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ABREVIATURAS

ATMP: Advanced Therapy Medicinal Product.
CTMP: Cell Therapy Medicinal Product.

GTMP: Gene Therapy Medicinal Product.

TEP: Tissue Engineered Product.

CATP: Combined Advanced Therapy Products.
CE: Comision Europea.

PEI: Producto en Investigacion Clinica.

MSC: Mesenchymal Stem Cell.

CML: Células Madre Limbares.

DCML: Deficiencia de Células Madre Limbares.
BPL: Buenas Précticas de Laboratorio.

PNT: Procedimientos Normalizados de Trabajo.
AEMPS: Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Santarios.
EC: Ensayo Clinico.

GMP: Good Manufacturing Practice.

NCF: Normas de Correcta Fabricacion.

FBS: Fetal Bovine Serum.

MO: Médula Osea.

UPC: Unidad de Produccion Celular.

MA: Membrana Amnidtica.

MSV-MA: Células Mesenquimales de Valladolid sobre Membrana Amniética.



2. RESUMEN

El desarrollo de la investigaciéon biomédica esta permitiendo la creacion de nuevas
terapias y tratamientos novedosos que permiten el tratamiento de un gran namero de
patologias. En este sentido, las terapias celulares basadas en células madre
mesenquimales estdn tomando un importante protagonismo en el &rea de la medicina
regenerativa gracias a su eficacia y complejidad. Este proyecto tiene como objetivo el
disefio y fabricacibn de un medicamento de terapia celular de células madre
mesenquimales cultivadas sobre un biosoporte para uso en oftalmologia. Ademas, se
llevard a cabo la traslacion de la investigacion basica de laboratorio a una unidad de
produccién celular, que cumpla los requisitos establecidos por la Guia de Correcta
Fabricacién de Medicamentos de Terapia Avanzada. Los resultados obtenidos muestran
el proceso de aislamiento y expansion de las MSC a partir de una muestra de médula
osea, la fabricacién del medicamento MSV-MA y pruebas de estabilidad tras 72 horas
de almacenamiento a temperatura ambiente y fuera del incubador en diferentes medios
de acondicionamiento. Ademas, se ha elaborado un Dossier de Fabricacién validado
que permita mantener un registro de todo el proceso de fabricacién del medicamento
dentro del marco de un sistema de calidad farmacéutico con el fin de que el proceso de
produccion sea robusto, homogéneo y de alta calidad.

Palabras clave: ATMP, terapia celular, células madre mesenquimales, membrana
amniética y GMP.

The development of biomedical research is enabling the creation of new therapies and
novel treatments that allow to treat a large number of pathologies. In this way, cell
therapies based on mesenchymal stem cells are taking an important role in the area of
regenerative medicine thanks to their efficacy and complexity. The aim of this project is
to design and manufacture a cell therapy medicinal product based on mesenchymal stem
cells cultured in a biocarrier for use in ophthalmology. In addition, the translation of the
basic laboratory research to a cell production unit that complies the Good Manufacturing
Practice guidelines for Advanced Therapy Medicinal Products will be carried out. The
results obtained show the process of isolation and expansion of MSCs from a bone
marrow sample, the manufacture of the MSV-MA product and the stability tests after 72
hours of storage at room temperature and outside the incubator in different conditioning
media. In addition, a validate Manufacturing Dossier has been developed to keep track
of entire product manufacturing process within the framework of a pharmaceutical quality
system for a robust, homogeneous and high quality production process.

Key words: ATMP, cell therapy, mesenchymal stem cells, amniotic membrane and
GMP.



3. INTRODUCCION

El desarrollo de la biotecnologia y la investigacién biomédica ha supuesto un cambio en
el paradigma del tratamiento de todo tipo de enfermedades que afectan al ser humano.
En la actualidad, comienzan a aparecer nuevas estrategias terapéuticas para patologias
que antes causaban una alta tasa de morbilidad, mortalidad y costes socioeconémicos.
Ademas, actualmente surgen alternativas a tratamientos cuya eficacia no resultaba lo
suficientemente alta como para lograr la remisién de ciertas patologias graves. Todo
este avance cientifico esta respaldado por una potente investigacién preclinica en los
laboratorios de investigacion basica de todo el mundo y una importante labor traslacional
para poder transformar estos conocimientos en ensayos clinicos que culminen con la
aparicion de nuevos medicamentos y terapias.

Ante esta nueva perspectiva de la medicina cabe destacar el uso de células, genes y
tejidos como base del desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. El potencial que
presentan estos componentes biol6gicos es extremadamente alto, pues permiten
introducir variables en el problema que antes eran totalmente inimaginables. Las células
como principio activo son capaces de interactuar con los organismos de una forma
mucho mas compleja dado su caracter vivo y capacidad de adaptacion. Las terapias
basadas en &cidos nucleicos recombinantes dan forma a una estrategia totalmente
inédita consistente en la modificacion del material genético del paciente para resolver
patologias causadas por mutaciones genéticas. La ingenieria tisular permite el uso de
biomateriales y células con el fin de reparar y sustituir tejidos dafiados, incluso llegando
a mejorar su funcionalidad. El infinito horizonte que marcan estas nuevas estrategias
suponen una auténtica revolucion para las terapias convencionales estableciendo lo que
hoy se conoce como medicina regenerativa y personalizada.

MEDICAMENTOS DE TERAPIA AVANZADA

Los medicamentos de terapia avanzada (ATMP, Advanced Therapy Medicinal Products)
son una clase de medicamento cuya principio activo esta basado en células, genes y
tejidos. El uso de estos componentes se ha utilizado en la historia de la medicina
moderna con cierta regularidad, sobre todo en el uso de tejidos y células en trasplantes
(1). Sin embargo, con el desarrollo de nuevos conocimientos en el area de la
biomedicina surgieron nuevas estrategias de investigacion que pronto se transformaron
en terapias avanzadas que paulatinamente se fueron estandarizando y comercializando
(2). Los ATMPs han supuesto un punto de inflexion en el tratamiento de patologias y en
la mejora de la eficacia de los tratamientos convencionales.

Los ATMPs se pueden clasificar, de acuerdo a su naturaleza, de la siguiente manera

(3):

e Medicamentos de terapia celular somatica (CTMPs, Cell Therapy Medicinal
Products). Son medicamentos basados en células somaticas o tejidos que han
sido sometidos a manipulaciones sustanciales. Estas manipulaciones consisten
en procesos que cambian sus caracteristicas biologicas o su fisiologia original.
El principio activo de los CTMPs son células, componentes celulares, lisados
celulares o células cultivadas, expandidas o modificadas genéticamente. (4,5)



e Medicamentos de terapia génica (GTMPs, Gene Therapy Medicinal
Products). Son medicamentos cuyo principio activo es un acido nucleico
recombinante que se administra a un paciente con el fin de modificar o reparar
su informacion genética. Estas modificaciones pueden ser estables o transitorias
(4,5).

e Medicamentos de ingenieria tisular (TEPs, Tissue-Engineered Products).
Son medicamentos que consisten en células o tejidos modificados
sustancialmente y empleados para la regeneracion o el reemplazo de tejidos
humanos dafiados (4).

e Medicamentos de terapias avanzadas combinadas (CATPs, Combined
Advanced Therapy Products). Son productos que incorporan uno O varios
dispositivos biomédicos ademas de células o tejidos para facilitar su funcion
biolégica en el organismo del paciente (4,6,7). Un ejemplo de CATP es la
utilizacion de biopolimeros recombinantes de elastina (ELRs) para formar
hidrogeles que sirvan como carrier para células madre mesenquimales en el
tratamiento de defectos osteocondrales (8).

En cualquiera de los medicamentos previamente definidos las células y tejidos que
forman algunos de sus principios activos puede tener caracter autologo, alogénico o
Xenogeénico, lo que proporciona una gran versatilidad a la hora de su fabricacion y
disefio.

Toda esta clase de productos han permitido el tratamiento de enfermedades de
caracteristicas muy variadas. Algunos ejemplos de estas patologias son la epidermdlisis
bullosa distrofica (9), la diabetes mellitus (10), la atrofia muscular espinal (11), la
esclerosis multiple (12) o enfermedades autoinmunes como el lupus nefritico (13).

El marco regulatorio europeo, mediante el Reglamento de la CE N° 1394/2007 (BOE
nam.174, de 20 de julio de 2009) (4), establecié una clasificacion conforme a los
requerimientos legales de cada tipo de medicamento de terapia avanzada. En esta
clasificacion se incluyeron cuatro grandes grupos:

1. Medicamentos de terapia avanzada (ATMPS).

2. Medicamentos de terapia avanzada de fabricacién no industrial.

3. Plasmarico en plaquetas (PRP).

4. Medicamentos en situaciones especiales. En esta categoria se incluyen los
medicamentos de uso compasivo en investigaciéon, uso de ATMPs en
condiciones diferentes a las autorizadas y ATMPs no autorizados en Espafia.

Debido a su alta complejidad y alto coste de produccién, los ATMPs en Espafia han sido
casi siempre disefiados y fabricados en universidades y pequefias spin-offs. El proceso
de fabricacion de estos medicamentos es tan complejo y personalizado que su
fabricacion industrial seria completamente inviable y, por eso, generalmente el proceso
de produccién de los ATMPs es un proceso no compatible con el ambito industrial. Para
solventar legislativamente la imposible fabricacién industrial de estos medicamentos, se
emplea el concepto de Producto en Fase de Investigacion Clinica (PEI), que permite
utilizar estas terapias en los centros autorizados para su aplicacion. La legislacion que
regula la aprobacién y uso de este tipo de productos se trata de la Ley 25/1990 del 20
de diciembre (14) y el RD 1090/2015 del 24 de diciembre (15), a través de los cuales se
establecen los requisitos para la utilizaciéon de medicamentos en ensayos clinicos.



MEDICAMENTOS DE TERAPIA CELULAR

Los medicamentos de terapia celular son aquellos medicamentos cuyo principio activo
son células viables modificadas sustancialmente o cualquier derivado de ellas (3). Una
modificacion sustancial de las células consiste en aplicar procesos bioldgicos, fisicos y
quimicos que permiten el cambio de sus propiedades biolégicas o fisiologicas (4,5). De
acuerdo a la regulacion europea, algunos ejemplos de estas manipulaciones son
expansion del cultivo, diferenciacién de células madre o modificaciones genéticas.
Todos aquellos procesos que no alteren las propiedades bioldgicas vy fisiolégicas no se
consideran sustanciales y por ende, no podra considerarse medicamento a dicho
producto. Estas manipulaciones estan detalladas en el Anexo | del Reglamento (CE) N.°
1394/2007 (4). A través de este marco regulatorio, se permite que las terapias basadas
en trasplantes no entren dentro de la clasificacibn como medicamentos y asi facilitar su
uso como terapias de medicina regenerativa.

