende dos canulas 15 para la extraccion de sangre del
corddn umbilical que no se muestra aqui, un dispositivo de entrada 10 para HES, un recipiente colector de sangre 46
y una seccion de toma de muestra 47 con un nimero de identificacion en relacién al paciente.

Las canulas 15 conforman partiendo de una pieza en Y 17 el extremo final de un conducto de conexion 18. También
se prevén dos piezas en Y 17 adicionales en el conducto de conexion 18 y las cuales se conectan al conducto de
conexion 18 a través del dispositivo de entrada 20 para anticoagulante contra la coagulacién de la sangre.
Primeramente se dirigen 17 ml de anticoagulante del dispositivo de entrada de anticoagulante 20 superior en el
recipiente colector de sangre 46. La adicion se realiza mediante la abrazadera de tubo 35 en la junta superior 51 del
recipiente colector de sangre 46. Después se realiza la puncién del cordon umbilical 16 y la introduccion de la sangre
en el recipiente colector de sangre 46. El transporte es posible mediante la accion de bombeo de la sangre, la cual
se puede promover colocando el sistema por debajo del punto de puncién de tal forma que se puede aprovechar la
accion de la gravedad. Tras el llenado casi por completo del recipiente colector de sangre 46, se realiza una
segunda adiciéon de 10 mL de anticoagulante del dispositivo de entrada inferior 20, con el que se limpia el conducto
de conexién 18 y toda la sangre del cordon umbilical, sin pérdida apreciable, va a parar al recipiente colector de
sangre 46. Tras finalizar el llenado del recipiente colector de sangre 46, se desolda poco después de forma estéril el
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conducto de conexion 18 del dispositivo de entrada 10 de HES con lo que se eliminan las canulas 15 vy los
dispositivos de entrada de anticoagulante 20. El sistema esta ahora cerrado y - aunque se retiren mas componentes
del sistema - y no volvera a quedar abierto hasta que alguien necesite la capa leucocitaria 65 del recipiente
congelador 12. El ahora sistema reducido se transporta desde el hospital al banco de sangre.

En el banco de sangre el sistema con excepcion de la jeringa 25 se sujeta a un estativo 53 mostrado en la Fig. 6 por
las fijaciones 36 colgando del depédsito 45 y se abre la junta 52 del recipiente colector de sangre 46 para llenar con
sangre laseccion de toma de muestra 47 marcada con un nimero de identificacion 48. Para el llenado de la seccién
de toma de muestra 47 con sangre, ésta se prensa, o se purga de aire, mediante una prensa de rodillos
convencional en direccidén a la junta 52. De esta forma la seccion de toma de muestra 47 prensada succiona
completamente la sangre del recipiente colector de sangre 46. Por tanto, la toma de muestra se realiza sin abrir el
sistema. Primeramente se practica una liberacién del aire por un conducto mediante prensa de rodillos. Tras el
llenado de la seccion de toma de muestra 47 con sangre se cierra la junta 52 y se desolda la seccién de toma de
muestra 47 para introdudir la sangre del mismo en una centrifuga 54 mostrada en la Fig. 7 y deteminar el valor de
hematocrito, de lo cual se conduye que se deja extraer el volumen en el paquete y el espacio necesario en la
seccion inferior 2 para sumanipulacion.

El sistema de acuerdo con la invencién se muestra en la Fig. 6 en un punto tras realizar la manipulacion de la
capacidad en la seccién inferior 2. En la seccion inferior 2 en lo sucesivo solo se prevé el volumen entre las
nervaduras soldadas 56 para la manipulacién de la capacidad de admision de los eritrocitos 64 a obtener en la
inminente centrifugacion.

