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DESCRIPCION
Procedimiento de crioconservacién de células con objetivo terapéutico

La presente invencién se refiere a una composicién de crioconservacion que comprende, en un medio fisiolégicamente
aceptable:

a) seroalbdimina humana,

b) al menos un sacérido seleccionado entre los disacéaridos y los trisacéridos,

c) DMSO y L-cisteina, y

d) células con objetivo terapéutico, con la excepcién de linfocitos especificos que infiltran el tumor.

obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de
extracciones de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece melanoma de fase 3
0 4, comprendiendo dicho cultivo la aparicion de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccion de
nddulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, después la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor
procedente de la etapa de aparicion, y por ultimo la amplificacién de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento de crioconservacion de al menos una muestra de células
con objetivo terapéutico, con la excepcién de linfocitos especificos que infiltran el tumor, que comprende las etapas
siguientes:

i) mezcla de la muestra de células con objetivo terapéutico con:

a) seroalblmina humana,

b) al menos un sacarido seleccionado entre los disacaridos y los trisacaridos, y
¢) DMSO y L-cisteina, después

i) congelacion de la mezcla obtenida en la etapa i), obteniéndose dichos linfocitos que infiliran el tumor por cultivo in
vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de extracciones de nddulos cutaneos en transito, ganglios 0 metastasis
de un paciente que padece melanoma de fase 3 o 4, comprendiendo dicho cultivo la apariciéon de dichos linfocitos que
infiltran el tumor contenidos en la extraccién de nodulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, después la
estimulacién de los linfocitos que infiltran el tumor procedente de la etapa de aparicién, y por ultimo la amplificacién
de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

La crioconservacion es un proceso en el que se almacenan muestras bioldgicas a baja temperatura. La
crioconservacion de material bioldgico se efectia generalmente por la congelacion de dicho material, en un soporte
apropiado, tal como un tubo o una ampolla de vidrio o de plastico (generalmente denominado “vial” o tubo de
congelacién en el campo de la crioconservacion), siendo dicho soporte adecuado para el almacenamiento a largo
plazo y a baja temperatura.

La crioconservacion plantea no obstante un cierto nimero de problemas y de obligaciones técnicas. Especialmente,
pueden producirse lesiones celulares durante la descongelacion, lo que provoca la apoptosis o el estallido de las
células. Ademas, la supervivencia de las células crioconservadas puede depender de las condiciones y de las técnicas
empleadas durante la congelacion. El control de la velocidad de enfriamiento es importante: un enfriamiento a baja
velocidad permite una cristalizacion ordenada del agua congelable en el exterior de las células — las células se
deshidratan, se encogen y el agua sale de la célula. En el caso contrario, la formacion de hielo intracelular provoca la
destruccién de las estructuras membranarias, que es letal para la célula.

Para la mayoria de las células de mamiferos, como es el caso de los productos y medicamentos de terapia celular, ya
sea que las células se modifiquen genéticamente o no, es ademas indispensable utilizar unos crioprotectores para
preservar la integridad y la funcionalidad celular.

Actualmente, la fabricacién a escala industrial (europea o mundial especialmente) de productos de terapia celular
plantea nuevas problematicas, tales como la estabilidad del producto final administrado y la variabilidad relacionada
con la materia biolégica de partida.

En la mayoria de los casos, el producto terminado se envasa:

- fresco en un medio liquido (tipo albumina o solucién salina) con una conservacion limitada de algunas horas o dias,
o bien
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- congelado en una formulacion simple a base de DMSO, poco estable y poco eficaz a largo plazo. La cantidad
significativa de células muertas, de restos con efectos potencialmente inmunogénicos y la toxicidad para el paciente
de los excipientes habitualmente utilizados tienen todas limitaciones. La mayoria de las veces, se indica un lavado de
las células antes de la administracién para retirar estos elementos toxicos (bioldgicos o no): estas soluciones no son
compatibles con una distribucion industrial. Ademas, ofrecen poca flexibilidad de administracién y de almacenamiento,
al contrario que las otras clases de medicamentos “clasicos”.

Existe por lo tanto la necesidad del desarrollo de un producto y/o medicamento de terapia celular que sea estable a
largo plazo (es decir durante varios meses), que sea facil de utilizar, directamente inyectable y no toxico.

La presente invencion permite responder a esta necesidad. En efecto, la composicién segln la invenciéon permite
obtener unos productos de terapia celular que comprenden células con objetivo terapéutico, listos para el uso (es decir
listos para inyectarse sin lavado, lo que evita cualquier manipulacién suplementaria que provoque una reduccién de la
viabilidad y una pérdida de células), estables a largo plazo, faciles de utilizar y no téxicos.

La presente invencion se refiere, por lo tanto, a una composicion que comprende, en un medio fisiolégicamente
aceptable:

a) albumina humana (o seroalbdmina humana),

b) al menos un sacarido seleccionado entre los disacaridos y los trisacaridos,

c) DMSO y L-cisteina, y

d) células con objetivo terapéutico, con la excepcién de linfocitos que infiltran el tumor,

obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vivo de linfocitos que infiltran el tumor a partir de
extracciéon de nddulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase
3 0 4, comprendiendo dicho cultivo la aparicion (denominada también la “salida” o el “cultivo primario”) de dichos
linfocitos que infiliran el tumor contenidos en la extraccion de nddulos cutaneos en transito, ganglios o metéastasis, y
después la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor procedente de la etapa de aparicion, y por dltimo la
amplificacion de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

Estos linfocitos que infiltran el tumor (denominados también “TILs” por “Tumor Infiltrating Lymphocytes”) se obtienen
por cultivo in vivo de linfocitos que infiltran el tumor a partir de extraccién de ndédulos cutaneos en transito, ganglios o
metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase 3 o 4, comprendiendo dicho cultivo:

- la aparicién de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccién de noédulos cutaneos en transito,
ganglios o metastasis. Esta aparicion se denomina también “cultivo primario” o “salida”; es la etapa durante la cual los
linfocitos que infiltran el tumor, inicialmente contenidos en la extraccion de nédulos cutaneos en transito, ganglios o
metastasis, pasan al medio de cultivo y se cultivan in vitro, y después

- la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor procedente de la etapa de aparicion, y finalmente
- la amplificacién de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

Tales TILs se denominan “linfocitos que infiltran el tumor especificos” o “linfocitos especificos que infiltran el tumor” en
la presente solicitud.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento de crioconservacion de al menos una muestra de células
con objetivo terapéutico, con la excepcién de linfocitos especificos que infiltran el tumor, que comprende las etapas
siguientes:

i) mezcla de la muestra de células con objetivo terapéutico con:
a) primero la seroalbumina humana, y después
b) al menos un sacérido seleccionado entre los disacaridos y los trisacaridos, y ¢c) DMSO y L-cisteina, después

ii) congelacion de la mezcla obtenida en la etapa i), obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in
vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de extracciones de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis
de un paciente que padece melanoma de fase 3 o 4, comprendiendo dicho cultivo la aparicion de dichos linfocitos que
infiltran el tumor contenidos en la extraccion de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, y después la
estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor procedente de la etapa de aparicién, y por dltimo la amplificacion
de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.
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La presente invencion se refiere también a la utilizaciéon de una composicién que comprende, en un medio
fisiolégicamente aceptable:

a) albimina humana,
b) al menos un sacérido seleccionado entre los disacaridos y los trisacéaridos, y

c) DMSO y L-cisteina, para la crioconservacion de al menos una muestra de células con objetivo terapéutico, con la
excepcion de linfocitos especificos que infiltran el tumor,

obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de
extracciéon de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase
3 0 4, comprendiendo dicho cultivo la aparicién de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccion
de nddulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, después la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor
procedente de la etapa de aparicion, y por ultimo la amplificacién de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

En la presente solicitud, los linfocitos especificos que infiltran el tumor excluidos de la composicion segun la invencion
son autélogos; corresponden a los linfocitos que infiltran el tumor contenidos en el (los) tumor(es).

Estos linfocitos que infiltran el tumor excluidos de la presente invencién se obtienen por cultivo in vivo de linfocitos que
infiltran el tumor a partir de extraccion de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que
padece un melanoma de fase 3 o 4, comprendiendo dicho cultivo:

- la aparicién de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccion de nédulos cutaneos en transito,
ganglios o metastasis. Esta aparicion se denomina también “cultivo primario” o “salida”; es la etapa durante la cual los
linfocitos que infiltran el tumor, inicialmente contenidos en la extraccion de nédulos cutaneos en transito, ganglios o
metastasis, pasan al medio de cultivo y se cultivan in vitro, después

- la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor procedente de la etapa de aparicion, y finalmente
- la amplificacion de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

En particular, la etapa de aparicion de los TILs se puede realizar por cultivo primario de la extraccion de nodulos
cutaneos en transito, ganglios o metastasis, especialmente por cultivo primario en un medio de cultivo selectivo sin
suero de tipo X-VIVO 15" (comercializado por Cambrex Corp) suplementado en interleucina-2 (IL-2).

Después de la aparicion de los TILs, estos ultimos sufren una etapa de estimulacion, preferentemente en un recipiente
de cultivo cerrado compartimentado, especialmente en presencia al menos de células nutrientes alogénicas irradiadas
no proliferantes. Por “recipiente de cultivo cerrado” se entiende un sistema que permite mantener unas células en
cultivo en un medio adecuado, sin que éstas estén directamente en contacto con el entorno exterior. Finalmente, la
etapa de estimulacién de los TILs va seguida de una etapa de amplificacion.

Preferentemente, todos los TILs estan excluidos de las células con objetivo terapéutico de la presente solicitud.