El objetivo principal de un CTMP consiste en la reparacion o sustitucion de tejidos
dafiados que el propio organismo no es capaz de regenerar por si mismo. En ocasiones,
las células empleadas poseen funcionalidades mas alla de la renovacion y la sustitucion
gue pueden resultar en una mejora de la eficacia del tratamiento. Un ejemplo de este
mecanismo son las propiedades inmunomoduladoras que poseen las células madre
mesenquimales empleadas en terapia celular (16). Las células empleadas en estos
medicamentos pueden derivar del propio paciente (uso autélogo) o provenir de un
donante diferente (uso alogénico), siempre que sea inmunolégicamente compatible con
el paciente o cuyas células no generen una respuesta inmune en el organismo. Una vez
administrado el CTMP, las células pueden o bien reparar un tejido dafiado o bien inducir
la reparacion del tejido mediante la liberacién de factores troficos que la reparacion del
tejido requiere. EI CTMP puede poseer la presentacién que se desee. En ocasiones el
tejido en el que se administra el medicamento no tiene por qué ser el lugar donde se ha
producido el dafio pues muchas células empleadas en terapia celular poseen
propiedades migratorias que pueden ser aprovechadas (17).

CELULAS MADRE MESENQUIMALES EN TERAPIA CELULAR

Las células madre siempre han sido una excelente diana como posible principio activo
de los CTMPs debido a sus propiedades de autorrenovacion y diferenciacion (18,19).
Estas células tienen la capacidad de autorrenovarse siempre y cuando el medio en el
gue vivan esté libre de factores que induzcan la diferenciacion, lo que permite a los
fabricantes generar grandes cultivos de estas células para su uso en terapia celular.
Ante determinados estimulos, las células madre son capaces de cambiar su fenotipo y
diferenciarse a una determinada célula somatica que realice una funcioén concreta en el
organismo, caracteristica que se puede aprovechar en el tratamiento de patologias que
generen un dafio tisular (20).

Las células madre mesenquimales (MSC) son células pluripotentes con capacidad de
autorrenovacion presentes en diferentes etapas del desarrollo embrionario, en el cordén
umbilical y en el individuo adulto (21). Ademas, es posible aislarlas de una gran cantidad
de tejidos como la médula osea, el tejido adiposo, polipos endometriales y sangre
menstrual (22,23).



Para la caracterizacion de las MSC, la Sociedad Internacional de Terapia Celular definié
un patrén para poder establecer si una célula se considera mesenquimal o no. Esta
caracterizacion establece que las MSC (24,25):

e Deben ser positivas para los marcadores de superficie CD90, CD73, CD166 y
CD105.

e Deben ser negativas para los marcadores CD14 (proteina muy presente en
macrofagos y células de la inmunidad innata), CD34 (caracteristico del tejido
hematopoyético y vascular), CD45 (proteina muy expresada en linfocitos) y HLA-
DR.

e Son células capaces de adherirse a las placas de cultivo.

e Son células pluripotentes, es decir, son células capaces de diferenciarse a
células de las tres capas germinales: osteocitos, adipocitos, condrocitos, células
musculares, neuronas, células de los islotes pancreaticos y a hepatocitos
(26,27).

Ademas de esta alta pluripotencia, las MSC son células con una capacidad
inmunomoduladora extraordinaria (28). Esta propiedad les permite modificar la
respuesta inmunoldgica en funcién del microambiente en el que se encuentren mediante
la activacion o supresion de la funcion de los linfocitos T y B y las células NK (29,30).
Este efecto inmunoldgico es especialmente interesante en situaciones de reparacion de
tejidos pues permite estimular y modular la respuesta del propio organismo ante la falta
de funcidn tisular, participando no solo en el recambio de células diferenciadas si no en
la estimulacién de una respuesta natural del organismo. Aunque adn no se conocen
plenamente los mecanismos de accion inmunes de estas células y la funcién fisiolégica
de esta capacidad, se considera una excelente oportunidad para el desarrollo de CTMP.
En esta misma linea, las MSC, al poseer un HLA muy poco desarrollado son células con
una inmunogenicidad muy baja, ideales para tratamientos alogénicos, ya que no se
necesitaria someter al paciente a un proceso de inmunosupresion.

Deficiencia de células madre limbares

Las MSC poseen un alto potencial terapéutico debido a todas las caracteristicas
previamente mostradas. Como consecuencia de esto, en los (ltimos afios se han
registrado cientos de ensayos clinicos que involucran a estas células en nuevas
estrategias de terapia celular. Un ejemplo del aprovechamiento de las excelentes
caracteristicas terapéuticas de las MSC como producto de terapia avanzada es el
tratamiento de la deficiencia de células madre libares.

Las células madre limbares (CML) son células madre adultas capaces de diferenciarse
a células del epitelio corneal. Estan localizadas en el limbo esclerocorneal, una franja
comprendida entre la cérnea y la conjuntiva del globo ocular (32). Estas células poseen
una doble funcién: la renovacion de las células epiteliales de la cornea y el
establecimiento de una barrera que mantenga la homeostasis entre la cornea y la
esclera (33). La renovacion de células epiteliales es esencial para el mantenimiento de
las propiedades de transparencia y estabilidad de la cérnea y la funcion barrera permite
que la esclera no invada la cornea manteniendo el equilibrio entre ambos tejidos (34).



Conjuntiva

Figura 1. Esquema y localizacion de los diferentes tejidos que forman la cérnea (31).

La deficiencia de células madre limbares (DCML) se trata de una patologia poco comudn
en la que se produce un dafo directo en las CML o un dafio en el microambiente de
esta poblacion celular (35). En esta situacion, las CML no son capaces de regenerar el
epitelio corneal y se produce una situacion de inestabilidad en la superficie del globo
ocular. Como consecuencia de esta situacion aparece una conjuntivitis en la que la
esclera invade la cérnea, generando un tejido opaco que impide totalmente la vision
(34). Otros sintomas de esta enfermedad son lagrimeo excesivo, dolor ocular,
fotosensibilidad, contraccién anémala de los muasculos del parpado, problemas de vision
e inflamacion del tejido ocular (35,36).

Existen multitud de factores que causan DCML como quemaduras quimicas o fisicas,
factores genéticos, enfermedades degenerativas (37), el uso de lentillas (38),
enfermedades inflamatorias como el sindrome de Stevens-Johnson (39) o altas dosis
de quimioterapia sistémica como la hidroxiurea (40).

Actualmente, existen numerosos tratamientos para la DCML, sin embargo, los
tratamientos mas eficaces son el trasplante de tejido limbal autélogo y alogénico y el
trasplante de células epiteliales corneales cultivadas (41). Por otra parte, la literatura
cientifica también muestra la capacidad de las células madre mesenquimales de
contribuir a la recuperacion del tejido epitelial bronquial y alveolar (32), el epitelio
glomerular y tubular (33) y el epitelio pigmentario retinal (34). Por tanto, el uso de las
células MSC se postula como una alternativa en el tratamiento de esta patologia.

Este potencial reparador del tejido epitelial ha servido de base para la creacion de
estudios de regeneracion corneal empleando MSC en animales (35). Los estudios han
mostrado una buena respuesta de la cornea a terapias celulares basadas en MSC, lo
que permite suponer que el empleo de mesenquimales como terapia para la DCML en
humanos es una opcion factible para el tratamiento de la patologia. Esta hipotesis se
corrobora con los datos obtenidos en el ensayo clinico promovido por el Instituto de
Oftalmobiologia Aplicada (36), utiizando MSC como alternativa a los trasplantes
convencionales empleados para el tratamiento de DCML. Su éxito supone una nueva
perspectiva en el tratamiento mas rapida y barata.

Desde un punto de vista técnico, la obtencién de MSC es un proceso relativamente
sencillo gracias a la presencia de estas células en una gran cantidad de tejidos. Ademas,



actualmente existen numerosas areas de produccion especializadas en el uso de estas
células, por lo que su obtencion y utilizacién es un proceso altamente estudiado.

DEL LABORATORIO AL PACIENTE

Todo medicamento de terapia avanzada tiene su origen en una investigacion basica de
un laboratorio de terapias avanzadas. Cuando dichos resultados académicos se
transforman en una idea que se puede establecer como un potencial medicamento o
terapia, comienza el proceso de desarrollo de un ATMP.

El sistema parte de una investigacion preclinica, en la que el objetivo fundamental sera
evaluar la toxicidad y la actividad bioldgica del medicamento. Esta evaluacién debera
seguir las buenas practicas de laboratorio (BPL) establecidas por la legislacion espafiola
mediante la Ley N° 14/2007 de investigacion biomédica y la Directiva N° 2004/10/CE del
Parlamento Europeo. Las BPL permiten garantizar unos resultados de calidad que
establezcan una base adecuada para poder continuar con el proceso de disefio y
fabricacion del ATMP. Con el fin de satisfacer los objetivos de esta fase preclinica se
desarrollaran modelos in vitro basados en cultivos celulares y sistemas acelulares y
modelos in vivo, generalmente consistentes en modelos animales.

Una vez se ha culminado la fase preclinica con resultados que garanticen la no toxicidad
y el control sobre la actividad biolégica del medicamento, comienza la fase conocida
como ensayo clinico (EC), en la que se evalla el uso del ATMP en seres humanos.

Un ensayo clinico es un proceso de investigacion experimental en el que se analiza la
seguridad y eficacia de un nuevo producto, terapia o técnica sanitaria para el tratamiento
de una patologia. En un ensayo clinico de un medicamento de terapia avanzada
participan tres grandes entidades:

e Laboratorio fabricante de terapias avanzadas. Es responsable del proceso de
produccién y control de calidad del ATMP. Todo este proceso incluye la
recepcion de muestras biolégica, pruebas de control de calidad en el proceso y
en el producto final y la liberacion del medicamento.

e Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios. Son responsables
de proporcionar asesoramiento cientifico, evaluar el sistema de produccion y
fabricacion, autorizar el ensayo clinico y establecer el uso del medicamento.

e Centro aplicador. Son centros sanitarios responsables de la aplicacion del ATMP
a los pacientes. En estos centros habra comités éticos que evallen las
condiciones del EC. Todo centro aplicador debera seguir los Procedimientos
Normalizados de Trabajo (PNT) en los que se fijan los protocolos para poder
aplicar correctamente el producto.

Los ensayos clinicos en Espafia estan regulados bajo el Real Decreto 223/2004. Dicha
legislacion permite disponer de las bases legales sobre las cuales se ha de regir el
disefio y desarrollo de un EC con seres humanos para garantizar la proteccion y
seguridad de los pacientes que forman parte del proceso. Ademas, se establecen los
protocolos administrativos para la autorizacion de los EC por parte de la Administracion
General del Estado a través de la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios (AEMPS).