En la Fig. 6 ya se ha empezado el llenado del recipiente de separacion 1 con sangre 55 partiendo del recipiente
colector de sangre 46 y su junta abierta 52 asi como igualmente con el conducto de conexién marcada con 18 a
través de la seccidn inferior 2 y la junta en alli situada 14. El recipiente colector de sangre 46 se vacia y se llena de
aire a través de la junta abierta 51 superior con respecto un conducto de aire 57, la cual proviene del recipiente de
separacién 1. Tiene lugar casi una circulacion, donde el aire del recipiente de separacién 1 con el incremento del
llenado con sangre a partir del recipiente colector de sangre 46 se desplaza a éste ultimo. El conducto de aire 57
esta conectada con la seccion superior 4 y se cierra mediante abrazaderas de tubo 35 cuando la sangre del
recipiente colector de sangre 46 que proviene a través del conducto de conexion 18 llega al borde superior de la
seccion superior 4. Flechas con la etiqueta "air" explicitan la direccidn del flujo de aire en el conducto de aire 57.

De la Fig. 6 se concluye que en el quinto ejemplo de realizacién la jeringa 25 se puede emplear también mediante la
bomba 58, lo cual especialmente juega un papel en la adicion de DMSO. El llenado de la jeringa 25 con DMSO se
realiza, por contra, manualmente. Ademas, el recipiente de separacion 1 en sus secciones 2, 3, 4 y el recipiente
congelador 12 se marcan con el numero de identificacion 48 y se tiene a disposicion un dispositivo presurizado 39
para el recipiente congelador 12, asi como un recipiente de captura 49 para un eventual exceso de eritrocitos 64 tras
la centrifugacion.

Después del llenado con sangre 55 del recipiente de separacion 1, el conducto de aire 57 pemmanece aun abierto y
se produce también una conexiéon fluidica entre el dispositivo de entrada 10 para HES vy el recipiente colector de
sangre 46 que mientras se ha vaciado a través del conducto de HES 22, el cual por su parte pemanece conectado
fluidicamente con el recipiente de separacién 1. HES también llega igualmente al recipiente de separacion 1 a través
del recipiente colector de sangre 46, el conducto de conexion 18, la junta 14 y la seccidn inferior 2, arrastrando a su
paso todos los restos de la valiosa sangre 55. Cuando finaliza la adicion de HES se cierra el recipiente de
separacion 1 mediante las abrazaderas de tubo 35. El sistema se reduce incluso mas al desoldar de forma estéril el
recipiente colector 46 y con el mismo también el dispositivo de entrada 10 para HES que esta en la cercania de la
conexion del conducto de aire 57 y el conducto de conexién 18.

En la Fig. 7 se muestra que el sistema remanente se lleva a un recipiente de centrifuga 59. El recipiente de
centrifuga 59 presenta dos recipientes internos 60 y 61. El recipiente intemo 61 integra la jeringa recubierta 25, la
bomba 58 y el dispositivo de entrada 26 para DMSO. El recipiente interno 60 se puede rellenar y cerrar con material
de relleno (sdlido o liquido) para conseguir equilibrar el peso. Las superficies externas una frente a otra de los
recipientes interiores 60, 61 conforman una admision ajustada a la conformacién del recipiente de separacion 1 y
pemiten ademas el alojamiento del dispositivo de presurizaciéon 39 y del recipiente receptor 49, cuya junta 62 esta
cerrada mediante una abrazadera de tubo 35 durante la centrifugacidn. El recipiente de centrifuga 59 se cierra con
una tapa que no se representa aqui, de tal fooma que no se dafie la seccidn superior 4. Finalmente se lleva el
recipiente de centrifuga a la centrifugadora 54 y se centrifuga.