La composicién segun la invencion comprende, por lo tanto, en un medio fisiolégicamente aceptable:

a) albimina humana,

b) al menos un sacérido seleccionado entre los disacéaridos y los trisacéridos,

c) DMSO y L-cisteina, y

d) células con objetivo terapéutico, con la excepcion de linfocitos especificos que infiltran el tumor, obteniéndose dichos
linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de extraccién de noédulos
cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase 3 o 4, comprendiendo
dicho cultivo la aparicion de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccién de nédulos cutaneos en
transito, ganglios o metastasis, después la estimulacién de los linfocitos que infiltran el tumor procedente de la etapa
de aparicion, y por ultimo la amplificacion de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

Por “medio fisiol6gicamente aceptable” se entiende un medio acuoso que comprende unos electrolitos. Los electrolitos
son, por ejemplo, unas sales de sodio, de potasio, de magnesio y/o de calcio con unos aniones de tipo cloruro,
carbonato, hidréxido o caprilato. Preferentemente, el medio fisiologicamente aceptable es un medio acuoso que
comprende cloruro de sodio y caprilato de sodio.

La composicion segun la invencién comprende la seroalbimina humana (o albumina humana o compuesto a)). Esta
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proteina es una proteina plasmatica de alto peso molecular (aproximadamente 65 kDa). Es la proteina mas abundante
del plasma; su concentracién media normal es de 38 a 48 g/I. Permite tamponar el pH y mantener la osmolaridad. Su
pureza es preferentemente del 95%. Se puede utilizar también uno o varios fragmentos y/o derivados de seroalbimina
humana, siendo dichos fragmentos o derivados no inmundgenos y teniendo una propiedad oncética similar a la
seroalbumina humana.

Preferentemente, la seroalbumina humana, sus fragmentos y/o derivados, esta presente en una cantidad comprendida
entre el 2 y el 10% en peso con respecto al peso total de la composicion, preferentemente entre el 2,5 y el 6% en
peso, preferentemente entre el 3,5y el 4,5% en peso.

En la presente solicitud, salvo que se mencione lo contrario, las cantidades se mencionan en peso con respecto al
peso total de la composicion.

La composicién segun la invencion comprende también al menos un sacarido (compuesto b)). El sacarido mejora la
supervivencia y la funcién de las células preservando el equilibrio osmético. Una fraccion penetra las células y permite
estabilizar las estructuras membranarias. El sacarido se selecciona entre los disacéaridos y los trisacaridos.

El disacarido tiene preferentemente por formula A-B, en la que A y B se seleccionan cada uno independientemente
entre la glucosa, la fructosa y la manosa. El sacarido es preferentemente un disacarido. El disacarido es
preferentemente un dimero de glucosa. Mas preferiblemente, el disacarido se selecciona entre la trehalosa y la
sacarosa. Mas preferiblemente, el disacarido es la trehalosa.

Los trisacaridos se seleccionan preferentemente entre la rafinosa (trimero de galactosa, glucosa y fructosa), la
maltotriosa y la isomaltotriosa (trimeros de glucosa).

El sacarido esta preferentemente presente en la composicion segun la invencion en una concentracién comprendida
entre 0,05 My 0,5 M, preferentemente entre 0,07 My 0,3 M, preferentemente entre 0,08 My 0,12 M.

La composicion segun la invencion comprende finalmente al menos DMSO y L-cisteina (compuesto c)). La
composicién segun la invenciéon comprende asi, como compuesto c), al menos DMSO y L-cisteina.

El DMSO, o dimetilsulféxido, es un disolvente polar organico aproético de formula CH3-SO-CHs. Es un crioprotector
intracelular que tiene como objetivo principal sustituir el liquido intracelular, y que permite asi prevenir la formacion de
cristales de hielo y el estrés osmético inherente a las fases de congelacion/descongelacion que hacen estallar las
estructuras membranarias. Esta presente preferentemente en la composicion segun la invencién en una cantidad
comprendida entre el 2 y el 15% en peso, preferentemente entre el 2,5y el 4,5% en peso.

La L-cisteina es un aminoacido que presenta un grupo tiol —SH. Esta presente preferentemente en la composicion a
una concentracién comprendida entre 0,05 mM y 5 mM.

Preferentemente, la composicion segun la invencién comprende, en un medio fisiol6gicamente aceptable:
a) albumina humana, preferentemente en una cantidad comprendida entre el 2,5 y el 6% en peso,
b) un sacarido, preferentemente trehalosa, preferentemente a una concentracion comprendida entre 0,05 My 0,5 M,

c) DMSO y L-cisteina, preferentemente en una cantidad respectivamente comprendida entre el 2 y el 15% en peso, y
a una concentracion comprendida entre 0,5 mMy 2 mM.

La composicion segun la invencion es particularmente interesante, y tiene como objetivo crioconservar al menos una
muestra de células con objetivo terapéutico. En efecto, los compuestos a) a c¢) utilizados en la composicion segun la
invencion permiten crioconservar las células con objetivo terapéutico, de manera duradera y eficaz.

Las células con objetivo terapéutico (compuesto d)) se seleccionan preferentemente entre:

- las células inmunitarias, tales como las células NK, los monocitos, los linfocitos B, los linfocitos T, naturales o
genéticamente modificados, tales como los linfocitos T reguladores, los linfocitos T citotoxicos, los linfocitos T auxiliares
(o “helper”) y los linfocitos T que tienen un receptor antigénico quimérico (CAR);

- los mioblastos humanos;

- las células madre hematopoyéticas;

- las células madre mesenquimatosas;

- las células cardiacas;
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- los fibroblastos; y
- cualquier otra célula natural o genéticamente modificada.

Las células NK (o linfocitos NK) son unas células de la inmunidad innata. Son unos linfocitos no T (CD3-) no B (CD19-
), caracterizados en el ser humano por los marcadores CD56, CD16 y NK.

Los monocitos son unos leucocitos que evolucionan en macréfagos, células dendriticas u osteoclastos.
Los linfocitos B son las células inmunitarias responsables de la produccién de anticuerpo.

Los linfocitos T reguladores son una sub-poblacién de linfocitos T CD4+, que inhiben la proliferacién de otros linfocitos
T efectores.

Los linfocitos T citotdxicos son una subpoblacion de linfocitos T CD8+, que destruyen las células infectadas.
Los linfocitos T auxiliares (helper) son una subpoblacion de linfocitos T CD4+, intermedios de la respuesta inmunitaria.

Finalmente, los linfocitos T que tienen un receptor antigénico quimérico (CAR), denominados también células CAR-T,
corresponden a una tecnologia particular de ingenieria celular. Son unos linfocitos T que expresan un receptor
antigénico quimérico. Las células CAR-T son capaces de matar las células cancerosas, por reconocimiento y unién al
antigeno tumoral presente en dichas células cancerosas.

La muestra de células con objetivo terapéutico puede provenir del paciente a tratar (en este caso el paciente y el
donante son la misma persona), por biopsia 0 extraccion sanguinea. En este caso, la composicion obtenida, una vez
crioconservada y después descongelada, se administrara a este mismo paciente: es un producto autélogo.

Alternativamente, la muestra de células con objetivo terapéutico puede provenir de otra fuente (por ejemplo otro
individuo, ingenieria celular), especialmente por biopsia o extraccion sanguinea. En este caso, la composicion
obtenida, una vez crioconservada y después descongelada, se administrara a un paciente diferente del donante: es
un producto alogénico.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento de crioconservacion de al menos una muestra de células
con objetivo terapéutico, con la excepcién de linfocitos especificos que infiltran el tumor, que comprende las etapas
siguientes:

i) mezcla de la muestra de células con objetivo terapéutico con:

a) albumina humana,

b) al menos un sacérido seleccionado entre los disacaridos y los trisacéridos, y
c) DMSO y L-cisteina, y después

ii) congelacion de la mezcla obtenida en la etapa i),

obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de
extracciones de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece melanoma de fase 3
0 4, comprendiendo dicho cultivo la aparicion de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccion de
nddulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, después la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor
procedente de la etapa de aparicion, y por ultimo la amplificacién de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

En este procedimiento, la etapa de mezcla i) de la muestra de células con objetivo terapéutico con los compuestos a)
a c) descritos anteriormente se lleva a cabo tipicamente por dilucion. Preferentemente, las células se recogen en el
compuesto a) en forma liquida, preferentemente para un 50% del volumen, después se anaden los compuestos b) y
c), preferentemente mezclados entre si anteriormente para obtener una solucién de concentracion 2x. La mezcla de
la etapa i) puede llevarse a cabo en torno a los 4°C, o a temperatura ambiente (por ejemplo 20°C).

Preferentemente, la muestra de células con objetivo terapéutico, por su parte, se cultiva previamente in vitro, en un
medio de cultivo apropiado. Después sufre una centrifugacion, se retira el sobrenadante y se resuspende el residuo
en los compuestos a), y después b) y c) descritos anteriormente.

La etapa de congelacion (etapa ii)) se efectla preferentemente sobre un descenso de la n temperatura de +4°C o
temperatura ambiente hasta una temperatura comprendida entre -100°C y -160°C.
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Preferiblemente, la etapa de congelacion (etapa ii)) se efectia hasta una temperatura comprendida entre -100°C y -
180°C, preferentemente comprendida entre -140°C y 160°C.

La muestra se almacena después a una temperatura inferior a -130°C en general.

Preferentemente, la congelacién ii) se realiza colocando la mezcla obtenida en la etapa i) en un recipiente sumergido
en una mezcla de isopropilo alcohol a +4°C, poniéndose el conjunto a una temperatura comprendida entre -70°C y -
90°C. Este sistema (“congelacion en caja Nagléne”) permite, gracias al enfriamiento lento del alcohol, un descenso de
la temperatura casi lineal comprendida entre -1°C y -2°C por minuto. Alternativamente, y preferentemente, la
congelacién ii) se efectia con la ayuda de un congelador programado. Tales congeladores se comercializan,
especialmente, por Air Liquide o Cryobiosystem.