El proceso de preparacion de un EC es la etapa en la que se establecen los protocolos
gue se van a seguir durante el proceso posterior. Los protocolos de un EC deben
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exponer toda la informacién de la que se disponga y que sea relevante a la hora de
evaluar el proceso. Los protocolos deben contener una introduccién que muestre el
fundamento del estudio, el disefio y la fabricacién del tratamiento, la poblacion del
estudio, una descripcion precisa del tratamiento aplicado, una evaluacion del EC, un
andlisis de la eficacia y de los efectos adversos y finalmente una descripcién de todos
los aspectos técnicos y practicos del ensayo. Dichos protocolos permiten que el proceso
de fabricacion del ATMP sea homogéneo, reproducible y estable. Ademas, mediante el
establecimiento de un protocolo de trabajo adecuado se permite que todas las
condiciones experimentales del estudio sean conocidas y controladas. El disefio de los
protocolos culmina con la formalizacion de un Producto en Fase de Investigacion Clinica
(PEI) que la AEMPS debera autorizar para su uso en el &mbito de un Ensayo Clinico en
humanos. Son productos empleados para una afeccion concreta y no estaran sujetos a
comercializacion.

Una vez se le proporciona a la AEMPS toda la informacion necesaria para la
autorizacion del EC, la agencia dispone de un plazo legal de 180 dias para emitir una
respuesta. Si se obtiene la autorizacién, dard comienzo el ensayo clinico. ElI EC consta
de cuatro fases fundamentales, aunque puede concluir al terminar cualquiera de ellas.
La fase | permite analizar si el nuevo tratamiento es seguro y en ocasiones optimizar el
modo de administracion de la terapia mediante su aplicacion a un pequefio numero de
pacientes. La fase Il del estudio permite investigar si la patologia responde al tratamiento
y, normalmente, se incluye también un bajo nimero de pacientes. El objetivo de la fase
lll consiste en comparar la eficacia de la nueva terapia frente a tratamientos ya
estandarizados con un nimero mas elevado de pacientes. Y finalmente, en la fase IV
se pretende profundizar en los datos de eficacia y buscar posibles efectos adversos de
la terapia. Para ello se le aplicara el tratamiento a un nimero més elevado de pacientes
y se compararan los resultados con pacientes a los que se les administra una terapia ya
establecida mediante un sistema doble ciego. Todas las etapas del proceso contienen
una fase posterior de farmacovigilancia en la que se estudia de manera minuciosa los
efectos de la nueva terapia en el organismo de los pacientes para garantizar la
seguridad de estos.

En el caso de ensayos clinicos con nuevos medicamentos, y en especial medicamentos
de terapia avanzada, la fabricacion del medicamento ha de seguir las normas de
correcta fabricacién (Good Manufacturing Practice, GMP). Las GMP son unas directrices
gue permiten garantizar que los medicamentos y productos sanitarios se fabriquen bajo
estrictos estandares de calidad. Estas normas establecen por tanto las condiciones y
requerimientos minimos para que la fabricacién sea uniforme y controlada y que los
procesos que rigen esta fabricacion sean homogéneos, robustos y reproducibles. En la
UE estas directrices estan establecidas bajo la Guia de Correcta Fabricacion de
Medicamentos de Uso Humano y Veterinario de la Unién Europea (37), y contienen un
apartado especifico para Medicamentos de Terapia Avanzada. Esta guia establece las
directrices minimas en el proceso de fabricacion en torno a nueve grandes grupos:
sistema de calidad farmacéutico; personal; locales y equipos; documentacion;
produccion; control de calidad; actividades subcontratadas; reclamaciones, defectos de
calidad y retiradas de productos y, finalmente, autoinspeccion. Es importante destacar
que las GMP no proporcionan ni una metodologia ni un protocolo de trabajo,
esencialmente establecen las condiciones adecuadas para que el fabricante, mediante
el sistema que decida emplear, proporcione un producto sanitario que satisfaga las
condiciones y estandares de calidad que se requieren para su uso clinico. Por tanto, las
GMP se han de considerar como la arquitectura fundamental del sistema de fabricacion
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de un ATMP y todo aquel proceso que esté involucrado en la fabricaciéon ha de
adecuarse estrictamente a estas normas de fabricacion.

ENSAYO CLIiNICO

INVESTIGACION INVESTIGACION | | | INVESTIGACION INVESTIGACION APLICACION
BASICA PRECLINICA CLINICAFASE I~ " | CLINICAFASE Il CLINICA

uso
COMPASIVO

GLP/BPL GMP / NCF

Figura 2. Esquema del proceso de investigacion de un medicamento en el marco regulatorio espafiol.

Sala blanca

Uno de los objetivos fundamentales a la hora de fabricar un medicamento de terapia
celular es la ausencia absoluta de cualquier contaminante en el producto final. Para
garantizar la esterilidad del medicamento, el fabricante debe establecer equipos y
protocolos que faciliten la ausencia de cualquier microorganismo o0 contaminante
basandose en todo momento en las normas GMP. Un elemento esencial en la
fabricacion de estos medicamentos es la sala blanca.

Una sala blanca o sala GMP es una estancia disefiada para mantener bajos niveles de
contaminaciéon en todo momento y controlar de manera estricta los parametros
ambientales. Estas salas contienen todos los equipos, productos y materiales que se
emplean en la fabricacion de un ATMP y mantener asi la esterilidad del proceso en todo
momento. Las salas blancas deben estar validadas y acreditadas por la AEMPS y deben
garantizar el cumplimiento de las normas GMP. Ademas de minimizar los riesgos de
contaminacioén, una sala blanca debe facilitar la validacién de los procesos y facilitar la
limpieza. La entrada de aire a la sala blanca debe estar controlada mediante un sistema
de filtros y presiones con el fin de establecer un flujo de aire laminar limpio cuya direccién
sea en todo momento hacia el exterior. La sala debe estar compartimentada en espacios
cerrados que se clasifican en grados A, B, C y D en funcion del nimero de particulas
viables y no viables presentes en el aire. El compartimento de grado A sera el espacio
con un namero minimo de particulas.

El personal técnico que trabaje en la sala blanca debera portar una vestimenta que
retenga todas las particulas que emite un organismo vivo. Ademas, requerira de una
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formacion especializada y avanzada que le permita garantizar el cumplimiento de las
normas y la metodologia de trabajo en la sala blanca.

El Instituto de Biologia y Genética Molecular posee dos salas blancas. Una de ellas esta
ubicada en el edificio Benito Herreros y la otra en el parque cientifico de la Universidad
de Valladolid. Los medicamentos de terapia celular fabricados por la spin-off Citospin
son elaborados mayoritariamente en la sala blanca del parque cientifico. Esta sala
posee dos vestuarios (zona D y C), dos areas de producciéon (zona B) y un area de
envasado (zona B).

OBJETIVOS

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Master es el disefio y desarrollo de un
medicamento de terapia avanzada de uso oftalmoldgico. Para llevar a cabo este objetivo
se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Disefiar un medicamente de terapia celular para el tratamiento de la DCML. El
principio activo de este medicamento seran células madre mesenquimales
cultivadas sobre un injerto biolégico (membrana amniética humana) para su
posterior aplicacion y sutura en el tejido corneal. Ademas del disefio, se llevara
a cabo el proceso de fabricacién del medicamento.

2. Como continuacién del proceso anterior, se llevara a cabo la traslacién del
producto desarrollado en el laboratorio de investigacion biomédica al entorno de
una unidad de produccion celular. Para ello se realizaran:

a. Un dossier de fabricacién del producto validado.
b. Pruebas de estabilidad del medicamento por un tiempo de 72 horas en
distintos acondicionamientos. Los acondicionamientos empleados seran:
i. DMEM + GlutaMAX enriquecido con 20% de FBS y 1% de
Gentamicina.
ii. HypoThermosol ®.
iii. Ringer Lactato enriguecido con Glucosa (3 mg/ml al 33%) 5mM.
Como hipétesis de trabajo se supondra que los tres acondicionamientos
mantienen el producto igual de estable durante 72 horas. Es decir, las
propiedades del producto elaborado se mantienen incorruptas en un 90%
en los distintos acondicionamientos empleados.

4. MATERIALES Y METODOS

Los equipos empleados en este proyecto han sido cedidos por el Instituto de Biologia y
Genética Molecular (IBGM) de Valladolid y Citospin. Todos los procesos y protocolos se
han realizado en el cuarto de cultivos de la segunda planta del IBGM y en el area de
investigacion de Citospin.

Reactivos y soportes

Nombre Casa comercial Referencia
DMEM (1X) + GlutaMAX™-1 | Gibco 31966-021
PBS pH 7.2 (1X) Gibco 20012-019
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0.05% Tripsin-EDTA (1X) Gibco 25300-062
Gentamicin (10 mg/ml) Gibco 15710-049
Kit de diferenciacion de .

osteogénesis StemPro™ Gibco A1007201
Kit de diferenciacion de .

condrogénesis StemPro™ Gibco A1007101
Kit de diferenciacion de .

adipogénesis StemPro™ Gibco AUDITEIOT
175 cm2Cell Culture Flask | Corning 431466
Cell culture dish 35mm x 10 :

mm Style Corning 430165
Multiwell 6 wells Corning 353046
Hoechst Molecular Probes 33342
MINI67-1KT (PKH67) SIGMA 086K1853
Suero Bovino Fetal (SFB) Gibco 10099141
Ficoll-PaqueTM PREMIUM | Cytiva 17-5442-03
Glucosa 30% B. Braun 606360
Aspiroserum Ringer- : :

LACTATO Fresenius Kabi 614677
Hypothermosol® BioLife Solutions 101102

Células madre mesenquimales (MSC).

Las células madre mesenquimales humanas empleadas en este trabajo han sido
obtenidas de un aspirado de médula 6sea (MO). Las médulas 6seas han sido donadas
a la Unidad de Produccién Celular (UPC) de Citospin para su uso en terapia celular.