En la Fig. 8 se representa la retirada del sistema tras la centrifugacion de la centrifugadora 54 yse sujeta de nuevo
al estativo 53 respectivamente se cuelga de la base 63. El limite de fase se marca con 5 y se extiende
transversalmente a través de la seccidn central 3, un poco por debajo de la seccién central 3, por encima del limite
de fase se extiende la capa leucocitaria 65, por encima el plasma sanguineo 66. La zona por debajo del limite de
fase 5 y la seccion inferior 2 estan de porsi llenas con eritrocitos 64, pero los cuales en la Fig. 8 a través de la
seccion inferior 2 partiendo de la seccion central 3 se liberan en el recipiente receptor 49 para eritrocitos 64, para
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mantener la zona del recipiente congelador 12 en gran parte libre de eritrocitos 64. La capacidad del recipiente
receptor 49 esta fijada aqui a 30 mL y estd estimada por exceso a la cantidad esperada de eritrocitos 64 -
representado aqui por una trama - de la seccién central 3. En la Fig. 8 también se libera una parte de los eritrocitos
64 en el recipiente receptor 49, tal que los eritrocitos 64 en el recipiente de separacion 1 solo se encuentren en la
seccion inferior 2 y el recipiente congelador 12 con la seccién central 3 integrada asi como la seccién superior 4 con
el plasma sanguineo 66 se puedan conducir a los siguientes pasos de trabajo.

La seccion inferior marcada con el niumero de identificacion 48 y el recipiente receptor 49 se separan de forma estéril
en el siguiente paso del resto del sistema. El recipiente separado 1 se compone de un recipiente 45, el cual presenta
laminas superpuestas y diferentes camaras, las cuales se pueden separar y conectar unas de ofras e incluso
presenta una zona ciega 43. Las zonas ciegas se forman a partir de secciones de laminas unidas superpuestas - sin
camara - y permiten una separacion, desoldado facil y estéril del recipiente de separacion 1. La conexion de la
seccion central 3 con la seccidn inferior 2 se cierra en todo caso de forma estéril, sin que el sistema llegue a estar
abierto.

En la Fig. 9 se muestra que la seccion inferior 2 se separa de forma estéril y la capa leucocitaria 65 de la seccién
central 3 que a su vez forma el compartimento 12a del recipiente congelador 12, se transfiere a otro compartimento
12b del recipiente congelador 12. Para ello se abre el cierre 67 entre los compartimentos 12a y12b, y se desplaza la
capa leucocitaria 65 al compartimento 12b merced al plasma sanguineo 66 proveniente de la secciéon superior 4. Se
ilustran la capa leucocitaria 65 mediante un tramado que asciende hacia la derecha y el plasma sanguineo 66
mediante un tramado que asciende hacia la izquierda. Para que el aire atrapado en el interior no sea un obstaculo se
abre levemente el cierre 68 tal que el aire se evacue a través del compartimento 12c¢ en el conducto de aire 69. En el
quinto ejemplo de realizacién presentado el conducto de conexién 69 marcada con el nimero de identificacion 48
desemboca igualmente en el compartimento 12d del recipiente congelador 12. Desde aqui el aire desplazado a
través del conducto de aire 70 puede entrar en el dispositivo presurizado 39, el cual presenta un volumen de
admision detemrminado para el aire desplazado del recipiente congelador 12.

Cuando los compartimentos 12ay 12b se llenan completamente con capa leucocitaria 65 y plasma sanguineo 66 se
cierra la conexién entre la seccién superior 4 y la seccién inferior 3, respectivamente, el compartimento 12a, se
suelda y se separa la seccién superior 4 completamente. En este momento se realiza una mezcla de capa
leucoditaria 65 y plasma sanguineo 66 y una distribucion entre los compartimentos 12a, 12b y 12c. La distribucion se
puede llevar a cabo manualmente. Esto se favorece aqui mediante un dispositivo de agitacion 71. El conducto de
conexion 69 esta cerrado.

