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1. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES.

1.1. BIOLOGIA DE LAS CELULAS TRONCALES.

Las células madre o troncales son células precursoras de los tejidos con capacidad de au-

torrenovacion, proliferacién y diferenciacién a células de multiples linajes (1-3).

Estas células son capaces de renovarse a si mismas por medio de divisidn celular incluso
después de periodos largos de inactividad. Esta capacidad clonogénica se mantiene por largos
periodos de tiempo dependiendo del tipo especifico de célula troncal. Otra caracteristica fun-
damental es que bajo determinadas condiciones fisiolégicas o experimentales pueden diferen-
ciarse hacia células de tejidos u érganos con funciones especificas. Cuando una célula troncal se
divide, lo hace de forma asimétrica, es decir, da lugar a una célula troncal genéticamente igual a
la inicial (clonogenicidad) y a otra célula comprometida hacia un linaje determinado. Este Gltimo
proceso se conoce como “diferenciacién”. Estas caracteristicas les confieren la capacidad de
mantener o reparar los diferentes tejidos y érganos en los que se encuentran (4). Dependiendo
de su procedencia las células troncales se dividen en células troncales embrionarias (CTE) o célu-

las troncales somaticas (CTS).

Las células troncales embrionarias son células pluripotentes procedentes de embriones en

fases tempranas del desarrollo (Figura 1).
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Figura 1. Origen de las células madre. Imagen tomada de Hernandez et al 2004.
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Las células troncales somaticas, también llamadas células troncales del adulto, son células
presentes en diferentes tejidos del organismo y multipotentes (Figura 2). El término multipoten-
cia indica la capacidad de estas células para dar lugar sélo a unos determinados tipos de células
de diferentes tejidos, generalmente limitados a los derivados de la capa embrionaria de la que
proceden o los tipos celulares presentes en el érgano en que se encuentran. En cambio, el
término pluripotencia hace referencia a la capacidad para dar lugar a todos los diferentes tipos

celulares del organismo.

Fetal tissues Adult tissues

Ectoderm

|

Pancreas

Cardiac cells Hematopoietic

il »%

Mesenchymal  Smooth muscle

Figura 2. Células troncales somaticas. Imagen tomada de Sabine Wislet-Gendebien et al 2012.

Se han descrito en diferentes estudios varios tipos de CTS aunque las mds estudiadas han
sido las células troncales hematopoyéticas, que se encuentran en la médula ésea y que dan lugar
a todos los tipos celulares presentes en la sangre. La biologia y mecanismo de accidn de estas
células ha sido ampliamente descrito, por lo que en las ultimas décadas los investigadores han
comenzado a centrar sus estudios sobre otros tipos de CTS, como por ejemplo las células tronca-

les mesenquimales, intestinales, y neurales entre otras (5).

De los tipos celulares previamente descritos, las células troncales mesenquimales (CSM) o
en inglés mesenchymal stem cells (MSC) son células con capacidad de autorrenovacién que pue-

den encontrarse en casi todos los 6rganos y tejidos postnatales (6).

Estas células son las que han generado un mayor interés entre los investigadores y clinicos
ya que pueden ser facilmente aisladas mediante aspirado de médula ésea o tejido adiposo, en-

tre otros, y se pueden expandir a escala clinica en condiciones in vitro. Ademas, las CSM ofrecen
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otras ventajas como la posibilidad de almacenamiento a largo plazo sin pérdida importante de

potencia y su baja inmunogenicidad en el trasplante alogénico (7).

A pesar de su ubicuidad, las CSM se encuentran predominantemente en el estroma de la
médula dsea. El gran interés que existe por estas células proviene de su capacidad para diferen-
ciarse hacia tejidos como grasa y tejido conectivo, tejidos del sistema musculoesquelético como
hueso (8), cartilago (9) y tenddn (10), y recientemente se ha demostrado su gran plasticidad al
observar capacidad para diferenciarse hacia células de musculo liso (11,12), cardiomiocitos
(13,14) e incluso tejido neural (15). La plasticidad celular se define como la capacidad de una
célula para diferenciarse a tipos celulares diferentes de su tejido de origen, o incluso de una
capa embrionaria diferente. Ademas estas células presentan efectos locales regulando el micro-

ambiente que las rodea mediante efectos paracrinos e inmunomoduladores (15).