Obtencién de células madre mesenquimales:

La médula 6sea (MO) es un tejido formado por células sanguineas, células
hematopoyéticas, adipocitos y células madre mesenquimales del estroma. Estas Ultimas
forman en torno al 0.01% y el 0.001% de la composicién celular del tejido medular (38).
Para su obtencion y aislamiento se parte de 30 ml de MO diluida en PBS (dilucién 1:2).
En un tubo conico de 50 ml se afiade una capa de Ficoll de 20 ml. Sobre esta capa de
Ficoll se deja caer gota a gota la dilucién de MO con cuidado para que el tejido medular
no penetre sobre el Ficoll y que consiga mantenerse sobre la superficie formando una
bicapa. Se centrifuga la muestra a 1400 rpm durante 30 minutos sin acelerador ni freno.
Una vez centrifugado, se habrd separado en diferentes capas los diferentes
componentes celulares de la MO debido a un gradiente de densidades. Con una pipeta
se extrae la capa de células mononucleadas (Figura 3). Se centrifuga la suspensién
celular a 1400 rpm durante 10 minutos y se deshecha el sobrenadante. Se afiaden 5 ml
de medio DMEM +GlutaMAX enriguecido con 20% de FBS y 1% de Gentamicina y se
realiza un conteo de células mononucleadas mediante hemocitometro. Se siembran
1.75 x 10° células / cm? en un flask de 175 cm? y se introduce en el incubador al 10%
de CO.. Alas 24 - 48 horas, las MSC se habran adherido al flask y comenzaran a formar
nichos clonogénicos y el resto de componentes celulares se desecharan en el medio de
cultivo. De esta forma habremos obtenido un cultivo de células madre mesenquimales.
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Figura 3. Gradiente de densidades por Ficoll. Las células madre mesenquimales se localizan en la capa de
células mononucleadas (39).

Mantenimiento del cultivo celular:

El cultivo de MSC se mantiene en el incubador a 37°C y con una concentracion
ambiental de CO; al 10%. Para su crecimiento y expansion se emplean flask de 175 cm?
con 50 ml de medio DMEM + GlutaMAX enriquecido con 20% de FBS y 1% de
Gentamicina y se recambia dicho medio 3 veces por semana. Cuando las células
alcanzan un 80% de confluencia, se levantan del flask mediante tripsinizacién. Para ello,
se retira completamente el medio de cultivo y se lava el flask con 15 ml de PBS. Se retira
el PBS y se afiaden 15 ml de Tripsina-EDTA. Se introduce en el incubador durante 8
minutos. Tras los 8 minutos, las MSC se habran despegado del poliestireno. Se afiaden
15 ml de medio de cultivo (con FBS) para neutralizar la tripsina. Se retira la suspension
celular y se vierte en un tubo cénico. Se centrifuga durante 10 minutos a 1400 rpm. Se
retira el sobrenadante y se resuspende el pellet en un volumen conocido. Se realiza un
conteo celular mediante hemocitometro y se siembra en un nuevo flask con una
concentracion de 102 células / cm? (1.75 x 10° células en un flask de 175 cm?).

Caracterizacion de las células madre mesenquimales:

Para la caracterizacion de las MSC se seguiran los criterios establecidos por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular. Para ello, se realizaran dos ensayos de
caracterizacion: citometria de flujo y capacidad de diferenciacion a osteocitos, adipocitos
y condrocitos.

e Citometria de flujo.

Se tifie una suspension de MSC (108 células / ml) con anticuerpos anti-CD14, anti-CD45
y anti-CD106 humanos conjugados con FITC, anticuerpos anti-CD34 y anti-CD90
humanos conjugados con PE-Cy5 y anticuerpos anti-CD73, anti-CD166 y anti-HLA-DR
humanos conjugados con PE de acuerdo a las concentraciones establecidas en el kit
de inmunotincién. Se realizdé un analisis de citometria de flujo mediante un citbmetro
Guava easyCyte de la marca Luminex, cedido para su uso en investigacion por Citospin.
Para cada marcador e isotipo se adquirieron 2000 eventos. Para el analisis de los datos
obtenidos se empleo el software de analisis Kaluza.

e Diferenciacion celular.
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Para comprobar la capacidad de las MSC para diferenciarse a osteocitos, adipocitos y
condrocitos se sembraron 20000 células en cada pocillo de una placa de 6 pocillos. En
tres de los pocillos se afiade 2 ml de medio DMEM + GlutaMAX enriquecido con 20%
de FBS y 1% de Gentamicina (controles). En cada uno de los otros 3 pocillos se afiaden
2 ml de medios de diferenciacién de la marca Gibco. Se recambia el medio de la placa
3 veces por semana durante al menos 2 semanas. Pasado este tiempo, los adipocitos
se tifien con Oil Red y los condrocitos con Alcian Blue de acuerdo a los protocolos de
cada kit de tincion.

Fabricacion del medicamento de terapia celular MSV-MA

Soporte bioldgico (MA)

Las membranas amniéticas humanas se emplean en este proyecto como un soporte
estructural para el crecimiento de las MSC. La MA esta formada por 5 capas: una capa
esponjosa, una capa fibroblastica, una capa compacta, una membrana basal y un
epitelio (40). Para su uso en terapia celular se ha de tratar la membrana para eliminar el
componente celular epitelial y que el Unico principio activo del medicamento sean las
células MSC.

Todas las MA de este proyecto se han obtenido del Centro de Hemoterapia de Castilla
y Leodn. La MA se recibe cortada en parches, con un tamafo de parche igual o superior
a 3x3 cm? y congelada a -80°C en una solucion criopreservadora. Su descongelacion
se realiza a 37°C en el incubador o a temperatura ambiente.

La MA posee un papel de nitrocelulosa pegado a la cara no epitelial. El papel de
nitrocelulosa no se pega si el epitelio esta presente y esta caracteristica permite
diferenciar la cara epitelial de la cara no epitelial. En caso de no presentar papel de
nitrocelulosa, para identificar la presencia o no del epitelio se emplea una hemosteta.
En caso de no adherirse a la membrana, la cara epitelial estara presente.

Preparacion de la membrana amnidtica para el cultivo de MSC.

Se coloca la membrana amniética sobre una placa de cultivo grande con una gota de
PBS para facilitar el tratamiento. Con ayuda de unos scrappers, se estira la membrana
sobre la superficie. Se lava con 5 ml de PBS al menos 3 veces para eliminar la solucién
criopreservadora. Para ello se vierte el PBS sobre la MA con una pipeta pasteur y se
retira cuidadosamente. Una vez lavada la MA, se procede a eliminar el papel de
nitrocelulosa que contiene. En este proceso es fundamental mantener siempre la
orientacion de la MA para asegurar que la cara epitelial se encuentre en la parte
superior. Para retirar el papel, se despega con ayuda de los scrappers la membrana del
papel. Una vez despegada, se sujeta la membrana con un scrapper sobre la placa de
cultivo y con ayuda de una pinza se tira del papel. De esta manera se puede retirar el
papel deslizandolo bajo la membrana manteniendo la membrana con la orientacién
adecuada. Una vez se ha retirado el papel, se estira la MA al maximo sobre la placa de
cultivo. Se retira todo el PBS sobrante con la pipeta pasteur y se afiaden 10 ml de
tripsina-EDTA al 0.05% sobre la MA. Se incuba a temperatura ambiente durante 4
minutos. Una vez trascurrido este tiempo, se retira la tripsina y con ayuda de los
scrappers se desepiteliza la MA. Para ello, con uno de los scrappers se sujeta la
membrana de un extremo y con el otro se frota la membrana con cuidado para no
realizar rotos. Se repite este proceso por toda la superficie del pache de membrana. Se
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lava la MA con 10 ml de PBS 3 veces. Cuando la MA est4 limpia y sin restos de Tripsina,
se estira todo lo posible sobre la superficie de la placa.

Se cortard la MA con ayuda de un bisturi en parches de membrana de unos 3x3 cm?
(Unicamente en caso de que sea necesario). Con ayuda de dos pinzas, se agarra cada
parche de dos de sus extremos y se traspasa a una placa de cultivo de 35 mm?,
manteniendo siempre la orientacidbn. En la placa se estira completamente con
precaucién de que no queden pliegues ni burbujas. En el caso de que el parche de
membrana sea mas grande que el didmetro de la placa, los extremos se levantaran
sobre los bordes de la placa de cultivo. Si es necesario afiadir 1 gota de PBS para
facilitar el estiramiento. Cuando el parche esté completamente extendido sobre la placa,
se dejard secar en el incubador a 37°y 10% de CO, durante al menos 24 horas y como
maximo 1 semana. Este proceso de secado permite garantizar la muerte celular de los
posibles restos de epitelio presentes en la MA.

Principio activo (MSC)

Siembra de las células madre mesenquimales sobre la membrana amniética.

Una vez secada la MA, se procederd a la siembra de las MSC sobre la membrana. Para
ello, se afaden 2 ml de medio de cultivo DMEM + GlutaMAX enriquecido con 20% de
FBSy 1% de Gentamicina a la placa con la MA. Se sembraran 2.5 x 10° MSCs vertiendo
la suspensioén celular sobre la MA.

Mantenimiento del cultivo.

El cultivo celular sobre la MA se mantiene en el incubador a 37° y 10% de CO; durante
72 horas. Pasadas las 72 horas, se elimina el medio de cultivo y se afiade el medio de
acondicionamiento. Una vez trascurrido este proceso, el medicamento de terapia celular
fabricado estard listo para su liberacion y aplicacion. De ahora en adelante se llamara al
medicamento MSV-MA.

Fase 1: preparacién de la membrana | Fase 2: siembra de MSC y obtencién del producto final
ALMACENAMIENTO SIEMBRA DE M5C
(a-802C) 250000 células / parche MA
DESCONGELACION EXPANSION
(372C / T ambiente) 72 horas
DESEPITELIZACION CAMBIO DE MEDIO POR
l EXCIPIENTE
EXTENSION 1
en placa de 35 mm? OBTENCION DEL PRODUCTO ESTBILIDAD DURANTE 72
1 FINAL " HORAS
1 ¢ Temperaturaambiente
SECADO *  Fueradel incubador
entre 24h y 1 semana ENVASADO
cierre de la placa

Figura 4. Esquema general del proceso de fabricacion de MSV-MA
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Tincion de MSV-MA con Yoduro de Propidio y Hoescht y andlisis de
la viabilidad celular

Para el analisis de la viabilidad de las células madre mesenquimales sobre la MA se
realiza una doble tincion de Yoduro de Propidio (IP) y Hoescht. EI Hoescht es un
fluoréforo que puede penetrar las membranas celulares y que se intercala en el DNA,
por lo gue se emplea para la tincion de células viables y no viables. El pico de excitacién
se encuentra a 350 nm de longitud de onda y el de emisién a 461 nm. El Yoduro de
Propidio también es un fluoroforo que se intercala en el DNA, pero no puede penetrar
las membranas celulares. Por esto, se emplea para la tincion de los nucleos de células
no viables (células cuya membrana estd dafada). Este colorante posee un pico de
excitacion a 535 nm y uno de emision a 617 nm.

Se preparan dos disoluciones de trabajo:

e Yoduro de Propidio: 1 mg/ml en PBS 1X.
e Hoescht: 2 mg/ml en DMSO.

Para la tincibn de MSV-MA, se afiade en un eppedorf 1 ml de PBS y se anaden 15 ul de
disolucién de trabajo de IP y 5 ul de disolucion de trabajo de Hoescht. Se voltea el
eppendorf para homogeneizar la disolucion. Se retira el medio de MSV-MA y se afiade
la disolucion de tincién a la placa. Se incuba durante 10 minutos previos al andlisis. Tras
los 10 minutos, se retira la disolucion de tincién y se afiade 1 ml de PBS. Se recomienda
realizar la tincion justo antes de analizar la muestra porque el IP y el DMSO son
altamente toxico para las células.