Cuando ha tenido lugar la distribucion de la mezcla de capa leucocitaria 65 y de plasma sanguineo 66, lo cual se
ilustra en la Fig. 10 mediante un tramado de cruces en los compartimentos 12a, 12b y 12c, se afade DMSO
mediante la jeringa 25 y la bomba 58. Previamente, la aguja 25 se llena manualmente con DMSO a partir de la
ampolla rompible 27 mediante la elevacién del pistdn y con ello se acciona desde el exterior a través de las paredes
del recipiente recubierto 45. La ampolla rompible 27 se rompe seguidamente en el interior del dispositivo de entrada
26 para DMSO y se desplaza hacia arriba para la extracciéon con la aguja 25 tal que el fondo de la ampolla rompible
27 alcance el extremo del conducto de DMSO 72. Se prevén escapulas 73 en el interior del dispositivo de entrada 26
para DMSO, las cuales son flexibles pero al mismo tiempo suficientemente estables para fijar la ampolla rompible 27
que se desplaza hacia arriba. Las abrazaderas 74, 75 estan retiradas y la jeringa 25 absorbe el DMSO a través el
conducto de DMSO 72 y a través de la abertura adecuada en la valwla selectora 32. Un filtro redondo 50 contiene
los afiicos de la ampolla rompible 27. Tras este procedimiento se separa de forma estéril el dispositivo de entrada 26
para DMSO del sistema restante. También aqui se asegura que no se produzca una abertura del sistema para que
de este modo se puede trabajar en un laboratorio nomal en vezde en una cara sala blanca.

En la Fig. 10 se ilustra el resto del sistema tras la separacion del sistema de entrada 26 para DMSO. Se muestra que
el DMSO acaba en el compartimento 12c del recipiente congelador 12 a través del conducto de DMSO 72. En el
quinto ejemplo de realizacion no se utiliza DMSO en su forma pura, sino una mezcla al 50% de DMSO y una
solucion al 10% en agua de "DEXTRAN 40". La jeringa 25 actia conjuntamente con la bomba 58 para el llenado del
recipiente congelador 12, lo que asegura un proceso de llenado lento que dura aprox. 10 minutos.

En la Fig. 10 se ilustra ademas que el DMSO - aqui dentro de la mezcla - seguidamente termina en el
compartimento 12c. El aire se desplaza del compartimento 12d a través del conducto de conexién 69 y termina
desde aqui en el dispositivo presurizado 39. El recipiente congelador 12 esta colocado en un dispositivo de agitacion
71 refrigerado, el cual asegura que el DMSO se reparta de forma homogénea por los tres compartimentos 12a, 12b
y12c.

La Fig. 11 muestra el desoldado estéril del conducto de DMSO 72 que no es necesaria en la Fig. 10. El sistema
contiene todavia el recipiente congelador 12 con el conducto de conexién 69, el conducto de aire 70 y el dispositivo
presurizado 39, el cual estd colocado en el estativo 53. El recipiente congelador 12 esta colocado en el dispositivo
de agitacién 71. En los compartimentos 12a, 12b y 12c se coloca una matriz 76, la cual adapta su forma en la parte
inferior a los compartimentos 12a, 12b, 12c y la cual se ha medido de tal foorma que parte de la mezcla de capa
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leucocitaria 65, plasma sanguineo 66 y DMSO sea desplazada a través del conducto de conexién 69 al
compartimento 12d aun vacio. En los compartimentos 12a, 12b, 12c se ejerce presion desde arriba y se llena el
compartimento 12d. El aire desplazado termina a través del conducto de aire 70 en el dispositivo presurizado 39.

Tras el reparto de la mezcla de capa leucocitaria 65, plasma sanguineo 66 y DMSO vy el llenado homogéneo del
recipiente congelador 12, se retira la matriz 76 y se desolda de forma estéril el conducto de aire 70 del
compartimento. En la Fig. 12 se muestra ademas que el conducto de conexidon 69 se separa de forma estéril y que
los extremos estan cerrados de forma estéril. Asimismo, en la Fig. 12 se ilustra la segmentacion del recipiente
congelador en 2 partes. Una primera parte comprende el compartimento 12d y una segunda comprende los
compartimentos 12a (seccidn central 3), 12b, 12c. Las dos partes pueden amacenarse en diferentes bancos de
sangre y son clasificables merced a sus numeros de identificacion. La mezcla de capa leucocitaria se puede extraer
cdmodamente y sin riesgo de contaminacion a través de una junta recubierta estérii que no se muestra en la
cercania y la misma presenta dos piezas en ambas partes. En las Fig. 7 y 8 las dos juntas estan construidas de tal
forma que en relacidon a las partes, que comprenden los compartimentos 12a, 12b, 12c¢, una abre en el
compartimento 12b y otra en el compartimento 12c. El resto de conductos de conexiéon 69 se pueden utilizar para la
extraccion de muestra.