1.2. ORIGEN DE LAS CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES (CSM).

El primero en plantear la hipdtesis de la presencia de células con capacidad regenerativa
fue Cohnheim (16), que a finales del siglo XIX planteaba la hipdtesis de que los fibroblastos deri-
vados de la médula ésea (MO) estaban involucrados en la curacion de heridas a nivel de todo el
organismo. Posteriormente, Maximow (17) describio una relacién fundamental entre el desarro-
llo tejido mesodérmico y la sangre durante la embriogénesis. Entre los afios 60 y 70, Friedenstein
y sus colaboradores hallaron en el estroma de la MO de ratones y cobayas un tipo de células
adherentes al plastico con alta capacidad replicativa in vitro y formadoras de colonias fibroblds-
ticas (18,19). Friedenstein describidé que tras la siembra de una muestra de MO, al eliminar las
células en suspension quedaba una poblacién heterogénea de células adheridas al plastico. Di-
chas células tras ser cultivadas se replicaban generando colonias de células con un aspecto simi-
lar a los fibroblastos del tejido conectivo. A este tipo de células las denominaron “Unidades for-
madoras de colonias de fibroblastos” (CFU-F, del inglés “colony-forming units fibroblasts”). Pos-
teriormente encontraron que estas colonias de fibroblastos, al ser trasplantadas in vivo en coba-
yas podian generar osteoblastos, por lo que en dicho estudio postulaban la posibilidad de que
estas células fueran las responsables de generar el soporte estromal necesario para albergar el
tejido hematopoyético (20,21). Al final de la década de los 80 y principios de los 90, se dirimio
gue la poblacion heterogénea de células troncales mesenquimales de la MO estaba vinculada al
desarrollo de diversos tejidos mesenquimales. Asi mismo, se identificaron los primeros antige-
nos de superficie expresados por la CSM, que fueron el CD73 y el CD 105 (22-25,25,26). Debido
a su vinculacién con la formacidn de tejidos mesenquimales durante el desarrollo embrionario,
estas células se denominaron “Células Madre Mesenquimales” (27), denominacién que fue re-
forzada por Pittenger et al., al demostrar la capacidad de estas células para diferenciarse in vitro
en células de tejidos de origen mesenquimal como el hueso, cartilago, grasa, tendén, musculo, y

estroma medular (28).
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1.3. CARACTERISTICAS DE LAS CSM.

1.3.1.Morfologia.

Las células troncales mesenquimales se caracterizan por presentar una morfologia espiga-
da, en forma de huso, con la presencia de un ntcleo alargado central, que contiene de dos a tres
nucléolos (29-31). Aunque algunos autores han reportado que las capas de células troncales
mesenquimales en cultivo contienen células con una morfologia homogénea (28), existe una
mayor evidencia de que estas capas son heterogéneas y contienen células, morfoldgica y funcio-

nalmente distintas.

Figura 3. Imagen de microscopia de contraste de fases de CSM de sangre periférica. Imagen tomada de
Lyahyai et al 2012.

Desde los primeros estudios de Owen, se observd que las colonias de células troncales
mesenquimales contenian células morfolégicamente diferentes (32,33). Estos autores describie-
ron células fibroblastoides, fusiformes, las cuales formaban colonias compactas y colonias abier-
tas y, otro tipo de células, a las cuales denominaron de tipo epitelial, que eran células mads pe-
guefas, con nucleos mas intensamente tefiidos y morfolégicamente semejantes a células epite-

liales.

Un aiflo mas tarde, el trabajo publicado por Mets y Verdonk enfatizé la presencia de dos
tipos celulares: el tipo |, formado por células pequefias y fusiformes, y el tipo Il, constituido por

células mas grandes, aplanadas y de proliferacion mas lenta (34).

Dando un paso mas all3, los estudios de citometria de flujo realizados por Prockop et al.
permitieron describir tres tipos de células en los cultivos de CSM (35—37). Estos investigadores
separaron tres subpoblaciones, una de células pequefias, fusiformes y agranulares, a la cual de-
nominaron RS—1; otra de células pequefas y granulares, denominada RS—2; y la ultima confor-
mada por células mas grandes y granulares a las cuales denominaron como células mesenquima-

les maduras o mCSM. Estos autores postularon que las células RS—1 corresponden a CSM proge-
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nitoras, con un indice de proliferacion elevado, que dan origen a las células RS-2 y estas ultimas
a las mCSM.

Mas recientemente Flores describe la presencia de dos tipos de morfologia en cultivos de
células troncales mesenquimales. La mayoria de las células son espigadas con morfologia fibro-
blastoide, y una proporcién menor de células en el cultivo presentan un mayor tamafo y morfo-

logia romboide (38).

1.3.2.Fenotipo.