Preferentemente, la congelacion ii) se lleva a cabo, especialmente, con la ayuda de un congelador programado, por
las etapas siguientes:

- colocar la mezcla obtenida en la etapa i) a una temperatura de +4°C; después
- disminuir la temperatura de 1°C por minuto, de 4°C a -40°C; después

- disminuir la temperatura de 10°C por minuto, de -40°C a -150°C, para alcanzar una temperatura final de
almacenamiento de aproximadamente -150°C.

El producto asi obtenido, congelado, se puede conservar durante algunos meses a -150°C aproximadamente. Estas
temperaturas son las aplicadas a la muestra.

La invencion se ilustra mediante los ejemplos siguientes, de ninguna manera limitativos.
La invencion se ilustra mediante los ejemplos siguientes, de ninguna manera limitativos.

Ejemplo 1: Ensayo con la formulacién segun la invencién para criopreservar unos mioblastos

La formulacién siguiente, denominada DMSO 3,5%, se ha preparado:

DMSO 3,5% + L-cisteina 1Mm + trehalosa 0,1M + seroalbdmina humana (AH) 4%.

Necesita un tiempo de incubacion de 15 minutos méaximo a 4°C antes de la congelacion.

Esta formulacién compleja esta asociada a un ciclo de descenso de la temperatura automatizado efectuado mediante
CRF (congelador programado) que permite un descenso de la temperatura compleja segun un ciclo definido. Hasta -
40°C, las células se consideran como sensibles: es descenso de la temperatura es lento y progresivo para permitir la
formacion de cristales regulares. Por debajo de este nivel, el producto se considera como estable y el descenso de la
temperatura es rapido, hasta la temperatura de almacenamiento de -150°C maximo (nitrégeno gaseoso o liquido).

Contexto del estudio

Durante el estudio de congelacion de los mioblastos, se han efectuado 4 ciclos, cuyas caracteristicas se presentan en
la tabla siguiente:

Ciclo (n® de lote) Materia de partida Comentarios
1 Ampolla paso 1 Ningun control
DMSO 10%
2 Ampolla paso 2 Ningun control
DMSO 10%
3 Ampolla paso 2 /
4 Ampolla paso 2 /

Para estos 4 ciclos, se han descongelado unas ampollas de mioblastos procedentes de pacientes sanos. Las células

se amplificaron y después se descongelaron a la concentracion de 5 x 10° células/ml por CRF:

A fin de demostrar la eficacia de las formulaciones de congelacion, se han realizado 3 brazos. Para cara brazo, 2

ampollas de 1 ml se han descongelado para el ensayo.

Brazo 1 Brazo 2 Brazo 3
Congelacién DMSO 10%** Cs10* DMSO 3,5%
Ampollas 1Ay 1B 2Ay 2B 4Ay 4B
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* CS10: Cryostor 10, formulacion de congelacion comercial (STEMCELL Technologies)
** DMSO 10% + AH 4%.

Criterio de evaluacién

Con el objetivo de evaluar la eficacia de las formulaciones de congelacién, se han realizado diferentes ensayos,
presentados en la tabla siguiente, antes de la congelacion (denominado T0) y después de la congelacion. Los
resultados obtenidos con las células descongeladas se compararon con TO y se expresaron en % de TO. Este primer
andlisis permite pronunciarse sobre el efecto de la congelacion sobre las células para cada brazo ensayado.

T0 Post descongelacién Objetivo
Viabilidad a post descongelacion Criterio  general (1%  criterio
observado frecuentemente

liberatorio que permite o no la
inyeccion correlacionada con la
eficacia 'y con los efectos
secundarios (aumento de las
impurezas acelulares debidas a los
restos, agregados, etc.
Caracterizacion de las
subpoblaciones celulares y en
particular de las células de interés.
En efecto, el ciclo de
Fenotipo congelacién/descongelacion puede
afectar especificamente a algunos
subtipos mas sensibles y modificar
la balanza del producto inyectado
(aumento de las impurezas celulares
Determinacion  del factor de
amplificacion de las células y por lo
Ensayo de proliferacion tanto de su capacidad de recogida
correlacionada con su actividad
metabdlica/funcional

Viabilidad Viabilidad a 4h post descongelacion

En un segundo tiempo, los diferentes brazos se compararon por un andlisis estadistico. La formulacion de congelacion
de referencia habitualmente utilizada en los laboratorios es el DMSO 10% + AH 4%, por lo tanto, el brazo 1 sirvi6 de
referencia para el andlisis estadistico. Para los ciclos 1y 2, el brazo 2 (congelacion en CS10) sirvi6 de referencia en
ausencia de células formuladas en DMSO 10%.

Durante el analisis estadistico, la homogeneidad de las varianzas se ha analizado mediante un ensayo de Fisher (F-
test, varianza homogénea si p > 0,05). En el caso de varianza homogénea, se realizé un ensayo de igualdad de las
expectativas con dos observaciones de varianzas iguales. En el caso de varianza no homogénea por ensayo de Fisher
(p < 0,05), se realiz6 un ensayo de igualdad de las expectativas con dos observaciones de varianza diferentes. Las
medias no son significativamente diferentes si p > 0,10. Las medias son significativamente diferentes si p < 0,10.

Resultados

Andlisis de la viabilidad de las células

El analisis de la viabilidad a Oh post descongelacion demuestra que los porcentajes obtenidos con la descongelacion
son equivalentes a TO para los brazos 1, 2y 3 (del 90 al 109% de T0).

Para el lote 1, las células congeladas en DMSO 3,5% tienen una viabilidad disminuida con respecto a la condicion
CS10 considerada como un control positivo. Sin embargo, la viabilidad sigue siendo satisfactoria (> 90%). Mientras
que la condicion CS10 es estable.

Para el lote 4, las condiciones CS10 y DMSO 10% son no diferentes entre si y con respecto a TO mientras que el brazo
DMSO 3,5% presenta unas viabilidades de tendencia inferior al brazo referente DMSO 10%.

Para los lotes 3 y 2, las 2 formulaciones ensayadas son no diferentes de TO y de DMSO 10%.

Por ultimo, se reducen las diferencias entre las diferentes formulaciones, y por lo tanto la viabilidad post
descongelacion no es un criterio discriminante.
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Lote 1:
Post descongelacion CS10 DMSO 3,5%
TO 2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 96,9 95,0 95,3 92,2 93,5
% aTo 98,0% 98,3% 95,9% 96,5%
Media 98,2 96,5
Varianza 0,04 0,18
F-Ensayo 0,30
T-Ensayo 0,03
Lote 2:
Post descongelacion CS10 DMSO 3,5%
TO 2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 95,9 93,2 96,2 95,2 95,5
% aTo 97,2% 100,3% 99,3% 99,6%
Media 98,7 99,4
Varianza 4,50 0,04
F-Ensayo 0,06
T-Ensayo 0,71
Lote 3:
Post descongelacion DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
TO 1A 1B 2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 95,0 90,3 91,6 95,6 96,4 92,4 93,0
%aTo 95,1% 96,4% 100,6% 101,5% 97,5% 97,9%
Media 95,7 101,1 97,7
Varianza 0,84 0,32 0,08
F-Ensayo 0,35 0,19
T-Ensayo 0,02 0,11
Lote 4:
Post descongelacién DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
TO 1A 1B 2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 83,1 87,7 85,3 88,1 90,5 79,3 75,5
%aTo 105,5% 102,6% 106,0% 108,9% 95,4% 90,9%
Media 104,1 107,5 93,1
Varianza 2,88 2,88 7,22
F-Ensayo 0,50 0,36
T-Ensayo 0,24 0,06

El analisis de la viabilidad de las células después de 4 horas a temperatura ambiente en su contenedor primario y su
formulacion de congelacién permite evaluar la estabilidad descongelada de las células (simula las condiciones de
manipulacién, transporte y espera antes de la inyeccién al paciente en condiciones reales). Pone en evidencia una
bajada moderada de los porcentajes de viabilidades para los 4 brazos, inferior al 20% de T0, lo cual es aceptable.

Para el brazo 3, el analisis estadistico demuestra una caida de viabilidad Unicamente para el lote 4.

9
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Lote 1:
4h post descongelacion TO CS10 DMSO 3,5%
2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 96,9 93,4 94,6 89,2 92,2
% aTo 96,4% 97,6% 92,1% 95,1%
Media 97,0 93,6
Varianza 0,72 4,50
F-Ensayo 0,24
T-Ensayo 0,18
Lote 2:
4h post descongelacion T0 CS10 DMSO 3,5%
2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 95,9 96,4 95,7 93,1 95,6
% aTo 100,5% 99,8% 97,1% 99,7%
Media 100,2 98,4
Varianza 0,25 3,13
F-Ensayo 0,17
T-Ensayo 0,32
Lote 3:
4h post descongelacion T0 DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 95,0 85,8 93,9 95,0 95,7 92,9 94,1
% aTo 90,3% 98,8% 100,0% 100,7% 97,8% 99,1%
Media 94,6 100,4 98,4
Varianza 32,81 0,25 0,72
F-Ensayo 0,05 0,09
T-Ensayo 0,31 0,47
Lote 4:
4h post descongelacion TO DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
% de viabilidad 83,1 80,9 81,5 82,5 83,9 69,7 69,3
% aTo 97,4% 98,1% 99,3% 101,0% 83,9% 83,4%
Media 97,7 100,1 83,6
Varianza 0,18 0,98 0,08
F-Ensayo 0,26 0,37
T-Ensayo 0,12 0,00

Andlisis del fenotipo

Se ha efectuado un andlisis del fenotipo a fin de determinar la estabilidad de los mioblastos en el producto. Para los 3
primeros lotes, los porcentajes encontrados son idénticos a TO y no significativamente diferentes del brazo referente.