De cara a ofras caracteristicas no mostradas en las figuras se remite a la parte de descripcion general.
Particulamente, los ejemplos de realizacién mostrados en las Fig. 1 a 4 igualmente los dispositivos presurizados
previstos - no representados aqui - gracias a los cuales el aire se mantiene en el sistema y no tiene lugar ningin
intercambio con el exterior.

Finalmente se indica que los conocimientos de la presente invencién no se limitan a los ejemplos de realizacién
divulgados en la presente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la separacién de sangre, donde se obtienen las diferentes fracciones de sangre,
especificamente eritrocitos, capa leucocitaria y plasma sanguineo,

donde la sangre se introduce en un recipiente de separacion y entonces se centrifuga en diferentes secciones
conectadas fluidicamente del recipiente de separacion dispuestas una encima de la ofra, especificamente una
seccion superior que recibe el plasma, una seccién central para la recepcién de la capa leucocitaria y una seccion
inferior para la recepcion de los eritrocitos,

donde a partir del valor de hematocirito de la sangre suministrada se detemina el futuro volumen de envasado de los
eritrocitos a ser centrifugados,

donde la capacidad de la seccion inferior se adapta al volumen de envasado esperado de los eritrocitos después de
la centrifugacién tal que el limite de fase formado entre la capa leucocitaria y los eritrocitos durante la centrifugacion
se posicione en una regién de laseccion central del recipiente de separacion que es adyacente a la seccién inferior,
y

donde la cantidad de sangre suministrada se introduce en el recipiente de separacién en un volumen exacto,
teniendo en cuenta el volumen de envasado esperado de los eritrocitos,

caracterizado por que después de la centrifugacién, la seccidn inferior (2) se separa de la seccion central (3), y por
que la seccioén central (3) forma parte de un recipiente congelador (12) que durante la centrifugaciéon se separa de la
otra region del recipiente congelador (12), y por que después de la centrifugacidn, se produce la conexion a la region
previamente separada del recipiente congelador (12) y la capa leucocitaria pasa, al menos en parte, al recipiente
congelador (12) entero.

2. Un método para la separaciéon de sangre, donde se obtienen diferentes fracciones de sangre,
especificamente eritrocitos, capa leucocitaria y plasma sanguineo,

donde la sangre se introduce en un recipiente de separacion y entonces se centrifuga en diferentes secciones
conectadas fluidicamente del recipiente de separacion dispuestas una encima de la ofra, especificamente una
seccion superior que recibe el plasma, una seccién central para la recepcién de la capa leucocitaria y una seccion
inferior para la recepcion de los eritrocitos,

donde a partir del valor de hematocrito de la sangre suministrada se detemina el futuro volumen de envasado de los
eritrocitos a ser centrifugados,

donde la capacidad de la seccion inferior se adapta al volumen de envasado esperado de los eritrocitos después de
la centrifugacidn tal que el limite de fase formado entre la capa leucocitaria y los eritrocitos durante la centrifugacion
se posicione en una regién de la seccion central del recipiente de separacion que es adyacente a la seccién inferior,
y

donde la cantidad de sangre suministrada se introduce en el recipiente de separacién en un volumen exacto,
teniendo en cuenta el volumen de envasado esperado de los eritrocitos,

caracterizado por que después de la centrifugacion se separa la seccion inferior (2) de la seccién central (3), y por
que después de la centrifugacion y tras la separacion de la seccidn inferior de la seccidon central se establece una
conexion fluidica entre el recipiente congelador (12) que esta asociado con el recipiente de separacién (1) y se
puede conectar fluidicamente al mismo y a la seccién central (3), y la capa leucocitaria (65) pasa desde la seccion
central (3) al recipiente congelador (12).