Tras el descubrimiento y caracterizacién de las CSM, los cientificos deseaban un método
para aislar de forma prospectiva poblaciones de células progenitoras basados la seleccién de
marcadores expresados en la superficie celular. Los primeros marcadores incuestionablemente
identificados en las CSM fueron CD73 (SH-3/4) y CD105 (endoglina o SH-2), seguido después por
CD90 y CD44 (25,39). Desde entonces se ha descubierto que la poblacion cuadruple positiva de
CD90/CD105/CD73/CD44 es comun a los fibroblastos y las células del estroma, y sélo sirve para
discriminar estos tipos de células de las de origen hematopoyético (40-43). En 2006, la ISCT es-
tablecidé un conjunto criterios minimos para la definicidon de las CSM como: (1) células adheren-
tes de plastico; (2) capacidad de diferenciacién tri-linaje (hueso, cartilago y grasa); (3) fenotipi-
camente positivas para CD105, CD73 y CD90; y (4) negativas para CD45, CD34, CD11b, CD14,
CD79ay HLA-DR.

Estos criterios se basan en la caracterizacién de las células cultivadas in vitro y no se apli-
can al fenotipo nativo in vivo. Por ejemplo, el CD34 se considera un marcador para células hema-
topoyéticas y progenitores endoteliales directamente de aspirados de médula dsea, pero no de
CSM (44,45). Sin embargo, otros autores han clasificado las CSM obtenidas de lipoaspirado como
CD34+ antes de su cultivo in vitro (46-48). Mitchell y colaboradores (49) demostraron que el
60% de las células del estroma vascular fresco procedente de lipoaspirados que producen CFU-F
son CD34+ y que la expresidon CD34 disminuye dramaticamente en cada pase de cultivo. Zimmer-
lin y colaboradores (50) propusieron que dos tipos distintos de células en el estroma perivascular
del tejido adiposo, los pericitos (CD146+ / CD34- / CD31-) y las células de la capa supra-
adventicia estromal (CD146- / CD34+ / CD31-) daban lugar a CFU-F. Simmons identificé el anti-
cuerpo Stro-1 como una marcador para enriquecer CFU-F mas de 100 veces en MO fresca y para
identificar progenitores estromales y osteogénicos (51-53). Se ha detectado Stro-1 en células
CFU-F in vitro derivadas del estroma vascular y se ha localizado in vivo en el endotelio de algunos
vasos sanguineos (54). Frente a estos resultados y por el origen de pericitos y CSM, el fenotipo in
vivo de las CSM seria Stro-1+/CD90+/ CD105+/CD73+/CD44+/ CD45-/11b-/ CD14- con poca o
ninguna expresion de CD34.

Hallazgos similares sobre la variedad fenotipica fueron encontrados en cultivos celulares
procedentes de muestras de tejido dérmico (55). La expresion diferencial de marcadores CD en
las CSM de distintos tejidos estaria relacionada con las diferencias de potencial en el microam-

biente perivascular (56). No obstante, los estudios mas recientes corroboran la presencia de un
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conjunto comun de marcadores coexpresados en las células estromales del tejido adiposo, piel y
médula ésea como son CD 90, 73, 29, 44, 105 y 13, y ausencia de los marcadores CD34, CDA45,
CD14 y HLA-DR (55).

1.3.3.Potencial de Diferenciacion.

Ademads de caracterizarse por los marcadores de superficie, las CSM deben adherirse al
plastico y diferenciarse a osteoblastos, adipocitos, y condroblastos bajo condiciones in vitro (57).
La diferenciacion esta regulada por acontecimientos genéticos en los que estan implicados fac-
tores de transcripcion. Una via particular de diferenciacion fenotipica se puede controlar por
algunos genes reguladores que inducen la diferenciacién al progenitor celular de un linaje es-
pecifico. Ademas de la induccidn con factores de crecimiento y productos quimicos, se puede
construir un microambiente que aporte a las CSM condiciones adecuadas para su proliferacion y
diferenciacion (58). Aunque las CSM pueden diferenciarse en una serie de tejidos in vitro, la po-
blacién de células resultante no imita enteramente los tejidos diana en sus propiedades bioqui-

micas y biomecdnicas (59).

CAPACIDAD DE DIFERENCIACION DE LAS MSC
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La Diferenciacion mesodérmica (osteogénica, adipogénica y condrogénica) es facilmente

alcanzable para las CSM (o MSC en inglés) porque poseen el mismo origen embrionario.