Analisis de la viabilidad por microscopia confocal

Para el andlisis de la viabilidad celular se toman imagenes aleatorizadas de MSV-MA
con la doble tincién de IP y Hoescht con el microscopio confocal del servicio de
microscopia del IBGM. Se tomaron 3 imagenes de cada campo con un aumento 20X,
una de ellas excitando a 350 nm y otra a 535 nm para observar la emision de ambos
fluoréforos seguidas de una imagen de transmisién de luz. Se analizaron 10 campos de
cada placa.

Para el analisis de imagen se utilizo el software de analisis de imagen ImageJ. Este
software permite el conteo de ndcleos de cada campo mediante una binarizacién de la
imagen de fluorescencia. De estos datos se extrajo el dato de viabilidad, la cantidad de
células / cm? y la cantidad total de células tras el cultivo en cada placa (conociendo la
superficie total de la placa y teniendo en cuenta que la MA recubre la placa entera).

Tincién con PKH67

El PKH67 es un fluoréforo que tifie con colas alifaticas largas los componentes lipidicos
de la membrana celular. Este colorante posee un maximo de excitacion a 490 nmy un
maximo de emisidon a 502 nm. Para la tincion, se ha utilizado un kit comercial de tincién
de la casa comercial SIGMA y se sigui6 el protocolo de tincién del que dispone el kit.
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5. RESULTADOS

Obtencion y aislamiento de células madre mesenquimales

Figura 5. A. Células con morfologia fibroblastica adheridas al poliestireno del flask obtenidas a partir de la
capa de células mononucleadas de una muestra de médula 6sea. B. Nicho clonogénico de estas células.
C. Cultivo al alcanzarse un 80% de confluencia.

A partir de una muestra de tejido de médula 6sea donado, se realiz6 un gradiente de
densidades con Ficoll para el aislamiento de las células mononucleadas de la MO. Se
aislé la capa de células mononucleadas y se cultivd la muestra de estas células. Se
obtuvieron nichos clonogénicos (Figura 5.B) de células con una morfologia similar a las
células madre mesenquimales (Figura 5.A) adheridas al poliestireno del flask y el resto
de células se desecharon con el medio. Dichas células adherentes se mantuvieron en
cultivo hasta que se alcanzé una confluencia de aproximadamente el 80% (Figura 5.C).

Analisis fenotipico mediante citometria de flujo

Se realiz6 un andlisis del fenotipo por citometria de flujo de las células adherentes
obtenidas de la muestra de MO para comprobar que dicho fenotipo es compatible con
el de una célula madre mesenquimal (segun la Sociedad Internacional de Terapia
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Figura 6. A. Andlisis de citometria de flujo para células adherentes obtenidas de las células mononucleadas
de una muestra de médula osea. Los histogramas muestran los niveles de expresion para diferentes
marcadores de superficie de la poblacion seleccionada. B. Porcentaje de eventos positivos para cada
marcador (n=6).
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Celular). Se seleccioné una poblacién homogénea de células en cuanto a tamafio y
complejidad y las células de esa poblacién mostraron una expresién superior al 98% (p
< 0.05) para los marcadores CD73, CD90, CD105 y CD166 (Figura 6). Ademas,
mostraron una expresion inferior al 0.2% (p < 0.05) para los marcadores CD14, CD34,
CD45 y HLA-DR (Figura 5). Este fenotipo es compatible con el establecido para las
MSC.

Osteogénesis, adipogénesis y condrogénesis

Una vez comprobado que las células aisladas y cultivadas son compatibles
fenotipicamente con MSC, vamos a analizar la capacidad de diferenciacién de estas
células a adipocitos, condrocitos y osteocitos. Se emplean medios de diferenciacion
para los tres tipos celulares y se mantiene el cultivo durante 3 semanas renovando el
medio cada 72 horas. A la semana del cultivo se empiezan a observar diferencias
morfoldgicas en las células en los tres pocillos de diferenciacién en comparacién con las
células control (Figura 7.G y 7.H).

En la adipogénesis (Figuras 7.A y 7.B), tras 1 semana de cultivo, se observan células
que adquieren una morfologia redondeada en las que aparecen inclusiones
citoplasmaticas de grasa. En la condrogénesis (Figuras 7.C y 7.D), tras 1 semana de
cultivo, se observan estructuras circulares formadas por células que se agrupan
generando un espacio intercelular. Estas tétradas se denominan grupos isogénicos que
posteriormente formaréan el tejido cartilaginoso. En la osteogénesis (Figuras 7.E y 7.F)
se observan depositos extracelulares formando una matriz mineralizada. Las células de
este cultivo quedan rotas o atrapadas bajo esta matriz. Esta matriz es la precursora de
la posterior matriz osteoide formada por calcio y otros minerales.

Tras la tincién del cultivo de adipogénesis con OilRed podemos observar células en
cuyos citoplasmas hay inclusiones que se tifien con el colorante (Figura 8. A - D). OilRed
es un lisocromo utilizado para tefiir triglicéridos y lipidos, por lo que se deduce que
dichas inclusiones poseen naturaleza lipidica y, por tanto, las células han sido capaces

e } . y 73 / 3

Figura 7. Ay B. Imagen obtenida mediante microscopio optico de células en medio de adipogénesis a los 20
dias de la siembra. En las flechas se marcan las células con depdsitos de grasa en el citoplasma. C y D. Imagen
obtenida mediante microscopio optico de células en medio de condrogénesis a los 20 dias de la siembra. En las
flechas se marcan los condrocitos agrupados formando tétradas. E y F. Imagen obtenida mediante microscopio

optico de células en medio de osteogénesis a los 20 dias de la siembra. Se observan los depdsitos de calcio. G

y H. Células control tratadas con medio DMEM + GlutaMAX (20% FBS + 1% Gentamicina).
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Figura 8. A - D. Imagen obtenida mediante microscopio éptico de células en medio de adipogénesis a los 10
dias de la siembra tefiidas con el colorante OilRed. En rojo se observan las acumulaciones lipidicas del
citoplasma. E — H. Imagen obtenida mediante microscopio éptico de células en medio de condrogénesis a los 10
dias de la siembra tefiidas con el colorante Alcian Blue. En azul se observan los glucosaminoglicanos propios del
tejido cartilaginoso tefidos con el colorante.

de diferenciarse a adipocitos. Por otra parte, en la tincion del cultivo con Alcian Blue se
observan agrupaciones celulares cuyo espacio intercelular se tifie con el colorante
(Figuras 8. E - H). Alcian Blue se emplea para la tincion de glucosaminoglicanos
presente en el tejido cartilaginoso, por lo que las células tratadas con medio de
condrogénesis han sido capaces de diferenciarse a condrocitos.

Curva de crecimiento del cultivo celular

Se sembraron 3.5 x 10° células en flasks (n = 4) de 175 cm? en medio DMEM +
GlutaMAX suplementado con 20% de FBS y 1% de Gentamicina y se realizaron contajes
celulares mediante hemocitometro para estudiar el crecimiento celular del cultivo de
células madre mesenquimales durante 240 horas (Figura 9). Se tomaron medidas a
diferentes tiempos y se obtuvo la curva de crecimiento celular.
Mediante los datos obtenidos, se estim6é un nimero de divisiones medio de 3.79 h

Curva de crecimiento celular
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Figura 9. Curva de crecimiento celular de células madre mesenquimales empleadas en la fabricacion de MSV-
MA. Se analizaron cuatro cultivos diferentes (n = 4) para los que se midié mediante hemocitémetro el nimero de
células en el flask (175 cm?) a diferentes tiempos.
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(desviacion tipica 0.77 h) y un tiempo de duplicacion medio de 65.64h (desviacion tipica
15.64 h).

Fabricacion de MSV-MA

Los parches de membranas amnioticas empleados poseian un tamafio aproximado de
entre 3x3 cm? y 6x6 cm?. Todos los parches se reciben con un papel de nitrocelulosa
pegado a la cara no epitelial de la membrana. Se extiende la membrana sobre la placa
para poder retirar el parche (Figura 10.A). Una vez retirado el parche, al extender la
membrana sobre la placa (Figura 10.B) y observar al microscopio éptico (Figura 11.A),
se observa el epitelio de la membrana. El epitelio amniético estd formado por una capa
de células conicas que forman una estructura en forma de red sobre la membrana. Al
procesar la membrana con Tripsina-EDTA y frotar suavemente con los scrappers, se
observa a simple vista el desprendimiento de un material mucoso de la membrana. Al
observar al microscopio 6ptico el sobrenadante de este proceso, se observa una
suspension de células de pequefio tamafio (Figura 11.B). Estas células son las células
epiteliales desprendidas de la membrana. Una vez retirado el epitelio y lavada la
membrana con abundante PBS, se observa un cambio en la morfologia de la superficie
de la membrana (Figura 11.C y D). La membrana ahora posee un aspecto rugoso
correspondiente al componente de proteinas fibrosas de las capas inferiores al epitelio
amniaotico.

Tras este proceso de desepitelizacion y tras un secado de al menos 24 horas de la
membrana amnidtica en el incubador, se procede a la siembra de las células MSC sobre
la membrana (Figura 11.E). Tras 24 horas de la siembra, las células MSC se han
adherido a la membrana completamente y se observa una distribucion homogénea de
las células sobre la membrana (Figura 11. F y G). Ademas, al ajustar el enfoque del
microscopio se puede observar que no todas las MSC se encuentran en el mismo plano
focal. Esto sugiere que las células no solo se adhieren a la superficie de la membrana
si no que siguen un proceso de integracion completa en la membrana.

Figura 11. Imagenes obtenidas con el microscopio optico del proceso de fabricacion de MSV-MA. A. Membrana
amnidtica sin desepitelizar. B. Células epiteliales sobre la placa de cultivo tras la desepitelizacion de la membrana.
C. Membrana amniética sin epitelio. D. Extremo de la membrana amniética sin epitelio. La flecha roja marcauna
célula epitelial sobre la placa. E. Células MSC recién sembradas sobre la membrana amnictica. . MSC adheridas
a la membrana (borde lateral) y a la placa de cultivo tras 24 horas de la siembra. G. MSV-MA 24 horas después de
la siembra. G. MSV-MA 72 horas después de la siembra.
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Figura 10. Preparacion de la
membrana. A. Membrana con
el papel de nitrocelulosa
adherido a la cara no epitelial.
B. Membrana sin el papel de
nitrocelulosa extendida sobre
la placa.

El cultivo se mantiene hasta las 72 horas después de su siembra. Tras este periodo, se
observa una confluencia de células de mas del 80% sobre la membrana y el
medicamento estara preparado para su liberacion (Figura 11.H).