10
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Para el lote 4, el andlisis estadistico demuestra unos porcentajes significativamente mas bajos para las células
formuladas en DMSO 3,5%.

10

15

Fenotipos
Lote 1:
CS10 DMSO 3,5%
TO 2A 2B 4A 4B
CD45- / CD90+ / CD56+ 38,18 36,47 39,41 31,14 32,34
% aTo 95,5% 103,2% 81,6% 84,7%
Media 99,4 83,1
Varianza 4,32 0,72
F-Ensayo 0,25
T-Ensayo 0,06
Lote 2:
CSs10 DMSO 3,5%
TO 2A 2B 4A 4B
CD45- / CD90+ / CD56+ 18,17 15,09 16,08 15,31 15,14
% aTo 83,0% 88,5% 84,3% 83,3%
Media 15,6 83,8
Varianza 0,49 0,01
F-Ensayo 0,11
T-Ensayo 0,55
Lote 3:
DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
TO 1A 1B 2A 2B 4A 4B
CD45- / CD90+ / CD56+ 39,69 38,66 39,81 39,69 39,56 37,1 37,01
% aTo 97,4% 100,3% 100,0% 99,7% 93,5% 93,2%
Media 98,9 99,8 93,4
Varianza 0,66 0,01 0,00
F-Ensayo 0,07 0,05
T-Ensayo 0,57 0,16
Lote 4:
DMSO 10% CSs10 DMSO 3,5%
TO 1A 1B 2A 2B 4A 4B
CD45- / CD90+ / CD56+ 64,81 61,42 62,12 65,17 61,89 54,81 52,49
% TO 94,8% 95,8% 100,6% | 95,5% 84,6% 81,0%
Media 95,3 98,0 82,8
Varianza 0,24 5,38 2,69
F-Ensayo 0,13 0,19
T-Ensayo 0,40 0,02

Andlisis de la proliferacién de las células

Lote 1:

11




ES 2762 966 T3

CS10 DMSO 3,5%
TO 2A 2B 4A 4B
Cantidad células N-1 15 000 15 000 15 000 15 000 15 000
Concentracion 142 000 126 000 102 000 126 000 51 500
Volumen 0,35 0,275 0,275 0,275 0,275
Cantidad célula N 49 700 34 650 28 050 34 650 14 163
Factor de amplificacién 3,31 2,31 1,87 2,31 0,94
% aTo 69,7% 56,4% 69,7% 28,5%
Media 63,1 49,1
Varianza 0,10 0,93
F-Ensayo 0,20
T-Ensayo 0,58
Lote 2:
CS10 DMSO 3,5%
T0 2A 2B 4A 4B
Cantidad células N-1 15 000 15 000 15 000 15 000 15 000
Concentracion 583 000 218 000 163 000 122 000 137 000
Volumen 0,350 0,265 0,280 0,265 0,300
Cantidad célula N 204 050 57 770 45 640 32330 41100
Factor de amplificacién 13,6 3,9 3,0 2,2 2,7
% aTo 28,3% 22,4% 15,8% 20,1%
Media 25,3 18,0
Varianza 0,33 0,17
F-Ensayo 0,40
T-Ensayo 0,18
Lote 3:
DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
T0 1A 1B 2A 2B 4A 4B
Cantidad células N-1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
Concentracion 383 000 102 000 147 000 | 245000 | 266 000 | 117000 134 000
Volumen 0,34 0,37 0,37 0,37 0,39 0,39 0,37
Cantidad célula N 130 220 37 740 54 390 90 650 103740 | 45630 49 580
Factor de amplificacién 8,7 2,5 3,6 6,0 6,9 3,0 3,3
% aTo 29,0% 41,8% 69,6% 79,7% 35,0% 38,1%
Media 35,4 74,6 36,6
Varianza 0,62 0,38 0,03
F-Ensayo 0,42 0,15
T-Ensayo 0,04 0,87
Lote 4:
DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
TO 1A 1B 2A 2B 4A 4B

12
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Cantidad células N-1 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
Concentracién 67 900 56 000 60 900 64 300 96 100 33900 41 500
Volumen 0,28 0,26 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Cantidad célula N 19012 14 560 15 225 16 075 24025 8 475 10 375
Factor de amplificacién 1,3 1,0 1,0 1,1 1,6 0,6 0,7
% aTo 76,6% 80,1% 84,6% 126,4% 44,6% 54,6%
Media 78,3 105,5 49,6
Varianza 0,00 0,14 0,01
F-Ensayo 0,05 0,21
T-Ensayo 0,33 0,03

Los ensayos de proliferacion se realizaron con unos tiempos de incubacion diferentes:

- lote 1: 3 dias de proliferacién.

- lote 2: 5 dias de proliferacién.

- lote 3: 5 dias de proliferacién.

- lote 4: 3 dias de proliferacién.

En primer lugar, el analisis de los resultados demuestra que el potencial de proliferacion de las células disminuye
después de la congelacion. En efecto, los porcentajes de TO varian altamente. Los factores de amplificacion de las
células formuladas en DMSO 3,5% no son significativamente diferentes de los brazos de referencia. No obstante, para

el 42 ciclo, el factor de amplificacion de las células del brazo 3 es significativamente mas bajo que el del brazo 1.

Conclusién del estudio

El presente estudio de congelacion se ha realizado por lo tanto sobre 4 lotes de mioblastos humanos de donantes
diferentes. Entre los criterios estudiados, las conclusiones son:

- viabilidad de las células. La criopreservacion de los mioblastos es eficaz en formulaciones DMSO 3,5% en términos
de viabilidad celular, ya que es siempre superior al 80% de T0. Los resultados obtenidos a 4h post descongelacion
son correctos y validan una utilizacion clinica.

- Ensayo de proliferacion. La congelacion de los mioblastos provoca una reduccién inherente de la capacidad de
proliferacién de células traducida por factores de amplificacién mas baja que T0. Esta reduccion es comun a todos los
brazos. Este fenémeno, habitualmente observado en laboratorio, no es un criterio de exclusion de las formulaciones
de congelacion.

- Fenotipo. La formulacion de congelacién DMSO 3,5% preserva perfectamente el porcentaje de células de interés
(mioblastos).

Ejemplo 2: Ensayos de la formulacién segun la invencidén para criopreservar unas células mononucleadas de la sangre

(CMN)

Se ha preparado la formulacién siguiente, denominada DMSO 3,5%:

DMSO 3,5% + L-cisteina 1 mM + Trealoza 0,1M + AH 4%.
Necesita un tiempo de incubacion de 15 minutos méaximo a 4°C antes de la congelacion.

Esta formulacion esta asociada a un ciclo de reduccion de la temperatura automatizada efectuada mediante un CRF
(congelador programado) que permite una reduccion de temperatura compleja segun un ciclo definido. Hasta -40°C,
las células se consideran como sensibles: la reduccion de la temperatura es lenta y progresiva para permitir la
formulacion de cristales regulares. Por debajo de este nivel, el producto se considera como estable y la reduccién de
la temperatura es rapida hasta la temperatura de almacenamiento de -150°C méaximo (nitrégeno gaseoso o liquido).

Contexto del estudio

13
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Durante el estudio de congelacién de CMN, se han efectuado 2 ciclos, cuyas caracteristicas se presentan en la tabla
siguiente:

Ciclo (n® de lote) Materia de partida
1 (16Pi00230) Anillo de kit de donacién de citaféresis
2 (16Pi00231) Anillo de kit de donacién de citaféresis

Para estos dos ciclos, se han aislado unos CMN a partir de anillo de kit de donacién de citaféresis después de ficoll.
Después de una incubacién de 24h en frasco, que permite la adhesién de los monocitos, los CMN se congelaron a la
concentracion de 20 x 10° células/ml por CRF.

Con el fin de demostrar la eficacia de las formulaciones de congelacién, se realizaron 3 brazos. Para cada brazo, se
descongelaron 2 ampollas de 1 ml para el ensayo.

Brazo 1 Brazo 2 Brazo 3
Congelacién DMSO 10% Cs10* DMSO 3,5%
Ampollas 1Ay 1B 2Ay 2B 4Ay 4B

* CS10: Cryostor 10, formulacion de congelacion comercial

Criterio de evaluacién

Con el objetivo de evaluar la eficacia de las formulaciones de congelacion, se han evaluado diferentes criterios
presentados en la tabla siguiente, en comparacion con el control antes de la congelaciéon (TO) y con las referencias
congeladas DMSO 10% y CS10. Los resultados obtenidos se expresaron en % de TO0.

T0 Post descongelacién Objetivo
Viabilidad post descongelacién | Criterio primario que da cuenta de la
(medida en la hora) eficacia de congelacion,

correlacionada con la presencia de
impurezas (células muertas, restos,
agregados) frecuentemente origen
de efectos secundarios en el
paciente.