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, caracterizado por que otra sustancia, en particular una
solucién de amidén hidroxietilico (HES), se afiade a la sangre previamente a la centrifugacion.

4. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la capacidad del
recipiente congelador (12) se adapta a la cantidad visible de capa leucocitaria después de la centrifugacién, teniendo
en cuenta, si es necesario, la adicién de al menos otra sustancia, en particular dimetilsulféxido (DMSO), plasma
sanguineo, o una mezcla de los mismos, y esta adaptacidn ocurre en particular mediante la separacién de
compartimentos del recipiente congelador (12).

5. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la sangre se introduce
en el recipiente de separacién (1) via conector del recipiente de separacidon conectable de forma estéril (14), por que
las ofras sustancias se afaden al recipiente de separaciéon (1) o al recipiente congelador (12) via conexiones
estériles, por que el recipiente de separacion (12), y todo el resto de dispositivos de eliminacién y/o de entrada que
tienen un depodsito y/o funciones de mezcla y/o transporte y/o medicidén estan conectados unos con otros de forma
estérl y conforman un sistema cerrado, y por que todos los componentes estan conectados unos con otros de forma
estéril o su conexion se interrumpe de forma estéril y se separan unos de otros de forma completamente estéril.
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6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que un dispositivo de entrada (8) para
sangre es desconectado yseparado de forma estéril después de que el recipiente de separacién (1) se halla llenado
y previamente a la centrifugacion.

7. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que dispositivos de
eliminacién y/o entrada (45) que tienen un depdsito y/o funciones de mezcla y/o transporte y/o medicidén para las
sustancias DMSO (26, 27), plasma sanguineo (30), HES (10) donde sea necesario, un dispositivo presurizado (39)
donde sea necesario, un receptaculo para eritrocitos (49) donde sea necesario, son afiadidos junto con el recipiente
de separacion al recipiente de centrifuga (59) y tras la centrifugacién son separados gradualmente hasta que solo
quede el recipiente congelador (12).

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado por que el recipiente congelador preparado que
resta se suministra para su utilizacion, siendo dividido en al menos dos compartimentos donde sea necesario.

9. Un recipiente de separacion para una centrifuga de sangre, particularmente para llevar a cabo el método de
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8, que tiene una seccién inferior (2) para la recepcion de eritrocitos (64),
una seccion central (3) para la recepcion de la capa leucocitaria (65), y una seccion superior (4) para la recepcion del
plasma sanguineo (66), donde la seccion central (3) tiene una dimension de seccion transversal mas pequefia que la
seccion superior e inferior (2, 4), donde las secciones (2, 3, 4) estan fluidicamente conectadas, y donde la seccion
inferior (2) es separable de la seccién central (3), donde la capacidad de la seccion inferior (2) se puede adaptar al
volumen de envasado esperado de eritrocitos (64) después de la centrifugacién tal que el volumen de envasado
esperado se puede acomodar en su mayor parte completamente en la seccién inferior (2) y tal que a través de la
misma el limite de fase (5) entre eritrocitos (64) y capa leucocitaria (65) discurre en una regién de la seccién central
(3) que es adyacente a la seccién inferior (2),

caracterizado por que el recipiente de separacién (1) incluye un recipiente congelador (12), y por que el recipiente
congelador (12) incluye integralmente la seccién central (3) del recipiente de separacion (1), y por que la capacidad
del recipiente congelador (12) se puede adaptar al rendimiento esperado de la capa leucocitaria (65) centrifugada
desde la seccidn central (3), ydonde sea necesario, la adiciéon de al menos ofra sustancia.