Tincion de MSV-MA con PKH67

Figura 12. Membrana amnicdtica desepitelizada y sembrada con células MSC tehidas
con PKH67. Se observa que la membrana queda cubierta por las MSC y que la
distribucion de estas células sobre la membrana es homogénea.

Se realizé la tincion de las células MSC con el fluor6foro PKH67 para comprobar la
distribucion de las células MSC sobre la MAh en MSV-MA. Tras la tincién se elaboro el
producto y se tomaron imagenes mediante el microscopio de fluorescencia a las 72
horas de la siembra (Figura 12). Se observa una distribucibn completamente
homogénea sobre toda la superficie de la membrana, formando un tejido en forma de
capa sobre esta.

22



Pruebas de estabilidad

La estabilidad de un medicamento se define como el tiempo durante el cual las
propiedades del producto elaborado se mantienen incorruptas en un 90%. En este
disefio se ha establecido un tiempo de estabilidad de 72 horas para el medicamento a
temperatura ambiente y sin una concentracion de CO. controlada (exterior del
incubador). Para comprobar que MSV-MA se mantiene estable durante 72 horas, se
estudiaron dos parametros de control: en primer lugar, se analiz6 la viabilidad celular de
las MSC sobre la MA vy, en segundo lugar, se realiz6 un andlisis por citometria para
comprobar el estado del fenotipo de las MSC. Para el analisis de la viabilidad celular se
realizaron experimentos con tres excipientes de acondicionamiento diferentes: medio de
cultivo DMEM + GlutaMAX (+ 20% FBS, + 1% Gentamicina), Ringer Lactato (+ 5 mM
Glucosa al 33%) e HypoThermosol.

Andlisis de la viabilidad celular después de 72 horas de la liberacién

Tras 72 horas de la liberacion del medicamento, se realiz6 a cada placa una doble tincién
de Yoduro de Propidio y Hoescht. Se tomaron imagenes de microscopia confocal a 10
campos aleatorizados de cada placa y se realizé un contaje de nlcleos de células
viables y no viables (hoechst) y células no viables (IP) mediante el software ImageJ.
Con estos datos se realizdé una estimacion de la viabilidad media (n = 3) de las MSC
sobre la MA para cada uno de los tres medios de acondicionamiento diferentes, asi
como una estimacién del nimero de células totales en el medicamento (extrapolando
los datos mediante el area imagen y el area total de la placa y suponiendo en todo
momento que el parche de membrana recubre la placa por completo). Con los datos
obtenidos, se realizé un test estadistico ANOVA de comparacion de medias para
observar diferencias significativas en el andlisis de los diferentes medios de
acondicionamiento del medicamento.

En cuanto al nimero de células por placa, se obtuvieron valores compatibles con el
numero de células sembradas y el tiempo de duplicacion de las MSC (Figura 13.A). El
test estadistico mostré que no existen diferencias significativas entre el nimero de
células por placa en los distintos acondicionamientos (p = 0.257).

En cuanto a la viabilidad, los resultados mostraron viabilidades superiores al 90%
(condicién de estabilidad) para los tres excipientes (Figura 13.B), si bien es cierto que el
test estadistico mostré diferencias significativas entre las viabilidades del medicamento
acondicionado con Ringer Lactato e HypoThermosol (p = 0.010), siendo la viabilidad
media del excipiente Ringer Lactato ligeramente mas alta, del 99.49%.
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Figura 13. Analisis del numero total de células en MSV-MA (A) y de la viabilidad (B) tras 72 horas de
la liberacion medido mediante doble tincién de Yoduro de Propidio y Hoechst para los tres medios de
acondicionamiento (n = 3 para cada excipiente). No se observan diferencias significativas en el
numero total de células pero si en las viabilidades de los medios Ringer e Hypothermosaol.

Analisis fenotipico después de 72 horas de la liberacién

Con el fin de comprobar que el fenotipo de las células madre mesenquimales no ha
cambiado tras el proceso de produccién y de almacenamiento durante 72 horas, se
realizd un andlisis por citometria de flujo de las MSC de MSV-MA tras este proceso.
Para ello, se tripsiniz6 la MA y se retir6 el sobrenadante que posteriormente se llevo al
citbmetro de flujo. Este estudio solo se realiz6 a MSV-MA acondicionado con medio
DMEM + GlutaMAX.

Se observaron resultados practicamente idénticos a los obtenidos en el analisis del
fenotipo de las MSC y absolutamente compatibles con el fenotipo establecido por la
Sociedad Internacional de Terapia Celular para las MSC (Figura 14).
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Figura 14. A. Analisis del fenotipo por citometria de flujo de las MSC de MSV-MA tras 72 horas de su
liberacion. B. Porcentaje de eventos positivos para cada marcador (n=4).
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Dossier de fabricacion validado

La Guia de Normas de Correcta Fabricacién de la Unién Europea para Medicamentos
de Uso Humano y Uso Veterinario (normas GMP) establecen los principios basicos para
la correcta fabricacion de los medicamentos. Esta Guia consta de una introduccion y
cuatro partes en las que se desglosan los diferentes aspectos relacionados con el
proceso de produccién y fabricacion de medicamentos. La Parte IV de la guia
(Directrices sobre normas de correcta fabricacién especificas para Medicamentos de
Terapia Avanzada) especifica el uso de las normas de correcta fabricacion para
medicamentos de terapia avanzada, entre los que se encuentran los medicamentos de
terapia celular. En ella se establece los requisitos basicos para la fabricacién de ATMPs
en referencia a materiales, métodos, técnicos de produccion, maquinaria e
instalaciones. Estos requisitos son necesarios para que el proceso de produccion sea
robusto, homogéneo y reproducible y que el producto final mantenga las caracteristicas
de esterilidad y calidad necesarias.

Uno de los requisitos fundamentales que establecen estas normas (37) (apartado 1.2.
Principios generales), es la necesidad de la creacién de “un sistema de documentacion
gque asegure que se establezcan especificaciones apropiadas para materiales,
productos intermedios, productos a granel y productos terminados, que el proceso de
produccion esté comprendido claramente y que se conserven los registros adecuados”.
En este sentido, se ha querido llevar a cabo una traslacién del trabajo realizado en este
proyecto en el cuarto de cultivos a un sistema de calidad farmacéutico mediante la
creacion de una propuesta documental que permita satisfacer estos objetivos
planteados. Para ello, se ha disefiado un Dossier de Fabricacion (ver Anexo) que cumple
con la normativa GMP y que permite registrar todo el proceso de fabricacion de MSV-
MA, asi como de la calidad del producto producido.

6. DISCUSION

En este Trabajo de Fin de Master se han visto cumplidos todos los objetivos marcados
inicialmente para su desarrollo. El proyecto pretendia dar una visién global del proceso
de disefio y fabricacion de un medicamento de Terapia Celular. Este proceso siempre
comienza con una fase experimental preclinica que se ha llevado a cabo en el
laboratorio y continua con una traslacién completa a una unidad de produccién celular,
donde se establece un protocolo de trabajo siempre ajustado a las Guias de Correcta
Fabricacion de Medicamentos de Terapia Avanzada. Este trabajo de traslacion se ha
querido simular mediante la creacién de un Dossier de Fabricacién que ha sido validado
gracias a la produccion de MSV-MA para el desarrollo de este trabajo.

El aislamiento y expansion de células madre mesenquimales provenientes de médula
osea concluy6 satisfactoriamente en la obtencién de un cultivo de células con una
morfologia fibroblastica y fusiforme. En las fases iniciales del cultivo se observan otros
subtipos celulares provenientes de la capa de células mononucleadas compatibles con
otras poblaciones de la médula osea (células linfociticas), si bien es cierto que durante
los sucesivos cambios de medio y de recipiente estas células sin capacidad clonogénica
van despareciendo del cultivo. Una vez que el cultivo adquiere cierta homogeneidad, el
andlisis del fenotipo de estas células muestra una expresion de marcadores compatible
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con el de una MSC. Por otra parte, ha sido posible demaostrar la pluripotencia de estas
células mediante las pruebas de diferenciacion a adipocitos, osteocitos y condrocitos.
Estas pruebas de diferenciacion son una parte fundamental en el proceso de validacién
del protocolo de obtencién de células madre mesenquimales de MO, aunque una vez
se ha establecido el protocolo y se ha demostrado que mediante dicho protocolo es
posible la obtencion de las MSC, las pruebas de diferenciacién no serian necesarias en
cada rutina de obtencion de células. Esta validacion permite que Unicamente mediante
un analisis del fenotipo se pueda confirmar que las células obtenidas son células
mesenquimales.

El analisis del crecimiento celular muestra resultados semejantes a los presentados en
la literatura para las células madre mesenquimales. El crecimiento de estas células es
relativamente lento y el alto contenido en FBS que se le proporciona en el medio facilita
el proceso de expansion del cultivo. Los resultados mostraron una alta variabilidad de
los datos de concentracion celular en los diferentes flask, aunque se cree que estos
resultados se deben a errores cometidos en el proceso de contaje.

El disefio del protocolo de fabricaciéon del medicamento de Terapia Celular MSV-MA
permitié establecer un método de obtencién de un producto final con las caracteristicas
deseadas para este medicamento. Estas caracteristicas son: membrana amniética
recubierta al 80% de células madre mesenquimales de MO, presentada sobre una placa
Petri de 35 mm? y recubierta con medio de acondicionamiento (DMEM + GlutaMAX /
Ringer Lactato / HypoThermosol). Los controles que se realizaron para verificar que el
medicamento cumple las caracteristicas deseadas son: morfologia fibroblastica de las
MSC, confluencia de capa de mas del 80%, tamafio de parche de membrana minimo de
2.5 x 2.5 cm?, integridad de la membrana e integridad del envase de acondicionamiento.

En primer lugar, el tratamiento de la membrana amniética con tripsina garantiza la
acelularidad de la misma. Esto permite emplear la membrana amniética no como un
tejido si no como un biosoporte para el principio activo del medicamento: las células
mesenquimales. De coexistir las MSC con otras células (células epiteliales), no se
podria garantizar que la accién terapéutica del medicamento fuese exclusivamente por
las MSC, y por tanto, no podriamos otorgar a estas células el papel de principio activo
de la terapia celular. La retirada del epitelio de la MA mediante la tripsinizacién es un
proceso validado mediante las imagenes de microscopia Optica mostradas en este
proyecto (Figura 11) y mediante imagenes de cortes histologicos realizados en trabajos
anteriores.