Viabilidad Viabilidad a 4h post descongelacion | La viabilidad de las células después
de 4h a temperatura ambiente en la
formulacion  ensayada  permite
evaluar la estabilidad descongelada
(este tiempo es necesario para la
manipulacién, el transporte y la
inyeccion de las células en
condiciones clinicas)
Caracterizacion de las
subpoblaciones celulares, en
particular de las células de interés y
de su importancia. En efecto, el ciclo
de congelacién/descongelacion
puede afectar especificamente a
algunos subtipos méas sensibles y
modificar el equilibrio del producto
inyectado  (aumento de las
impurezas celulares por ejemplo)
Determinaciéon de la capacidad de
amplificacion de las células =
Ensayo de proliferacion CFSE capacidad de recogida
correlacionada con su actividad
metabdlica

Ensayo funcional de determinacion
del potencial inmune de los linfocitos
T CD8+ (sintesis de IFNg vy
liberacién de granulos citotdxicos)

Fenotipo

Ensayo de desgranulacion

Los diferentes brazos de congelacién se compararon con un ensayo T. La formulacién de congelacion de referencia
DMSO 10% + AH 4% (brazo 1, control negativo) habitualmente utilizada dentro de los laboratorios sirvié de referencia
para el andlisis estadistico.
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Durante el andlisis estadistico, se ha estimado la homogeneidad de las varianzas mediante un ensayo de Fisher (F-
Test, varianza homogénea si p > 0,05) y segln el resultado, se realizé un ensayo de igualdad de las expectativas con
dos observaciones de varianzas iguales o diferentes. Las medias son significativamente diferentes si p < 0,05.

Andlisis de la viabilidad de las células

Para cada lote, el andlisis de la viabilidad post descongelacion demuestra que los porcentajes obtenidos para la
descongelacion son equivalentes a TO para los brazos 1y 2 (> 96,0% del TO). Cabe sefalar que la viabilidad de las
condiciones 1 a 2 es estable con respecto a TO0.

Para el lote 16Pi00230, el brazo 2 no presenta diferencia con el brazo 1.

El brazo 3 de los 2 lotes demuestra unas viabilidades mas bajas (un 89,0% de TO de promedio). Esta tendencia se
confirma por el andlisis estadistico que pone en evidencia una viabilidad significativamente inferior para el DMSO 3,5%
en comparacién con DMSO 10%.

16Pi00230
Post descongelacion TO DMSO 10 % CS10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
Viabilidad 93,5 91,6 93,6 92,6 93,4 81,2 85,2
% aTo 98,0% 100,1% 99,0% 99,9% 86,8% 91,1%
Media 99,0% 99,5% 89,0%
Varianza 2,00 0,32 8,00
F-Ensayo 0,24 0,30
T-Ensayo 0,75 0,05
16Pi00231
Post descongelacién TO DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
Viabilidad 89,4 87,2 86,6 871 86 79,6 79,1
% aTo 97,5% 96,9% 97,4% 96,2% 89,0% 88,5%
Media 97,2% 96,8% 88,8%
Varianza 0,18 0,61 0,13
F-Ensayo 0,32 0,44
T-Ensayo 0,63 0,00

Tabla de andlisis de la viabilidad de los CMN a 0Oh post descongelacién

El andlisis de la viabilidad a 4h post descongelacion pone en evidencia una reduccion moderada de los porcentajes
de viabilidad para los 3 brazos con respecto al TO, inferior o igual al 12%. En esta fase, la formulacion DMSO 3,5% no
es diferente de la formulacién DMSO 10% para el lote 16Pi00230, pero significativamente inferior para el lote

16Pi00231.
16Pi00230
4h post TO DMSO 10 % CS10 DMSO 3,5%
descongelacion A B 5A 5B ZA 2B

Viabilidad 93,5 84,2 84,7 88,9 86,2 83,4 82,3

% aTo0 90,1% 90,6% 95,1% 92,2% 89,2% 88,0%

Media 90,3% 93,6% 88,6%
Varianza 0,13 3,65 0,61
F-Ensayo 0,12 0,27
T-Ensayo 0,15 0,12
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16Pi00231
4h post TO DMSO 10% CSs10 DMSO 3,5%
descongelacion A 1B oA 5B aA 2B

Viabilidad 89,4 88,5 87,2 87,3 86,1 81,4 83,2

% aTo 99,0% 97,5% 97,7% 96,3% 91,1% 93,1%

Media 98,3% 97,0% 92,1%
Varianza 0,84 0,72 1,62
F-Ensayo 0,47 0,40
T-Ensayo 0,32 0,04

Tabla de andlisis de la viabilidad de los CMN a 4h post descongelacién

Andlisis de la proliferacién de las células por ensayo CFSE

Este método de inmunomarcado tiene como objetivo medir la proliferacion de las células observando la extincion de
un marcado intracelular, el CFSE (CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl Ester), que se diluye por la divisién de
la célula madre marcada en 2 células hijas. Da cuenta del estado funcional de las células.

Para cada uno de los lotes, el ensayo demuestra la capacidad de las células descongeladas para proliferar en todos
los brazos. El analisis estadistico concluye con la ausencia de diferencia significativa entre los brazos congelados en
CS10 y DMSO 3,5% (unicamente para el lote 16Pi00230) frente a DMSO 10%. Sin embargo, la formulacién ensayada
y el CS10 dan unos resultados mas homogéneos (varianza reducida sobre los duplicados) mientras que el control
DMSO 10% es muy variable (desviacién estandar = 14,5% para el lote 16Pi00230).

Para el lote 16Pi00231, los resultados obtenidos para las células congeladas en DMSO 3,5% son inferiores a TO y a
la condicién DMSO 10%.

16Pi00230
TO DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
% de células 92,0 93,6 73,0 92,1 96,5 91,2 91,0
proliferantes (relacion
entre T48h y TOh)

% aTo 101,7% 79,3% 100,0% 104,9% 99,0% 98,8%

Media 90,5% 102,5% 98,9%
Varianza 212,18 9,68 0,02
F-Ensayo 0,13 0,01
T-Ensayo 0,41 0,59

16Pi00231
TO DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
% de células 96,0 92,9 96,9 95,4 92,9 70,5 71,5
proliferantes (relacion
entre T48h y TOh)

% aTo 96,9% 101,0% 99,4% 96,8% 73,5% 74,5%

Media 98,9% 98,1% 74,0%
Varianza 8,00 3,23 0,45
F-Ensayo 0,36 0,15
T-Ensayo 0,77 0,01
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Analisis del ensayo de desgranulacion

El ensayo de desgranulacién permite evaluar la capacidad inmune de las células (en particular la poblacién CD8+
citotoxica efectora) en respuesta a una sefial de activacion CD3-CD28 imitada por unas bolas.
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Tabla de andlisis de la proliferacién de los CMN post descongelacion

El porcentaje de células desgranulantes disminuye en todas las condiciones congeladas con respecto a TO0.

Para el lote 16Pi00230, la comparacion de las diferentes condiciones entre si, no demuestra diferencia significativa ya

que el referente DMSO 10% es también muy variable (=16,2 + 6,7).

Para el lote 16Pi00231, en el caso de las condiciones 1 a 2, esta reduccién es moderada y aceptable, contrariamente
a la condicién DMSO 3,5% en la que la reduccion de capacidad inmune es drastica (del 22,3% antes de la congelacion

al 6,1%). Para los brazos 1y 2, los porcentajes de células proliferantes son estables (aproximadamente un 20%).

16Pi00230
TO DMSO 10 % CS10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
% CD3+ CD8+ 49,0 11,5 20,9 8,5 10,6 5,9 10,3
CD107+IFN+

% aTo 23,4% 42,7% 17,3% 21,6% 12,0% 21,0%

Media 33,0% 19,4% 16,5%
Varianza 4494 2,21 9,72
F-Ensayo 0,14 0,28
T-Ensayo 0,30 0,26

16Pi00231
TO DMSO 10% CS10 FMDO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
% CD3+ CD8+ 22,3 22,9 20,9 20,6 19,7 4,9 7,3
CD107+IFN+

% aTo 102,9% 93,7% 92,4% 88,6% 22,0% 33,0%

Media 98,3% 90,5% 27,5%
Varianza 2,08 0,36 3,00
F-Ensayo 0,25 0,44
T-Ensayo 0,26 0,01

Tabla de andlisis del ensayo de desgranulacién de los CMN post descongelacion

Andlisis del fenotipo

Permite determinar la composicién celular de los CMN dada en porcentajes.

Entre las células totales:

e Células hematopoyéticas (CD45+)

* Impurezas celulares no hematopoyéticas (CD45-)

Entre las células CD45+:

¢ linfocitos T CD45+/3+
¢ linfocitos T citotoxico CD45+/3+/8+
¢ linfocitos T helper CD45+/3+/4+

* NK (Natural Killer) CD45+/3+/16+ y/056+

17




10

15

ES 2762 966 T3

¢ linfocitos B CD45+/19+/3-
e monocitos CD45+/14+/3-

16Pi00230
Tipo celular T0 DMSO 10 % CS 10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
CD45+ 94,2 97,3 96,5 96,4 96,0 96,1 96,5
CD45- 5,8 2,7 3,5 3,6 4,0 3,9 3,5
Ly T CD3+ 59,2 50,1 58,4 57,3 61,3 54,5 55,7
LyT citotéxico CD8+ 15,3 15,5 13,5 14,8 15,1 16,9 13,2
LyThelperCD4+ 42,7 32,8 36,2 40,7 44,6 35,2 28,6
NK CD16+ y/o CD56+ 18,3 14,0 14,8 12,2 14,7 10,9 12,5
Ly B CD19+ 5,1 7,9 8,5 7,5 7,3 10,1 10,1
Monocito CD45+ CD3- 3,6 4,7 5,0 52 4,0 7,5 11,9
CD14+
16Pi00231
Tipo celular T0 DMSO 10% CS 10 DMSO 3,5%
1A 1B 2A 2B 4A 4B
CD45+ 92,8 97,3 96,7 96,3 95,3 94,6 94,2
CD45- 7,2 2,7 3,3 3,7 4,7 5,4 5,8
Ly T CD3+ 68,7 66,7 67,7 67,1 68,9 51,8 54,1
LyT citotéxico CD8+ 25,9 28,0 28,2 27,8 27,3 21,1 21,1
LyThelperCD4+ 42,1 37,9 38,8 38,7 40,9 29,9 32,3
NK CD16+ y/o CD56+ 12,4 10,8 11,4 10,9 10,2 10,4 10,9
Ly B CD19+ 6,9 7,8 8,0 7,5 7,3 12,9 12,1
Monocito CD45+ CD3- 53 4,9 4,9 4,7 4,7 8,6 8,3
CD14+

Tabla recapitulativa por lote de los resultados obtenidos para el fenotipaje de los CMN
Ly T: linfocito T. NK: Natural Killer. Ly B: linfocito B

Los resultados obtenidos para cada lote siguen la misma tendencia. En efecto, los valores de TO son similares y
permiten un analisis de las medias combinadas de los 2 lotes. La tabla siguiente presenta estos valores en % del TO

(n=2 réplicas sobre 2 lotes, es decir 4 valores en total para las condiciones descongeladas, TO realizado en duplicado
solamente).