La diferenciacidn osteogénica implica el progreso de una serie de etapas, en las cuales se

obtienen estadios intermedios de diferenciacién osteoblastica que culminan con la formacidn de
osteoblastos maduros y funcionales. Es posible reconstituir este modelo de osteodiferenciacion
bajo condiciones in vitro, mediante el cultivo de CSM en presencia de factores osteoinductores.
Como factores osteoinductores se utilizan Dexametasona, B- Glicerofosfato y Acido Ascérbico
(AA) (59-61). La Dexametasona, estimula la proliferacién de las CSM y permite la diferenciacion
hacia el linaje osteogénico. El B-Glicerofosfato actia como sustrato de fosfato organico, necesa-
rio para la formacién de hidroxiapatita (62). En presencia de estos suplementos, las CSM adquie-
ren cambios morfoldgicos y aumentan la actividad de la enzima Fosfatasa Alcalina (FA), la cual
juega un papel fundamental en la mineralizacién de la matriz extracelular. La FA hidroliza los
ésteres de fosfato, liberando fésforo inorganico, que produce depdsitos de cristales de hidroxia-
patita, mineral indispensable para el inicio de la etapa de diferenciacion (63). Previo a la osteodi-
ferenciacion, las CSM comienzan a multiplicarse, aumentando la expresidon de genes asociados a
la proliferacion celular, como el factor de transcripcion “Core-binding factor a-1” (CBFA1) y las
proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) (64). Posterior a la proliferacién celular, comienza el
proceso de diferenciacion caracterizado por la activacion de la FA, que cataliza la eliminacién de
grupos fosfatos permitiendo la presencia de un pH alcalino y propiciando el crecimiento y el

desarrollo dseo. Esta enzima es indispensable para la formacién del hueso y el aumento de su

actividad indica el inicio de la etapa de diferenciacién (63). La ultima etapa del proceso osteogé-
nico se encuentra caracterizada por la expresion de proteinas involucradas en la organizacién de
la matriz extracelular, como el coldgeno tipo 1. Ademas durante esta etapa aumenta la expre-
sién de proteinas que colaboran en la formacién del mineral dseo, entre las que se encuentran
osteopontina, sialoproteina ésea y osteocalcina (60,65,66). La osteocalcina es una de las protei-
nas mas abundantes de la matriz extracelular, su expresién esta altamente restringida al tejido
dseo, especificamente a las regiones destinadas a la mineralizacidon. Esta proteina es producida
Unicamente por el osteoblasto durante el proceso osteogénico, por lo tanto, es un marcador de
diferenciacidon osteogénica ya que adquiere sus maximos niveles de expresion durante el perio-

do de mineralizacion (67).

Por otra parte, la induccién del proceso de diferenciacidon condrogénica in vitro se ha visto

favorecida con la adicién de factores como el Factor de Crecimiento Transformante B1 (TGF-B1),
Dexametasona, solucién ITS (Insulina, Transferrina y Acido selénico), Piruvato y Ascorbato 2-
fosfato (68). Para este tipo de diferenciacion se utiliza una alta densidad celular mediante cultivo
en pellet o micromasa (69). Este tipo de cultivo permite la formacién de uniones intercelulares
gue conducen a la agregacién celular y facilitan el proceso de diferenciacién (70). El TGF-B1 in-
duce agregacioén celular y estimula la diferenciacién, promoviendo el depdsito de proteoglicanos
(71) estimulando la isoforma activa del receptor de glucocorticoides GR-a. Ademas, el TGF-p1

actua sinérgicamente con la Dexametasona, regulando en forma positiva la expresidon de genes
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de matriz extracelular (68).

En el caso de la diferenciacidon adipogénica in vitro, se utilizan factores inductores como

Dexametasona, Insulina, Indometacina y 3- Isobutilmetilxantina (28). La Dexametasona induce la
expresion de la proteina aP2, proteina especifica del tejido adiposo (72). Sin embargo ésta debe
actuar sinérgicamente con otras moléculas como la Fosfodiesterasa, Isobutilmetilxantina e Insu-
lina para inducir la expresidon de otros genes especificos del linaje adipogénico (72,73). Por su
parte, la Indometacina estimula la expresién de PPAR-y, cuya funcién es regular el proceso de

diferenciacion adipogénica (74).

Diferenciacion ectodérmica.

La diferenciacién neuronal in vitro de CSM puede ser inducida por DMSO, hidroxianisol
butilado (BHA), B-mercaptoetanol, KCL, forskolina, e hidrocortisona (58). Las vias de sefializacién
Notch y la mediada por proteina quinasa A (PKA) se encuentran implicadas en la diferenciacion
neuronal de las CSM (75). En presencia de otro estimulante, la baja expresion de la caveolina-1
también promueve la diferenciacién neuronal de CSM a través de la via de sefializacion Notch
(76).

Diferenciacion endodérmica

En la diferenciacion hepdtica, el factor de crecimiento de los hepatocitos y la oncostatina
M se utilizaron para obtener células cuboides que expresaban marcadores caracteristicos (a-
fetoproteina, glucosa 6-fosfatasa, tirosina aminotransferasa, y CK-18) y producian albumina en
vitro (77). En el caso de la diferenciacidn pancredtica estudios recientes han desarrollado méto-
dos para conseguir células B de los islotes a partir de células madre adultas. Las células resultan-
tes mostraron una morfologia especifica, alto contenido en ARNm de insulina-1, y la sintesis de

insulina y nestina (78,79).