10. Un recipiente de separacién para una centrifuga de sangre, particulamente para llevar a cabo el método de
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8, que tiene una seccién inferior (2) para la recepcion de eritrocitos (64),
una seccion central (3) para la recepcion de la capa leucocitaria (65), y una seccion superior (4) para la recepcion del
plasma sanguineo (66), donde la seccion central (3) tiene una dimensidn de seccion transversal mas pequeiia que la
seccion superior e inferior (2, 4), donde las secciones (2, 3, 4) estan fluidicamente conectadas, y donde la seccidon
inferior (2) es separable de la seccidn central (3), donde la capacidad de la seccion inferior (2) se puede adaptar al
volumen de envasado esperado de eritrocitos (64) después de la centrifugacién tal que el volumen de envasado
esperado se puede acomodar en su mayor parte completamente en la seccién inferior (2) y tal que a través de la
misma el limite de fase (5) entre eritrocitos (64) y capa leucocitaria (65) discurre en una regién de la seccién central
(3) que es adyacente a la seccidn inferior (2),

caracterizado por que el recipiente de separacidn (1) incluye una recipiente congelador (12), por que el recipiente
congelador (12) esta asociado con el recipiente de separacion (1) y se puede conectar fluidicamente al mismo, por
que la seccion inferior (2), la seccién central (3) y la seccion superior (4) son tridimensionales desde un principio, y
por que el recipiente congelador (12) esta conectado de forma estéri a un dispositivo de entrada (26) para
dimetilsulféxido (DMSO) y una jeringa (25), donde la jeringa (25) asumen una funcion de transporte, almacenaje y/o
mezcla, y por que el recipiente de separacion (1), el recipiente congelador (12), el dispositivo de entrada (26) para
DMSO vy la jeringa (25) forman parte de un sistema cerrado, donde los componentes individuales estan contenidos
en el interior de recipientes (45), los cuales actian como coberturas estériles y no pemiten ningun intercambio con
el ambiente exterior, y donde los componentes individuales estan conectados de forma estéril y se pueden separar
de forma estéril.

11. El recipiente de separacion de acuerdo con las reivindicaciones 9 o 10, caracterizado por que el recipiente
de separacion (1) tiene un receptaculo (49) para eritrocitos (64) que esta conectado en particular de forma estéril al
conector (14) y se puede separar del mismo, particulamente de forma estéril, después de la centrifugacion y tras
cualquier recepcion necesaria de eritrocitos (64).

12. El recipiente de separacion de acuerdo con las reivindicaciones 10 o 11, caracterizado por que la capacidad
del recipiente congelador (12) se puede adaptar al rendimiento esperado de capa leucocitaria centrifugada (65)
desde la seccién central (3) ydonde sea necesario, la adicion de al menos otra sustandcia.

13. El recipiente de separacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizado por que el
recipiente de separacion (1) se conecta a un dispositivo de entrada (8) para sangre previamente a la centrifugacion,
particulamente de forma estéril, y en particular via el conector (14), donde, después del llenado con sangre del
recipiente de separacién (1) y antes de la centrifugacion, el dispositivo de entrada (8) para sangre se puede separar
del recipiente de separacion, particulamente de forma estéril.
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14. El recipiente de separacion de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado por que el recipiente de
separacion (1) esta conectado a un dispositivo de entrada (10) para HES, particulammente de forma estéril, y en
particular via un conector (14, 38), donde, después de que el recipiente de separacion haya sido llenado con HES, el
dispositivo de entrada (10) para HES se puede separar del recipiente de separacion, particulamente de forma
estéril.

15. El recipiente de separacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizado por que el
recipiente de separacion (1) induye un dispositivo presurizado (39, 46) para aire o gas inerte.

16. El recipiente de separacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 15, caracterizado por que el
dispositivo de entrada (8) incluye un recipiente colector de sangre (46) que en caso necesario también funciona
como elemento igualador de la presién, y por que el dispositivo de entrada (10) para HES esta conectado al
recipiente colector de sangre (46), particulamente de forma estéril, donde, después de que el recipiente de
separacion (1) se ha llenado con HES via el recipiente colector de sangre (46), el dispositivo de entrada (10) para
HES se puede separar del recipiente colector de sangre (46), particularmente de forma estéril.