Tipo celular DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
CD45+ 103,7% 102,7% 102,0%
CD45- 47,4% 61,8% 70,8%
Ly T CD3+ 94,6% 99,6% 85,1%
Ly T citotéxico CD8+ 101,7% 102,0% 89,9%
Ly T helper CD4+ 85,9% 97,2% 74,3%
NK CD16+ y/o CD56+ 84,2% 79,4% 75,0%
Ly B CD19+ 138,2% 126,4% 190,1%
Monocito CD45+ CD3-CD14+ 114,4% 108,6% 214,9%

Tabla de andlisis de los fenotipos
Medias expresadas en % del TO obtenidas sobre los 2 lotes

Las diferentes formulaciones tienen unas propiedades de conservacion diferentes segin la sub-poblacion
considerada: la formulacion DMSO 3,5% es la mas eficaz para conservar los monocitos y los linfocitos B. Se observa
una reduccion de los linfocitos T CD4 y CD8 (un -14,9% en comparacién a T0).
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La conservacion de los NK esté correlacionada con el % de DMSO en las formulaciones. Se observa un efecto dosis
dependiente de la formulacién DMSO 3,5% intermedio (75,0%) con la formulacion DMSO 10% (84,2%). La condicidn
CS10 que contiene el 10% de DMSO no es significativamente diferente del DMSO 10%.

Conclusién del estudio

El presente estudio de congelacion se ha realizado por lo tanto sobre 2 lotes de CMN procedentes de anillos de
citaféresis de 2 pacientes sanos diferentes. Entre los criterios estudiados, las conclusiones son:

» Viabilidad de las células. La criopreservaciéon de los CMN es eficaz en la formulacion DMSO 3,5% (reduccion
moderada del 10% aproximadamente sobre el DMSO 3,5%). Los resultados obtenidos a 4h post descongelacién son
satisfactorios y permiten un uso clinico.

e Ensayo de proliferacién (CFSE). La congelacion de los CMN en la formulacion DMSO 3,5% no altera la capacidad
de proliferacion de las células.

>Ensayo de desgranulacion. La capacidad inmune de la poblacion de linfocitos T dentro de CMN es relativamente
variable y dependiente del paciente. Los resultados del primer lote, muy variables, deben relativizarse (fuerte reduccion
de la funcionalidad en todos los casos). A pesar de que los resultados obtenidos post descongelacion sean mas bajos
que los obtenidos para el TO, los linfocitos T conservan una capacidad citotoxica.

>Fenotipo. La formulacién de congelacion DMSO 3,5% muestra una accion especifica: preserva preferiblemente
algunas poblaciones celulares. En efecto, la formulacion DMSO 3,5% tiene una mejor eficacia de conservacion sobre
los NK.

Ejemplo 3: Ensayo con la formulacién sequn la invencién para criopreservar unas células madre mesenquimatosas

(MSC)

Se ha preparado la formulacién siguiente, denominada DMSO 3,5%:

DMSO 3,5% + L-cisteina 1 mM + Trehalosa 0,1M + seroalbumina humana (AH) 4%.
Necesita un tiempo de incubacién de 15 minutos maximo a 4°C antes de la congelacién.

Esta formulacion esta asociada a un ciclo de reduccion de la temperatura automatizada efectuada mediante un CRF
(congelador programado) que permite una reduccién de temperatura compleja segun un ciclo definido. Hasta -40°C,
las células se consideran como sensibles: la reduccién de la temperatura es lenta y progresiva para permitir la
formulacion de cristales regulares. Por debajo de este nivel, el producto se considera como estable y la reduccién de
la temperatura es rapida hasta la temperatura de almacenamiento de -150°C maximo (nitrégeno gaseoso o liquido).

Contexto del estudio

Durante el estudio, se han efectuado 2 ciclos, cuyas caracteristicas se presentan en la tabla siguiente:

Ciclos N de lote Materia de partida Comentarios
1 62535836 Ampollas de paso 2 Proveedor: ATCC
2 8900-101 Ampolla de paso 4 Proveedor: Thermo Scientific

Cada ciclo corresponde a un lote de células que proviene de un donante diferente. Para estos 2 ciclos, se han
descongelado una ampolla de MSC que proviene de ATCC para el ciclo 1 y una ampolla de Thermo Fisher Scientific
para el ciclo 2. Las células se amplificaron durante varias semanas y después se congelaron por CRF a la
concentracion de:

e 1,2 x 108 células/ml para el ciclo 1;
e 2,5 x 108 células/ml para el ciclo 2.

Con el fin de demostrar la eficacia de las formulaciones de congelacion, se han realizado 3 brazos. Para cada brazo,
se han descongelado 2 ampollas (duplicados) de 1 ml para el ensayo.

Brazo 1 Brazo 2 Brazo 3
Congelacién DMSO 10%** Cs10* DMSO 3,5%
Ampollas 1Ay 1B 2Ay 2B 4Ay 4B
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* CS10: Cryostor 10, formulacion de congelacion comercial (STEMCELL Technologies)
** DMSO 10% + AH 4%.

Criterio de evaluacién

Con el objetivo de evaluar la eficacia de las formulaciones de congelacién, se han realizado diferentes ensayos
selectivos, presentados en la tabla siguiente, antes de la congelacion (denominado T0) y después de la congelacién.
Los resultados obtenidos con las células descongeladas se compararon con el TO y se expresaron en % relativo de
TO.

T0 Post descongelacién Objetivo
Viabilidad post descongelacién Criterio general (criterio primario frecuentemente liberatorio que
Viabilidad (en la hora) permite Ig inyeccién de células, frecu_enternente correlacionado
Viabilidad a 4h post con la eficacia y los efectos secundarios (impurezas acelulares:
descongelacién restos, agregados, etc.)

Caracterizacion de las subpoblaciones celulares y de las células
de interés. En efecto, el ciclo de congelacién/descongelacion
Fenotipo puede afectar especificamente a algunos subtipos mas sensibles
y modificar el equilibrio del producto inyectado (aumento de las
impurezas celulares)

Determinacién del factor de amplificacion de las células y por lo
Ensayo de proliferacion tanto de su capacidad de recogida correlacionada con la actividad
metabdlica

Se compararon los diferentes brazos mediante un analisis estadistico. La formulacion de referencia (brazo 1) es el
DMSO 10% + AH 4%.

Durante el andlisis estadistico, se ha analizado la homogeneidad de las varianzas mediante un ensayo de Fisher (F-
Test, varianza homogénea si p > 0,05). Se realiz6 después un ensayo de igualdad de las expectativas con dos
observaciones de varianzas iguales o desiguales. Las medias son no significativamente diferentes si p > 0,05. Las
medias son significativamente diferentes si p < 0,05.

Resultados

Andlisis de la viabilidad de las células

El andlisis de la viabilidad post descongelacion demuestra que las condiciones ensayadas son no diferentes del TO
para todos los brazos congelados (valores > 98% del T0). Las diferencias demostradas por el andlisis estadistico se
deben a la variabilidad del ensayo.

Lote Post TO DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
descongelacion 1A 1B oA oB aA 4B
62535836 % de viabilidad 95,3% | 94,9% | 95,0% | 96,9% 96,8% | 96,1% | 96,0%
%T0 99,6% | 99,7% | 101,7% | 101,6% | 100,8% | 100,7%
8900-101 % de viabilidad 97,5% | 96,6% | 95,7% | 98,6% 98,5% | 97,8% | 97,4%
%T0 99,1% | 98,2% | 101,1% | 101,0% | 100,3% | 99,9%
Media 99,1% 101,4% 100,4%
F-Ensayo 0,12 0,22
T-Ensayo 0,00 0,02

Tabla recapitulativa de la viabilidad de los MSC post descongelacion
(en % de viabilidad y en % relativo del TO)

El analisis de la viabilidad de las células después de 4 horas a temperatura ambiente en su contenedor primario y su
formulacion de congelacion permite evaluar la estabilidad descongelada de las células (simulacién de las condiciones
reales de manipulacion, transporte y espera antes de la inyeccién al paciente). Pone en evidencia unos porcentajes
de viabilidad estables para los 3 brazos.

Lote 4h post DMSO 10% CS10 DMSO03, 5%
descongelacion T0 1A 1B 2A 2B 4A 4B
62535836 % de viabiidad | 95,3% | 956% | 94,6% | 96,3% | 96,5% | 92,9% | 92,9%
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%T0 100,3% | 99,3% | 101,0% | 101,3% | 97,5% | 97,5%
8900-101 % de viabilidad 97,5% | 92,4% | 90,3% | 97,6% | 95,6% | 94,5% | 92,5%
% TO 94,8% | 92,6% | 100,1% | 98,1% | 96,9% | 94,9%
Media 96,7% 100,1% 96,7%
F-Ensayo 0,84 0,05
T-Ensayo 0,14 0,98

Tabla de andlisis de la viabilidad de los MSC a 4h post descongelacion
(en % de viabilidad y en % relativo del TO)

Para los 2 lotes, después de 4h post descongelacion, las variaciones son reducidas (entre el 92 y el 101% del TO).
Después del analisis comparativo de la formulacién DMSO 3,5%, no se demuestra ninguna diferencia significativa con
respecto a la referencia (DMSO 10%) asi como con el control positivo (CS10). La formulacién tiene una capacidad de
conservacion similar al CS10.