1.4. TEJIDOS FUENTE DE CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES.

Las células estromales de médula ésea fueron las primeras en describirse y las mas utiliza-
das (19,28). Sin embargo, el requisito de métodos invasivos para su obtencién apoyé la busque-
da de fuentes alternativas mas accesibles, como el tejido adiposo (80-82), piel (83), ligamento
periodontal (84), sangre periférica (85,86) o la pulpa dental (87—89). También se ha descrito la
presencia de CSM en pulmdn (90), musculo (91), sistema nervioso central (92-94) y liquido sino-
vial (95).

Ademas de estos tejidos adultos, se pueden obtener CSM en el alumbramiento asocia-
das a tejidos fetales (96,97), incluyendo la placenta (98-102), membrana amniética (103,104),
amnios (105), vellosidades coridnicas de la placenta (106) y el cordén umbilical (107) con la ven-
taja de su disponibilidad evitando la necesidad de procedimientos invasivos y la eliminacion de

otras preocupaciones éticas. Se han obtenido diferentes tipos de CSM a partir del cordén umbili-
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cal dependiendo de si se aislan de la totalidad cordén umbilical (108,109), de la gelatina Whar-
ton (110) de la sangre del corddn umbilical (98,111,112), o de las zonas peri vasculares (113).
También se pueden encontrar en la sangre menstrual (114-117), y la leche materna (118). En
particular, las células humanas del cordén umbilical peri vasculares, pueden ser candidatas ven-
tajosas para la terapia celular debido a su menor variabilidad entre los donantes, corto tiempo

de duplicacién, y su disponibilidad (119).

A pesar de su diverso origen, todas estas células muestran escasas diferencias en cuanto a
morfologia, capacidad de adherencia a superficies plasticas, senescencia celular y/o capacidad
de diferenciacién. (107,120-122). Este hecho unido a la inexistencia de un marcador especifico
que identifique cada poblacién celular, hace que se las considere también células madre mesen-
quimales y que la utilizacidon de unas u otras en aplicaciones terapéuticas dependa de la disponi-
bilidad o accesibilidad a los tejidos donantes y de la facilidad de expansién in vitro. Sin embargo,
se han descrito diferencias en su papel funcional. Por ejemplo, las células mesenquimales deri-
vadas de médula dsea y de la gelatina Wharton tienen diferente capacidad de proliferacion (119)

y secretoma y perfiles protedmicos distintos (123,124).

1.5. PROPIEDADES DE LAS CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES.

1.5.1. Propiedades tréficas.

La propiedad tréfica principal de las CSM es la secrecidn de factores de crecimiento y otras
guimiocinas para inducir la proliferacién celular y la angiogénesis. Las CSM expresan proteinas
mitogénicas tales como el factor de crecimiento transformante alfa- (TGF-a), TGF-b, factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
basico de fibroblastos (FGF-2) y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) para aumentar
el nimero de fibroblastos y la divisién de la célula epitelial (125-128). Por otro lado liberan el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), IGF-1, EGF y angiopoyetina-1 para reclutar
células de linaje endotelial y promover la neoangiogénesis (129). Se ha planteado la hipétesis de
qgue el genotipo de cada individuo tiene un papel fundamental en la expresion y secrecién de
estas citocinas, dando crédito a la filosofia de la medicina personalizada utilizando dosis de CSM
combinadas con proteinas o factores de crecimiento autélogos (por ejemplo, plasma rico en

plaquetas) (130).

Los efectos troficos de las CSM se extienden mas alld de la proliferacién, a la cicatrizacion.
Esto se debe presumiblemente a que las células locales secretan factores paracrinos como el
factor de crecimiento de queratinocitos, el factor derivado de la célula estromal-1 (SDF-1) y la

proteina inflamatoria de macréfagos-1 alfa y beta (131,132).