17. El recipiente de separacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 16, caracterizado por que se
provee un filtro preferiblemente redondo entre el dispositivo de entrada (26) para DMSO vy la jeringa (25).

18. El recipiente de separacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 a 17, caracterizado por que el
dispositivo de entrada (10) para HES, donde sea necesario, el recipiente colector de sangre (46) del dispositivo de
entrada (8) para sangre, son componentes de un sistema cerrado, donde los componentes individuales estan
incluidos dentro de los recipientes (45) los cuales actian como coberturas estériles y no permiten ninguin intercambio
con el ambiente exterior, y donde los componentes individuales estan conectados de forma estérl y se pueden
separar de forma estéril.

19. El recipiente de separacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 18, caracterizado por que se
aplica al menos un niumero de identificacion (48) a las secciones inferior, central y superior (2, 3, 4) del recipiente de
separacion (1), donde sea necesario muestrear una seccion (47).

20. El recipiente de separacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 19, caracterizado por que la
seccion inferior (2), la seccidén central (3) y la seccion superior (4) del recipiente de separacion (1) tienen una
capacidad de 500 mL.

21. Un sistema para el llenado de un recipiente congelador con una fraccion de sangre obtenida tras la
centrifugacion, especificamente capa leucocitaria, y para la preparacion de la capa leucocitaria con el propdsito de la
crio-preservacion en el recipiente congelador, utilizando un recipiente de separacidn de acuerdo con una de las
reivindicaciones 9y 11 a 20 no en conjuncién con la reivindicacion 10 y para llevar a cabo el método de acuerdo con
una de las reivindicaciones 1 y 3 a 8 no en conjuncion con la reivindicacién 2, donde se provee un dispositivo de
entrada (8) para sangre, un recipiente de separacién (1) de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 y 11 a 20 no
en conjuncion con la reivindicaciéon 10, y un recipiente congelador (12),

donde el dispositivo de entrada (8) para sangre incluye al menos un suministro de anticoagulante (20) y una seccién
de toma de muestra (47) y esta conectado de forma estéril al recipiente de separacién (1),

donde el dispositivo de entrada (8) para sangre se puede separar de fooma estéril del recipiente de separacién (1)
después de que el recipiente de separacion (1) se haya llenado y antes de la centrifugacion,

donde el recipiente de separacion (1) tiene una seccion inferior (2), una seccién central (3) y una seccion superior
(4), donde la seccién central (3) se puede transformar en un recipiente congelador (12) después de la centrifugacion,
con la eliminacion de las secciones inferior y superior (2, 4),

donde la seccion central (3) o el recipiente congelador (12) esta conectado de forma estéril a una jeringa recubierta
(25), a un dispositivo de entrada (26) para DMSO y un dispositivo presurizado (39),

donde la jeringa recubierta (25), el dispositivo de entrada (26) para DMSO vy el dispositivo presurizado (39) se
pueden separar de forma estéril del recipiente congelador (12) después de que la capa leucocitaria haya sido
preparada en el recipiente congelador (12).

22. El sistema de acuerdo con la reivindicacién 21, caracterizado por que el dispositivo de entrada (8) para
sangre (55) incluye un recipiente colector de sangre (46).

23. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 21 o 20, caracterizado por que, después de cerrar el recipiente
colector de sangre (46) o el recipiente de separacion (1) del dispositivo de entrada (8) para sangre, se provee un
sistema cerrado.
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24. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 23, caracterizado por que el sistema incluye un dispositivo de
entrada (10) para HES que esta conectado de forma estéril al recipiente de separacién (1), donde sea necesario, via

un recipiente colector de sangre (46), y que después de que el recipiente de separacion (1) haya sido llenado con
HES se puede separar del mismo de forma estéril.
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