En detalle, la condicion DSMO 10% es la mas variable entre los 2 lotes de células ensayadas mientras que la
formulacion CS10 es la mas estable.

Al final, las diferencias son reducidas entre las diferentes formulaciones, por lo tanto la viabilidad post descongelacion
no es un criterio discriminante.

Andlisis fenotipico

Se ha efectuado un fenotipaje a fin de determinar la estabilidad de la poblacién de MSC en el producto descongelado.
Para los 2 lotes (62535836 y 8900-101), los porcentajes obtenidos no son significativamente diferentes del T0O. La
cantidad de células de interés no se ve, por lo tanto, afectada por el proceso de congelacidén/descongelacién.

Lote Fenotipo DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
TO 1A 1B 2A 2B 4A 4B
62535836 CD73+/90+/105+ | 96,9% | 98,5% | 98,6% | 98,6% | 98,1% | 99,0% | 99,2%
%T0 101,7% | 101,8% | 101,8% | 101,2% | 102,2% | 102,4%
8900-101 CD73+/90+/105+ | 100,0% | 100,0% | 99,9% | 100,0% | 100,0% | 99,9% | 99,9%
%T0 100,0% | 99,9% | 100,0% | 100,0% | 99,9% | 99,9%
Media 100,8% 100,7% 101,1%
F-Ensayo 0,42 0,32
T-Ensayo 0,91 0,77

Tabla recapitulativa de los resultados obtenidos para el fenotipaje de los MSC
(en % relativo del T0)

Andlisis de la proliferacién de las células

El principio del ensayo de proliferacién consiste en inocular 50 000 células en una placa de 6 pocillos y contar el
nimero de células obtenidas después de 7 dias en condiciones de proliferacion sin cambio de medio. La fase de
amplificacion de las células tuvo lugar en el mismo medio que el de la fase de cultivo precongelacion.

Para los 2 ciclos, los ensayos de proliferacion han fracasado en las condiciones TO. En el primer caso, de manera
inexplicable, las células no se han despegado (estrés) y en el 2° caso, las células se han estancado. Asi, el brazo
formulado en DMSO 3,5% se compara Unicamente con respecto al brazo control (DMSO 10% y CS10).

Lote Ensayo de DMSO 50% CS10 DMSO 3,5%
proliferacion 1A 1B oA B A B
62535836 Factor de 1,8 1,7 2,0 24 1,7 1,6
8900-101 amplificacion 2,2 2.1 24 23 23 2,0
Media 2,0 23 1,9
F-Ensayo 0,35 0,36
T-Ensayo 0,11 0,77

Tabla recapitulativa de los resultados obtenidos para los ensayos de proliferacion de los MSC
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La capacidad de proliferacién de las células se conserva para cada condicion descongelada. El analisis estadistico no
demuestra una diferencia significativa entre si. En consecuencia, la formulacion DMSO 3,5% es equivalente a las
referencias.

Conclusién del estudio

El presente estudio realizado sobre 2 lotes de MSC humanos procedentes de ampollas comerciales recultivadas
demuestra que:

> Viabilidad de las células. La criopreservacion de los MSC es eficaz en formulacion DMSO 3,5% en término de
viabilidad celular ya que es siempre superior al 98% del TO. Ademas, es equivalente al CS10 (control positivo). Los
resultados obtenidos a 4h post descongelaciéon son excelentes (ninguna disminucion de la viabilidad) y validan una
utilizacién clinica.

>Ensayo de proliferacién. La congelacion de los MSC con las diferentes formulaciones no afecta a la capacidad de
proliferacién de las células. Sin embargo, en ausencia de T0, no es posible calificarla. Los factores de amplificacion
obtenidos para las células formuladas en DMSO 3,5% no son diferentes de los controles. Esto demuestra la
equivalencia de las formulaciones con CS10 (control).

>Fenotipo. La formulacién de congelacion DMSO 3,5% preserva perfectamente el porcentaje de células de interés
(MSC).

Los 2 lotes de MSC se cultivaron de 2 maneras diferentes, el primer lote recibido de ATCC se amplificé durante 1 mes
y medio en las condiciones recomendadas por ATCC (medio ATCC + kit de crecimiento), el otro que proviene de
Thermo Fischer durante 3 semanas en condicion DMEM + concentracion reducida de glucosa + suero fetal de ternera
(SVF) al 10%. Estas diferencias no tienen impacto sobe los analisis, ya que las tendencias son las mismas para los 2
ciclos.

Ejemplo 4: Ensayos con la formulacién segun la invencién para criopreservar unos fibroblastos

Se ha preparado la formulacién siguiente, denominada DMSO 3,5%:

DMSO 3,5% + L-cisteina 1 mM + Trehalosa 0,1M + seroalbumina humana (AH) 4%.

Necesita un tiempo de incubacion de 15 minutos maximo a 4°C antes de la congelacion.

Esta formulacién esta asociada a un ciclo de reduccién de temperatura automatizada efectuada mediante un CRF
(congelador programado) que permite una reduccién de temperatura compleja segun un ciclo definido. Hasta -40°C,
las células se consideran como sensibles: la reduccion de la temperatura es lenta y progresiva para permitir la
formulacion de cristales regulares. Por debajo de este nivel, el producto se considera como estable y la reduccién de
la temperatura es rapida hasta la temperatura de almacenamiento de -150°C maximo (nitrégeno gaseoso o liquido).

Contexto del estudio

Durante el estudio, se han efectuado 2 ciclos, cuyas caracteristicas se presentan en la tabla siguiente:

Ciclo N2 de lote Material de partida
1 FPCCC12080 Ampolla de paso 2
2 FPCCC12081 Ampolla de paso 4

Para estos 2 ciclos, se han descongelado unas ampollas de fibroblastos procedentes de pacientes sanos diferentes.
Las células se amplificaron y después se congelaron a la concentracion de 5 x 108 células/ml por CRF.

Con el fin de demostrar la eficacia de las formulaciones de congelacion, se realizaron 3 brazos. Para cada brazo, se
descongelaron 2 ampollas de 1 ml, para el ensayo.

Brazo 1 Brazo 2 Brazo 3
Congelacién DMSO 10%** Cs10* DMSO 3,5%
Ampollas 1Ay 1B 2Ay 2B 4Ay 4B

* CS10: Cryostor 10, formulacion de congelacion comercial (STEMCELL Technologies)
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**DMSO 10% + AH 4%.

Criterio de evaluacién

Con el objetivo de evaluar la eficacia de las formulaciones de congelacién, se han realizado diferentes ensayos
selectivos, presentados en la tabla siguiente, antes de la congelacion (T0) y después de la descongelacion (brazos 1
a 3). Los resultados obtenidos con las células descongeladas se compararon con TO y se expresaron en % de TO.

T0 Post descongelacién Objetivo
Viabilidad post descongelacién Criterio general primario frecuentemente liberatorio que permite o
Viabilidad (en la hora) no la inyeccién correlaciongda con la eficacia y Iog efectos
Viabilidad a 4h post secundarios (aumento de las impurezas acelulares debidas a los
descongelacién restos, agregados, etc.)

Caracterizacion de las subpoblaciones celulares y en particular de
las células de interés. En efecto, el vciclo de
Fenotipo congelacién/descongelacién puede afectar especificamente a
algunos subtipos mas sensibles y modificar el equilibrio del
producto inyectado (aumento de las impurezas celulares)
Determinacién del factor de amplificacion de las células y por lo
Ensayo de proliferacion tanto de su capacidad de recogida correlacionada con su actividad
metabdlica/funcional

Los diferentes brazos se han comparado por un analisis estadistico. La formulacion de referencia (brazo 1) es el DMSO
10% + AH 4%.

Durante el analisis estadistico, la homogeneidad de las varianzas se ha efectuado mediante un ensayo de Fisher (F-
Test, varianza homogénea si p > 0,05). Se realizaba un ensayo de igualdad de las expectativas con dos observaciones
de varianzas iguales en caso de varianza homogénea. En el caso de varianza no homogénea, se realizaba un ensayo
de igualdad de expectativas con dos observaciones de varianzas diferentes. Las medias no son significativamente
diferentes si p > 0,05. Las medias son significativamente diferentes si p < 0,05.

Resultados

Andlisis de la viabilidad de las células

La viabilidad post descongelacién confirma la eficacia de congelacion sobre todos los brazos (>99% du T0).

Lote Post TO DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
descongelacion 1A 1B oA B aA 4B
FPCCC12080 % de viabilidad 98,3% | 98,6% | 98,2% | 98,4% | 97.2% | 96,7% | 98,2%
%T0 100,3% | 99,9% | 100,1% | 98,9% | 98,4% | 99,9%
FPCCC12081 % de viabilidad 98,3% | 97,7% | 98,1% | 98,5% | 97,8% | 97,6% | 97,7%
%T0 99,4% | 99,8% | 100,2% | 99,5% | 99,3% | 99,4%
Media 99,8% 99,7% 99,2%
F-Ensayo 0,22 0,21
T-Ensayo 0,64 0,15

Tabla de andlisis de la viabilidad de los fibroblastos a post descongelacion
(en % de viabilidad y en % relativo del TO)

El andlisis de la viabilidad de las células después de 4 horas a temperatura ambiente en su contenedor primario permite
evaluar la estabilidad descongelada de las células (simulacion de las condiciones reales de manipulacién, transporte
y espera antes de la inyecciodn al paciente).