Una vez sembradas las MSC sobre la membrana (principio activo) se ha podido
demostrar que las células son capaces de recubrir completamente la MA mediante un
proceso de expansion celular. Por tanto, la MA es un soporte adecuado para el
crecimiento celular, lo que junto a sus propiedades antimicrobianas, de transparencia,
flexibilidad y resistencia, permite justificar su uso como carrier para las MSC en esta
terapia celular oftalmoldgica. Otro aspecto a tener en cuenta en el disefio del
medicamento es la distribucion de las MSC en la MA, ya que se considera que una
distribucion homogénea de las células es importante para que toda la superficie de la
cornea del paciente quede expuesta a las MSC y puedan llevar a cabo correctamente
Su accion terapéutica. Mediante la tincion con PKH67 se ha podido demostrar que
efectivamente la distribucion de las MSC es completamente homogénea en todo la MA
y que las células forman una capa que recubre completamente todo el soporte.

Una vez se ha completado el proceso de produccion del medicamento, es necesario
realizar su acondicionamiento final. El acondicionamiento primario de MSV-MA sera la
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placa de cultivo de 35 mm? sobre la que se encuentra la MA con las MSC. Se colocara
la tapa y la placa se cerrara mediante una tira adhesiva. Una vez es liberado el
medicamento se establece un tiempo de caducidad de 72 horas tras la liberacion, tiempo
en el cual se deberd aplicar el medicamento en el centro aplicador correspondiente.
Durante este tiempo el medicamento podra almacenarse a temperatura ambiente sin
necesidad de un incubador.

Para garantizar la estabilidad del medicamento durante este periodo de tiempo, se
realizaron pruebas de viabilidad. Para estas pruebas se emplearon tres excipientes
diferentes: DMEM + GlutaMAX (+ 20% FBS, + 1% Gentamicina), Ringer Lactato (+ 5
mM Glucosa al 33%) e HypoThermosol. El medio DMEM + GlutaMAX se trata de un
medio empleado en investigacion ideal para el procesamiento de cultivos celulares, por
lo que su uso como medio de cultivo para las MSC sobre la MA es ideal. Sin embargo,
el empleo de esta solucién como excipiente para aplicacién clinica no es completamente
adecuado. Para solventar dicho problema, se han propuesto los otros dos candidatos.
Ringer Lactato se trata de una solucién salina para perfusion intravenosa empleada en
clinica para la reposicién de fluidos. Su habitual uso en clinica, permite que junto con el
suplemento de glucosa afiadido, se considere un excelente candidato como excipiente
para el medicamento. Por otra parte, la solucion comercial HypoThermosol se trata de
un medio de conservacion de tejidos y células en ambientes hipotérmicos empleada en
otras aplicaciones terapéuticas. Esta capacidad de conservacion permite considerar
este excipiente como una alternativa al medio de cultivo DMEM al permitir la proteccion
de la MAy las MSC.

Las pruebas mostraron una viabilidad considerablemente alta para todos los
excipientes, superior en los tres casos al 90% exigido por la AEMPS para considerar
estable el medicamento. Por tanto, cualquiera de los tres medios de acondicionamiento
podrian ser empleados en esta terapia. Al existir diferencias significativas entre la
viabilidad de las células acondicionadas con Ringer e Hypothermosol, siendo la
viabilidad en Ringer Lactato relativamente mas alta, se puede suponer este Ultimo medio
mas adecuado para el medicamento. Ademas, Hypothermosol es un medio que contiene
bajas dosis de criopreservadores, compuestos toxicos para las células. Esto permite
explicar la pequefia reduccién de la viabilidad media de las MSC. Por otra parte, este
medio esta indicado para la conservacion de células y tejidos a baja temperatura (2-
8°C), por lo que su uso en células conservadas a temperatura ambiente requeriria de
mayores pruebas que garanticen la estabilidad de las caracteristicas de las MSC y de
la MA.

Para concluir el estudio de estabilidad, se realizé un analisis del fenotipo de las MSC
tras las 72 horas para comprobar que dicho fenotipo se mantenia estable. Este analisis
mostré una estabilidad del fenotipo de las MSC, de lo que se puede inferir que el estrés
celular sufrido durante las 72 horas de almacenamiento no supone un cambio
significativo en las caracteristicas fenotipicas de las células mesenquimales. Este
estudio se realiz6 unicamente con el medio de acondicionamiento DMEM + GlutaMAX,
sin embargo, se recomienda el mismo analisis para los otros dos excipientes en futuras
investigaciones.

Se considera importante realizar un breve comentario del desarrollo técnico llevado a
cabo en el trabajo de andlisis de la viabilidad. El andlisis 6ptico de la membrana resulto
un proceso complejo, pues al tratarse de un tejido con un grosor no uniforme y que se
coloca sobre una placa de cultivos es dificil realizar un enfoque adecuado para observar
la fluorescencia emitida por las células. Para la toma de imagenes se traté de emplear
el equipo Cytation de la casa comercial Agilent. El uso de este equipo habria permitido
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tomar imagenes de microscopia de toda la membrana, sin embargo, el equipo
necesitaba realizar un enfoque automatico que resulté ser inviable debido a las
caracteristicas morfolégicas y estructurales del biosoporte. Para solventar este
impedimento, se decidi6 emplear el microscopio confocal y tomar imagenes de
diferentes campos, enfocando el plano en el que se encontraban las MSC en cada
imagen. El uso del microscopio confocal permiti6 observar que las MSC se integran
completamente en la MA, introduciéndose en ella y anidando en el tejido proteico que
la forma. Las células, al morir, pierden su capacidad de adherencia y comienzan a
desprenderse de la membrana. Este hecho se pudo observar claramente en las
imagenes pues las células tefiidas con IP se encontraban en un plano focal
completamente diferente al del resto de células.

Finalmente, para concluir este proyecto, se realizé un Dossier de Fabricacién cuyo
objetivo fundamental era mostrar una pequefia fracciéon del trabajo que se requiere en
materia de traslacién de la investigacion biomédica realizada en el laboratorio a un
ambiente GMP de produccion de medicamentos. Durante este trabajo se realizé una
validacién del dossier en cada proceso de produccién de MSV-MA para la obtencion de
los resultados experimentales mostrados. Este dossier estd compuesto por:

e Control de dictamen y decision del lote de fabricacion. Este apartado permite
resumir de manera concisa todo lo ocurrido en el proceso de fabricacién. En el
se mantienen registrados los datos del lote de fabricacion, del proceso y de los
materiales empleados. También se muestran las especificaciones del producto
final y de su liberacion.

o Registro de recepcién y control del soporte bioldgico (membrana amnidtica) y del
principio activo (células madre mesenquimales), en el que podemos observar las
caracteristicas del material biol6gico empleado en la fabricacion.

e Registro de preparacion de la membrana amnidtica.

o Registro de expansion de las células mesenquimales sobre la membrana
amniotica.

e Obtencion del producto final. En este registro se muestran las caracteristicas del
producto obtenido con el proceso de fabricacion asi como del acondicionamiento
final del medicamento.

e Especificaciones del producto final. Esta parte permite, en un solo cuadro,
obtener la informaciéon completa de la composicién y caracteristicas del lote
fabricado.

e Registro de incidencias del proceso de fabricacion. En esta seccion se deberan
plasmar todas aquellas incidencias que han podido desviar el protocolo de
fabricacion y que puedan, de alguna manera, comprometer la calidad del
producto elaborado.

Este sistema documental, junto con otros elementos necesarios segun las Guias de
Correcta Fabricacion de Medicamentos de Terapias Avanzadas, comprende un aspecto
fundamental del establecimiento de un sistema de calidad farmacéutico. Este sistema
de calidad farmacéutico engloba todas aquellas medidas que en su conjunto permitan
la fabricacion de un medicamento que mantenga la calidad requerida para su uso clinico
en humanos. Todos los procesos que engloben un sistema de produccion de
medicamentos de terapia celular han de ajustarse a esa Gestion de Calidad mediante
la aplicacién de las normas GMP, que permiten otorgar a los procesos realizados
caracteristicas de robustez, homogeneidad y calidad. Las normas GMP, por tanto, son
la columna vertebral de todo aquel sistema de produccién de medicamentos, en especial
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de medicamentos de terapia celular, que por su naturaleza peculiar necesitan de un
mayor control y unos requerimientos técnicos excepcionales.

7. CONCLUSIONES

Los resultados de este proyecto permiten concluir:

El proceso de obtencion de células madre mesenquimales de un aspirado
medular es un proceso factible que permite la obtencion de un cultivo de MSC,
con las caracteristicas fenotipicas y de pluripotencia habituales para estas
células.

En cuanto al proceso de fabricacién y disefio del medicamento de terapia celular
de células madre mesenquimales para uso oftalmol6gico (MSV-MA):

o Ha sido posible el disefio de un protocolo de trabajo que permita fabricar
un medicamento de forma homogénea y reproducible.

o El medicamento obtenido mediante este protocolo posee siempre las
mismas caracteristicas.

o El protocolo puede llevarse a cabo en el laboratorio, hecho que se ha
podido comprobar mediante la validacion de este protocolo de
fabricacion.

El medicamento se mantiene estable durante 72 horas tras su liberacion,
manteniendo la viabilidad de las células mesenquimales por encima del 90%
para los tres medios de acondicionamiento empleados. Ademas, no se observan
cambios en el fenotipo de las MSC.

Se propone el medio de acondicionamiento Ringer-Lactato suplementado con
glucosa como el candidato mas adecuado como excipiente del medicamento,
pues su uso esta establecido en la préactica clinica hospitalaria y mantiene
excepcionalmente las caracteristicas del producto final durante el tiempo de
caducidad establecido.