1.5.2. Propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras de CSM.
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Tipo de marcador

Nombre
Colageno I, 11, 11, IV, Vy VI

Fibronectina

Referencias

Laminina .
Acido hialuronico Chichester, 1993
Moléculas de la matriz Elastina Minguell, 2001
extracelular Heparan sulfato Flores-Figueroa 2006
el i Amable 2014
Agrecano
Tenascina
Vimentina
ICAM-1,2y 3
VCAM-1
e Pittenger, 1999
ALCAM-1
CD44 Conget,1999
Moléculas de adhesion y Integrina al, a2, a3, o4, a5y a6 Majumdar, 2003
proteinas de membrana Integrina aV Deans,2000
Integrina A1, B3 y B4 Flores-Figueroa 2006
MCAM/MUC18
NCAM Amable 2014
TETRASPAN
BSF-1
I1L-6,7,8,11,12,14 y 15
Flt-3
IL-1RA
MCP-1
Eoxantina
MIP-1ay 1B Haynesworth,1996
MMP-1y 3 _
LI Majundar, 1998
M-CSF Deans, 2000
ED(;S; Holgate 2000
MCP-1 Caplan 2001
Cltc;(;ucl:\:csi:‘if::‘::gres \I;IESET: Flores-Figueroa 2006

Endostatina

Trombospondina 1

Angiopoyetina 1

Angiogenina

PLGF

TGFo,B1y B2

HGF

EGF

FGF-2

IGF-1

PDGF-AA

KFG

Doorn 2011
Murphy 2012
Yang 2013
Nakamura 2013
Amable 2014

Tabla 1. Proteinas expresadas por las células troncales mesenquimales.
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En muchos tipos de traumatismo musculoesquelético, las condiciones inflamatorias en el
sitio de la lesidn impiden los procesos de reparacién natural por progenitores locales y células
maduras. Las CSM modulan a través de mecanismos paracrinos este ambiente inflamatorio. En
respuesta a moléculas tales como interleuquina-1 (IL-1), IL-2, IL-12, factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) e interferon-gamma (INF-y), las CSM secretan una variedad de factores de crecimiento y
proteinas anti-inflamatorios con complejos mecanismos de retroalimentacion que implican a
muchos tipos de células inmunes (133—138). Las citoquinas clave en la inmunomodulacién inclu-
yen la prostaglandina 2, TGF-b1, HGF, SDF-1, éxido nitroso, indoleamina 2,3-dioxigenasa, IL-4, IL-
6, IL-10, el antagonista del receptor de la interleuquina-1 y el receptor soluble del factor de ne-
crosis tumoral. Las CSM impiden la proliferacién y funcidon de muchas células inmunes inflamato-
rias, incluyendo las células T, células NK, células B, monocitos, macréfagos y células dendriticas
(134,139,140). Una caracteristica de los ambientes crénicamente inflamados es un desequilibrio
persistente en los tipos de células T auxiliares y los macréfagos (141-143). Las CSM promueven
indirectamente la transicién de células TH1 a células TH2 mediante la reduccion de INF-y y el
aumento de IL-4 y IL-10 (7,133). Se ha demostrado que la restauracién del equilibrio TH1/TH2
mejora la regeneracién de tejidos en el cartilago, musculo y otros tejidos lesionados, alivia los
sintomas de enfermedades autoinmunes y tiene un efecto antidiabético (144-148). Del mismo
modo, la reduccién de INF-g y la secrecidon de IL-4 promueve un cambio en los macréfagos de
tipo M1 (pro-inflamatorios, anti-angiogénicos y de inhibicidon del crecimiento) a tipo M2 (pro-
remodelacidn, antiinflamatorio y de cicatrizacién de los tejidos), un efecto requerido para la

regeneracién esquelética, muscular y neural (57,141,146,149,150).

Las CSM indiferenciadas expresan niveles bajos a medios de antigeno leucocitario humano
(HLA) de clase | y bajos niveles de HLA de Clase |l para evitar el reconocimiento por el sistema
inmune (57,151) en terapias alogénicas. Sin embargo, el INF-y puede inducir niveles detectables
de antigeno de clase | y la expresidn del antigeno de clase Il (152,153). Se han reportado varios
casos de rechazo de CSM alogénicas y respuestas inmunes crénicas en estudios animales y ensa-

yos clinicos en humanos (154-156).

1.5.3. Propiedades anti-apoptaéticas.

Otra propiedad importante de CSM es la capacidad para rescatar células apoptodticas indu-
cidas por exposiciones traumaticas a la hipoxia, productos quimicos, dafio mecdnico vy la radia-
cion. Por ejemplo, las CSM han demostrado revertir la apoptosis en cardiomioblastos después de
la isquemia, asi como las neuronas dafadas y los fibroblastos de pulmén (123,157,158). Los me-
canismos anti-apoptdticos de las CSM no se entienden completamente, pero se han identificado
varias proteinas clave. La secrecién de IGF-1 e IL-6 aumenta la expresion de Akt (proteina quina-
sa B) y NFkB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas)
(159,160). La elevada expresién de Akt aumenta la secrecion SFRP2, un miembro de la via de
sefializacion Wnt y un mediador clave de la anti-apoptosis en células de tipo fibroblastico me-