Lote 4h post TO DMSO 10% CSs10 DMSO 3,5%
descongelacion 1A 1B oA °B aA 4B
FPCCC12080 % de viabilidad 98,3% | 98,1% | 98,3% | 97,0% | 97,.3% | 98,2% | 98,2%
%T0 99,8% | 100,0% | 98,7% | 99,0% | 99,9% | 99,9%
FPCCC12081 % de viabilidad 98,3% | 96,1% | 955% | 97,9% | 97,1% | 96,7% | 96,3%
%T0 97,8% | 97,2% | 99,6% | 98,8% | 98,4% | 98,0%
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Media 98,7% 99,0% 99,0%
F-Ensayo 0,03 0,29
T-Ensayo 0,69 0,70

Tabla de analisis de la viabilidad de los fibroblastos a 4h post descongelacion
(en % de viabilidad y en % relativo del TO)

A 4h post descongelacion, la viabilidad de las células sigue estable (no significativamente diferente de T0) para los 2
lotes. Las formulaciones no son téxicas para las células a temperatura ambiente.

La formulacion DMSO 3,5% tiene el mismo potencial de conservacion que el DMSO 10% (referencia) y el CS10 (control
positivo), demostrado por la ausencia de diferencia significativa durante el analisis estadistico.

Andlisis del fenotipo

Se ha efectuado un fenotipo a fin de determinar la estabilidad de la poblacion de fibroblastos en el producto. Los
porcentajes encontrados son estables con respecto al TO. La cantidad de células de interés no se ve, por lo tanto,
afectada por el proceso de congelacion/descongelacion.

Lote Fenotipo DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
TO 1A 1B 2A 2B 4A 4B
FPCCC12080 CD61+/73+/90+ 99,6% | 99,7% | 99,6% | 99,3% | 99,7% | 99,7% | 99,8%
% aTo0 100,1% | 100,0% | 99,7% | 100,1% | 100,1% | 100,2%
FPCCC12081 CD61+/73+/90+ 98,0% | 99,8% | 99,7% | 99,7% | 99,9% | 99,9% | 99,8%
%T0 101,8% | 101,7% | 101,7% | 101,9% | 101,9% | 101,8%
Media 100,9% 100,9% 101,0%
F-Ensayo 0,42 0,50
T-Ensayo 0.95 0,89

Tabla recapitulativa de los resultados obtenidos para el fenotipo de los fibroblastos
(en % relativo del T0)

Andlisis de la proliferacién de las células

El principio del ensayo de proliferacién consiste en inocular 50 000 células por pocillo en una placa de 6 pocillos y en
medir el nimero de células obtenidas después de 3 dias de incubacion.

Lote Ensayo de TO DMSO 10% CS10 DMSO 3,5%
proliferacién 1A 1B oA B aA 4B
FPCCC12080 Factor de 4.8 5,6 42 7,3 4,6 4,8 6,5
amplificacion
%T0 116,3% | 86,6% | 150,4% | 95,3% | 99,0% | 134,9%
FPCCC12081 Factor de 1,9 3,0 3,2 2,5 2,7 1,7 2,0
amplificacion
%T0 157,1% | 166,6% | 129,0% | 143,4% | 87,2% | 103,3%
Media 131,7% 129,5% 106,1%
F-Ensayo 0,26 0,18
T-Ensayo 0,93 0,27

Tabla recapitulativa de los resultados obtenidos para los ensayos de proliferacion de los fibroblastos
(en % relativo del TO).

Segun los resultados obtenidos, las células descongeladas conservan su capacidad de proliferacion y no presentan
diferencia significativa entre si.

Conclusién del estudio

El presente estudio de congelacion se ha realizado por lo tanto sobre 2 lotes de fibroblastos humanos de donantes
diferentes. Entre los criterios estudiados, las conclusiones son:
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> Viabilidad de las células. La criopreservacion de los fibroblastos es eficaz en formulacion DMSO 3,5% en términos

de viabilidad celular, ya que es siempre superior al 97% del TO. Ademas, es equivalente al CS10 (control positivo).
Los analisis obtenidos a 4h post descongelacion son satisfactorios (ninguna disminucion observable de la viabilidad)
y permiten un uso clinico.

e Ensayo de proliferacion. La capacidad de proliferacion de los fibroblastos depende del lote considerado. Para el
primer lote, las células no se ven afectadas por la congelacién, lo que se traduce por unos factores de amplificacion
superiores o iguales a TO para los 3 brazos. Para el 2° ciclo, los porcentajes de amplificacion son mejores para las
células descongeladas.

> Fenotipo. La formulacién de congelacion DMSO 3,5% preserva eficazmente el porcentaje de células de interés
(fibroblastos).
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REIVINDICACIONES
1. Composicién de crioconservacién que comprende, en un medio fisiol6gicamente aceptable:
a) albimina humana,
b) al menos un sacérido seleccionado entre los disacéaridos y los trisacéridos,
c) DMSO y L-cisteina, y
d) células con objetivo terapéutico, con la excepcién de linfocitos que infiltran el tumor,
obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de
extracciones de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase
3 0 4, comprendiendo dicho cultivo la apariciéon de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenido en la extraccién de
nddulos en transito, ganglios o metastasis, después la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor procedente
de la etapa de aparicion, y por ultimo la amplificacion de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

2. Composicién segun la reivindicacién 1, caracterizada por que el sacéarido se selecciona entre los disacaridos.

3. Composicién segin una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizada por que el sacarido es un disacarido
seleccionado entre la trehalosa y la sacarosa.

4. Composicion segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que la albiumina humana esta presente en
una cantidad comprendida entre el 2 y el 10% en peso con respecto al peso total de la composicién, preferentemente
entre el 2,5y el 6% en peso.

5. Composicién segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que el sacarido esta presente en una
concentracién comprendida entre 0,05M y 1M, preferentemente entre 0,07M y 0,5M.

6. Composicidn segin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que las células con objetivo terapéutico se
seleccionan entre las células inmunitarias, tales como las células NK, los monocitos, los linfocitos B, los linfocitos T,
naturales o genéticamente modificados, tales como los linfocitos T reguladores, los linfocitos T citotoxicos, los linfocitos
T auxiliares y los linfocitos T que tienen un receptor antigénico quimérico (CAR), los mioblastos humanos, las células
cepas hematopoyéticas, las células cepas mesenquimatosas, las células cardiacas, los fibroblastos y cualquier otra
célula natural o genéticamente modificada.

7. Composicion segin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada por que comprende:

a) albumina humana, preferentemente en una cantidad comprendida entre el 2,5 y el 6% en peso,

b) trehalosa, preferentemente en una concentracién comprendida entre 0,05M y 0,5M,

c) DMSO y L-cisteina, preferentemente en una cantidad respectivamente comprendida entre el 2 y el 15% en peso, y
en una concentracién comprendida entre 0,5 mMy 2 mM, y

d) unas células con objetivo terapéutico, con la excepcién de linfocitos que infiltran el tumor,

obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de
extracciones de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase
3 0 4, comprendiendo dicho cultivo la aparicién de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccion
de nddulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, y después la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor
procedentes de la etapa de aparicién, y por ultimo la amplificacién de los des linfocitos estimulados que infiltran el
tumor.

8. Procedimiento de crioconservacién de al menos una muestra de células con objetivo terapéutico, con la excepcion
de linfocitos que infiltran el tumor, que comprende las etapas siguientes:

i) mezcla de la muestra de células con objetivo terapéutico con:
a) albimina humana,
b) al menos un sacarido seleccionado entre los disacaridos y los trisacaridos, y

¢) DMSO y L-cisteina, después
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i) congelar la mezcla obtenida en la etapa i),

obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de la
extraccién de nddulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase
3 0 4, comprendiendo dicho cultivo la apariciéon de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenido en la extraccién de
nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, después la estimulacion de los linfocitos que infiliran el tumor
procedentes de la etapa de aparicion, y al final la amplificacion de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.

9. Procedimiento de crioconservacion segun la reivindicaciéon 8, caracterizado por que la congelacion ii) se efectda
hasta una temperatura comprendida entre -100°C y -180°C, preferentemente comprendida entre -140°C y -160°C.

10. Procedimiento de crioconservacion segun una de las reivindicaciones 8 u 9, caracterizado por que la congelacion
i) se realiza colocando la mezcla obtenida en i) en un recipiente sumergido en una mezcla de alcohol de isopropilo a
+4°C, poniéndose el conjunto a una temperatura comprendida entre -70°C y -100°C.

11. Procedimiento de crioconservacién segun una de las reivindicaciones 8 a 10, caracterizado por que la congelacion
i) se efectla con la ayuda de un congelador programado.

12. Utilizacion de una composicion que comprende, en un medio fisioldgicamente aceptable:
a) albimina humana,
b) al menos un sacarido seleccionado entre los disacaridos y los trisacaridos, y

c) DMSO y L-cisteina, para la crioconservacion de al menos una muestra de células con objetivo terapéutico, con la
excepcion de linfocitos que infiltran el tumor,

obteniéndose dichos linfocitos que infiltran el tumor por cultivo in vitro de linfocitos que infiltran el tumor a partir de una
extracciéon de nédulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis de un paciente que padece un melanoma de fase
3 0 4, comprendiendo dicho cultivo la aparicién de dichos linfocitos que infiltran el tumor contenidos en la extraccion
de nddulos cutaneos en transito, ganglios o metastasis, después la estimulacion de los linfocitos que infiltran el tumor
procedentes de la etapa de aparicion, y al final la amplificacion de los linfocitos estimulados que infiltran el tumor.
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