Es posible la creacién de un sistema documental, basado en la hormativa GMP,
que permita realizar un registro de todo el proceso de fabricacion, asi como de
todas las posibles desviaciones del proceso que pongan en riesgo la calidad del
producto final.
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I B G M DOSSIER DE FABRICACION

| PAGINA: 1de 7

Titulo: Dossier de fabricacion de Células Mesenquimales sobre Membrana Amniética

Proyecto:
Entrada en vigor:
Fecha de emision:

Expansion de Células MSV sobre Membrana Amnidtica humana

CONTROL DE DICTAMEN Y DECISION DEL LOTE DE FABRICACION

Cdédigo Lote de Fabricacién Lugar de fabricaciéon Proyecto de trabajo
Tipo de Muestra Biol6gica Centro que suministra la muestra Cddigo de la muestra
Dictamen sobre la muestra para su procesamiento: Revisado por (Firma y fecha)
lc 1 NC
DIRECTOR DEL PROYECTO: CONFORMIDAD INCIO DE LOTE
CONFORME (Firma y fecha) RECHAZO DE LOTE CAUSA:
(Firma y fecha)

Acondicionamiento

Cadigo del Lote

Lugar de fabricacién

N° de parches obtenidos

Tipo de envase

Excipiente

% de recubrimiento

Fecha de liberacién

Realizado por

Supervisado por

LIBERACION DE PRODUCTO MSV-MA

Revisado por: Técnico de fabricacion (Firma y fecha) Revisado por: Director del proyecto (Firma y fecha)

Observaciones:

DIRECTOR DEL PROYECTO: DICTAMEN DE LOTE

CONFORME LOTE | RECHAZO LOTE CAUSA

Firma y fecha Firma y fecha
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Titulo: Dossier de fabricacion de Células Mesenquimales sobre Membrana Amnidtica

Expansion de Células MSV sobre Membrana Amnidtica humana

Proyecto:

Entrada en vigor:
Fecha de emision:

REGISTRO DE RECEPCION Y CONTROL DE SOPORTE BIOLOGICO: Membrana amnidtica

Lugar de procedencia del tejido

Fecha de recepcién

Lugar de almacenamiento

Control del soporte biolégico: Membrana Amniética

Tipo de muestra

Cadigo de
identificacion

Fecha de
obtencion

Tamano de la
muestra

Fecha de
caducidad

Control del Soporte Biolégico: Membrana amnidtica

Parametros

Criterio de aceptacion

Resultados Obtenidos

Origen Membrana amniética oC oNC
Envase Doble envase hermético oC oNC
Integridad del envase integro y sellado oC oNC
Identificacion y etiquetado Datos identificativos de la muestra oC oNC
Temperatura de almacenado Almacenado a -80°C oC oNC

Observaciones:

Revisado por: Técnico de fabricacién

Firmay fecha

Revisado por: Director del proyecto

Firmay fecha

REGISTRO DE RECEPCION Y CONTROL DE MSV

Tipo de muestra Cddigo donante Identlefgiz:slzn 2 Volumen/envase Origen
Células MSV
PRINCIPIO ACTIVO
Origen | Células mesenquimales derivadas de MO expandidas
Controles de Principio Activo
Pardmetros Criterios de aceptacién Resultados
Morfologia celular Fibroblastica oC oNC oNA
Contaje = 250.000 Resultado: oC oNC oNA
Viabilidad = 90% Resultado: oC oNC oNA
PD (Duplicaciones acumuladas) oC oNC oNA
Inmunofenotipo
Marcador Sz .d,e i . Resultados | Marcador | Criterio de aceptacion e o Resultados
aceptacion Expresion Expresion

CD14 Negativo | £10% oC aoNC CD105 Positivo = 90% oC oNC

CD34 Negativo | =10% oC oNC CD166 Positivo 2> 90% oC oNC

CD45 Negativo | =10% oC oNC CD73 Positivo > 90% oC oNC
HLA-DR Negativo | £10% oC oNC CD90 Positivo = 90% oC oNC

Lote de fabricacién asignado | Terapia celular MSV-MA
Dictamen sobre las muestras para su procesamiento Revisado por
oC oNC Fecha y firma

Observaciones:

Revisado por: Técnico de fabricacion (Firma y fecha)

Revisado por: Director del proyecto (Firma y fecha)
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Titulo: Dossier de fabricacion de Células Mesenquimales sobre Membrana Am

niética

Proyecto:
Entrada en vigor:
Fecha de emision:

Expansion de Células MSV sobre Membrana Amnidtica humana

PREPARACION DE LA MEMBRANA AMNIOTICA | Fecha de procesamiento: |
Instalaciones Cuarto de cultivos Cabina de flujo laminar Incubador
LOTE DE MEMBRANA | Tamafio la membrana | N° de parches Fecha de obtencién Fecha de caducidad .
Realizado
Descongelar MA: | Temperatura 37°C O Temperatura Ambiente O oR oNR
Abrir envase dentro de la cabina de flujo laminar oR oNR
Coger la membrana y colocarla sobre una placa Petri de 100mm oR oNR
Retirar el papel de nitrocelulosa (si fuera necesario) oR oNR oNA
Lavar con 10 ml de PBS | Retirar PBS de desecho | N° de lavados: | oR oNR
Comprobar que el lado epitelial esta hacia arriba (la hemosteta no se pega al epitelio) oR oNR
Afadir 12 ml de tripsina | Vol. Total afiadido de tripsina ml oR oNR
Tiempo maximo de tripsinizacion 8 mins en campana | Tiempo de tripsinizacién | min oR oNR
Lavar con 10 ml de PBS | Retirar PBS de desecho | N° de lavados: | oR oNR
Cortar la membrana en parches de 2.5 cm x 2.5 cm | N° de fragmentos: oR oNR
Colocar cada parche en una placa Petri de 35 mm? oR oNR
IDENTIFICACION DE MUESTRAS
ID placa Lote de membrana ID placa Lote de membrana
Evaluar si los parches presentan rotura después de la desepitelizacién. Aspecto de MA
ID placa Evaluacién MA ID placa Evaluacion MA
o Roto o No Roto o No Evaluable o Roto o No Roto o No Evaluable
o Roto o No Roto o No Evaluable o Roto o No Roto o No Evaluable
o Roto o No Roto o No Evaluable o Roto o No Roto o No Evaluable
Incubar a 37 °C y 10% CO> oR oNR

Registro de notas del operario

Revisado por

Fechay firma

Observaciones: DICTAMEN o CONFORME

o NO CONFORME

Director del proyecto

Fechay firma
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Titulo: Dossier de fabricacion de Células Mesenquimales sobre Membrana Amniética

Expansion de Células MSV sobre Membrana Amnidtica humana

Proyecto:
Entrada en vigor:
Fecha de emision:

EXPANSION DE CELULAS MSV SOBRE MEMBRANA AMNIOTICA | Fecha de procesamiento: |

Instalaciones Cuarto de cultivos Cabina de flujo laminar Incubador
Tipo de muestra Identificacion Ndmero de células / volumen Fecha de obtencién .
Realizado
Sembrar 250.000 células MSV en suspension / parche oR oNR
Ne células MSV sembradas totales | | Volumen total | oR oNR
Incubar, maximo 2 horas, para permitir su adhesién: 10% CO, y 37°C. | Tiempo de adhesion | oR oNR
Afadir 2 ml de medio de cultivo DMEM (4.5 g/l de glucosa), 20% de FBS y 1% de Gentamicina oR oNR
Incubar a 37°C y 10% CO2 durante 72 horas
IDENTIFICACION DE MUESTRAS
ID placa Lote de membrana ID placa Lote de membrana
Evaluar si la membrana presenta rotura después de la desepitelizacion. Aspecto de MA
ID placa Evaluacién MA Evaluacién de las MSV
o Roto o No Roto o No Evaluable o Adheridas o Fusiformes o No evaluable
o Roto o No Roto o No Evaluable o Adheridas o Fusiformes o No evaluable
o Roto o No Roto o No Evaluable o Adheridas o Fusiformes o No evaluable
o Roto o No Roto o No Evaluable o Adheridas o Fusiformes o No evaluable
o Roto o No Roto o No Evaluable o Adheridas o Fusiformes o No evaluable

o Roto

o No Roto o No Evaluable

o Adheridas o Fusiformes o No evaluable

Registro de notas del operario

Revisado por

Fechay firma

Observaciones:

DICTAMEN

o CONFORME o NO CONFORME

Director del proyecto

Fechay firma
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Expansion de Células MSV sobre Membrana Amnidtica humana

Proyecto:

Entrada en vigor:
Fecha de emision:

OBTENCION DEL PRODUCTO FINAL

| Fecha de procesamiento:

Instalaciones

Cuarto de cultivos

Cabina de flujo laminar

Incubador

Evaluar Aspecto del producto MSV-MA

ID placa Aspecto MSV-MA % capa Actividad a realizar

o Adheridas o Fusiformes o Roto o Noroto o No evaluable o Acond. o Destruccion

o Adheridas o Fusiformes o Roto o Noroto o No evaluable o Acond. o Destruccion

o Adheridas o Fusiformes o Roto o Noroto o No evaluable o Acond. o Destruccion

o Adheridas o Fusiformes o Roto o Noroto o No evaluable o Acond. o Destruccion

o Adheridas o Fusiformes o Roto o Noroto o No evaluable o Acond. o Destruccion

o Adheridas o Fusiformes o Roto o Noroto o No evaluable o Acond. o Destruccion

ACONDICIONAMIENTO DE LOS PRODUCTOS MSV-MA
Retirar el sobrenadante y desecharlo oR oNR
Afiadir medio de acondicionamiento hasta enrase de la placa | Vol. Afiadido ] ml oR oNR
Colocar la tapa de la placa y sellar con membrana adhesiva. Identificar la placa mediante el etiquetado primario oR oNR
ID placa LOtef;jberiFéngdOUCto Excipiente Vol./envase Hora expedicién
Registro de notas del operario
Revisado por )
Fechay firma
Observaciones: DICTAMEN 5 CONFORME 5 NO CONFORME

Director del proyecto

Fechay firma
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Expansion de Células MSV sobre Membrana Amnidtica humana

Proyecto:

Entrada en vigor:
Fecha de emision:

ESPECIFICACIONES DE PRODUCTO FINAL

MEDICAMENTO: MSV-MA ATMP Células mesenquimales alogénicas expandidas sobre membrana

amniética

Lote de fabricacion:

MEDICAMENTO

Origen MSV-allo
L Células mesenquimales expandida sobre membrana
Composicion o
amnidtica
Excipiente
Envase Placa Petri de 35 mm?
Caducidad 72 horas desde su expedicién

Temperatura de mantenimiento

Temperatura ambiente

Almacenamiento hasta la aplicacion

Conservar a temperatura ambiente hasta su aplicacion

Controles de Producto Final

Parametros Criterio de aceptacion Resultados
Morfologia celular Células MSV fibroblasticas oC oNC oNA
Confluencia de capa > 80% oC oNC oNA
Tamafio del parche terapéutico >2.5x2.4cm? oC oNC oNA
Integridad de la membrana Sin grietas oC oNC oNA
Integridad del envase Sin dafios ni roturas oC oNC oNA

Observaciones

Revisado por

Fechay firma

Observaciones:

DICTAMEN o CONFORME

o NO CONFORME

Director del proyecto

Fechay firma
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Expansion de Células MSV sobre Membrana Amnidtica humana

Proyecto:
Entrada en vigor:
Fecha de emision:

Registro de Incidencias de Proceso de Fabricacién

Descripcion resumida de la incidencia

Acciones tomadas

Cédigo desviacién
(si aplica)

Detectada por:

Firmay fecha

Cédigo desviacién
(si aplica)

Detectada por:

Firmay fecha

Cdédigo desviacion
(si aplica)

Detectada por:

Firmay fecha

Cédigo desviacién
(si aplica)

Detectada por:

Firmay fecha

Cdédigo desviacion
(si aplica)

Detectada por:

Firmay fecha

Observaciones:

Proyecto

Conforme por el Director del

Fechay Firma

Produccién

Conforme por el Técnico de

Fechay Firma