diante el bloqueo especifico de Wnt3a (161-164). Otros investigadores (165) han aislado la
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stanniocalcina-1 designandola como un molécula esencial para la neutralizacidon de apoptosis en
los fibroblastos dafiados por la radiacién ultravioleta y la acidez. No esta claro si las proteinas
SFRP2 y stanniocalcina-1 estan relacionadas o actuan de forma independiente en sus mecanis-
mos antiapoptéticos. Se sabe que los efectos anti-apoptéticos provocan el aumento de expre-
sidn de Bcl-2, Bcl-xL y de la proteina de choque térmico (166,167). En los fendmenos de apopto-
sis relacionados con la hipoxia, se sabe que las CSM aumentan significativamente la secrecién
del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y que VEGF, HGF y TGF-b1 tienen un

papel esencial en la reversion de la apoptosis de la célula endotelial (168).

1.5.4. Propiedades antimicrobianas.

La defensa inmune nativa contra las infecciones microbianas incluye moléculas efectoras
tales como polipéptidos antimicrobianos, catelicidinas, lisozimas, lactoferrina y defensinas (169—
171). Un péptido particular de la familia de catelicidinas en los seres humanos es hCAP-18/LL-37.
LL-37 es comUnmente secretada por las células epiteliales y macrdéfagos fagociticos para luchar
contra infecciones por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, pero también se expresa por
las CSM (172-174). La produccidn de LL-37 es un control sistémico contra sepsis y las bacterias,
de hecho las CSM secretan dicho péptido en respuesta a Escherichia coli y otros microbios
(175,176). Este descubrimiento sugiere que las CSM son un agente terapéutico potencial para las
infecciones agudas y sistémicas. Bonfield y colaboradores (177) demostraron en un modelo mu-
rino de fibrosis quistica con infeccién pulmonar crénica que la administracidn sistémica de CSM
reducia significativamente la pérdida de peso. Este estudio no sélo demuestra un efecto directo
sobre los microbios, sino la influencia en el reclutamiento de células inmunes. También se ob-
servo en humanos que las CSM actuan frente a las bacterias y parasitos protozoarios aumentan-
do la expresidn de indoleamina 2,3-dioxigenasa, enzima que regula la activacién de las células T
(161,178-180).

1.6. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA.

Las CSM de médula ésea (CSM-MO) generalmente se aislan de aspirados de la cresta iliaca
posterosuperior, pero alternativamente también se pueden obtener de los compartimentos
medulares de tibia, fémur o esterndn. Estos aspirados son posteriormente cultivados en placas
con medio suplementado con factores de crecimiento (181). La poblacidn resultante de células
con adherencia al plastico se considera cultivo primario de CSM-MO ex vivo y suele constituir
entre el 0,001 y el 0,01% del total de las células mononucleadas de la médula. Estas CSM-MO
recién aisladas se mantienen en cultivo durante varios dias, en los cuales las células hemato-
poyéticas no adherentes van siendo eliminadas con los sucesivos cambios de medio. Vistas a
través del microscopio, constituyen una poblacién mas o menos homogénea de células con una

morfologia fusiforme similar a la que presentan los fibroblastos.

Las CSM-MO pueden ser subcultivadas, manteniendo normales su cariotipo y su actividad

telomerasa. Sin embargo, si se cultivan durante periodos extensos se pueden observar signos de
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senescencia, lo cual puede afectar a la multipotencialidad de estas células y disminuir su capaci-
dad de diferenciacidn (182). Este fendmeno se conoce como senescencia replicativa, el cual sue-
le ser comun en cultivos de células diploides (183) y puede ser causado por varios factores, in-
cluyendo el acortamiento de los telémeros durante subcultivos continuados in vitro o la ausen-
cia de actividad telomerasa. Adema3s, existe cierta variabilidad en su capacidad de expansidn, ya
gue mientras algunas preparaciones de CSM-MO pueden ser expandidas hasta 35-40 veces,
otras cesan su crecimiento después de 5-10 pases (184). Este hecho se puede deber a varios
motivos, por ejemplo, el procedimiento usado para aislar y cultivar las células, la baja existencia
de CSM-MO frente a las células hematopoyéticas en el aspirado de médula dsea utilizado o in-

cluso al propio donante (185).

Como se ha dicho anteriormente, el aislamiento de las CSM-MO se basa en su adherencia
a las superficies plasticas utilizadas para su cultivo. Debido a esto, el principal inconveniente
derivado del propio método de aislamiento, es la heterogeneidad celular del cultivo inicial, ya
gue es dificil evitar contaminaciones con otros tipos celulares presentes en el aspirado y que
también se adhieran al plastico. Esto supone una limitacion para el posible uso clinico de estas
poblaciones, ya que los resultados pueden tener una baja reproducibilidad. Por este motivo, hay
investigadores que han intentado desarrollar diferentes sistemas para obtener poblaciones celu-
lares homogéneas, muchos basados en el desarrollo de una serie de anticuerpos monoclonales
frente a antigenos de superficie de las CSM-MO. En 1991, Simmons y Torok-Storb (51), desarro-
Ilaron un anticuerpo monoclonal denominado Stro-1 capaz de reaccionar con células progenito-
ras no hematopoyéticas del estroma de la médula ésea para aislar poblaciones puras de células
con caracteristicas de CSM-MO. En 1992, Haynesworth y colaboradores(25), utilizaron el anti-
cuerpo SH-2 frente CSM-MO humanas, el cual reacciona con un epitopo presente en el receptor
del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) conocido como CD105 o endoglina, que al
igual que los anticuerpos SH-3 y SH-4 los cuales reconocen distintos epitopos de CD73, también
conocido como 5'-nucleotidasa (186), no reaccionan con células hematopoyéticas o con osteo-
blastos. En 1997, Bruder y colaboradores, utilizaron el anticuerpo SB-10 para caracterizar pobla-
ciones de CSM-MO indiferenciadas. El antigeno especifico de SB-10 se identificé como CD166, el

cual juega un papel importante en la ruta de diferenciacién osteogénica (187).

Desafortunadamente, los antigenos identificados mediante procedimientos similares a los
anteriormente descritos, se expresan en variedad de tipos celulares y no son Unicamente especi-
ficos de CSM-MO. Este hecho dificulta su identificacidn y las hace poco diferenciables in vivo de
otras poblaciones celulares, ya que por ejemplo comparten marcadores con linfocitos, células

endoteliales, epiteliales y musculares.

2. MIGRACION Y “HOMING”.

El éxito de la aplicacidn clinica de terapias basadas en células depende de la llegada de es-

tas células al sitio (s) del tejido requerido con la maxima eficacia, un proceso denominado
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"Homing". Para minimizar la morbilidad, los principios clinicos dictan que las células deben ad-
ministrarse por via intravascular. Luego la eficacia terapéutica de CSM depende en gran medida
de su capacidad para llegar al 6rgano / tejido enfermo y poder ejercer sus efectos. Para que esto
sea posible se requiere la migracién de las CSM al 6rgano/tejido enfermo atravesando el endo-
telio vascular. La comprension profunda de los mecanismos moleculares que conducen al trafico
de células desde el sistema vascular es esencial para el disefio y la aplicacion de estrategias que

permitan terapias celulares como la medicina regenerativa basada en células madre.

La mayoria de aportaciones sobre los mecanismos de migracidon y homing se basan en es-
tudios que evaluaron la migracién de leucocitos a los tejidos inflamados (188) (189), de células
hematopoyéticas a la médula dsea (190) y de la metastasis del cancer (191). Los procesos migra-
cion y homing requieren que las células pueden adherirse y migrar a través de las células endo-

teliales para entrar en el tejido diana.

2.1. MIGRACION TRANSENDOTELIAL.

El reclutamiento de subpoblaciones de células del flujo sanguineo hacia los tejidos es criti-
co para gran variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos, incluyendo la inmunidad, la repara-
cion de tejidos, y la metastasis del cancer. La extravasacion tiene lugar dentro de las vénulas
postcapilares bajo condiciones de estrés de cizalla ya que la velocidad de flujo sanguineo suele
ser de 1-4 dinas /cm? (192). Gran variedad de estudios in vitro e in vivo han establecido que la
migracion de células desde los vasos sanguineos a compartimientos extravasculares se rige por
una cascada de interacciones moleculares (193,194). El 'Paso 1' en este proceso implica la captu-
ra o frenado de las células de la corriente sanguinea en el endotelio del tejido diana. Este proce-
so, mediado principalmente por las selectinas y sus ligandos, da lugar al_frenado inicial y poste-
rior rodamiento de las células en contacto directo con la superficie endotelial, a velocidades muy
por debajo de la corriente de fluido. Este rodamiento permite un estrecho contacto de la célula
con el endotelio a lo largo de distancias que oscilan entre pocos micrémetros a varios milime-
tros. De esta manera las células pueden exponerse a sefiales quimicas (principalmente quimio-
quinas, citoquinas y otros agentes inflamatorios) presentes en el medio local (Paso 2), dando
lugar a la activacién de la integrina que se une a su receptor endotelial conduciendo a una ad-

hesion firme (Paso 3), seguido por la transmigracion endotelial (Paso 4) (Fig. 5).

El paso 2 es critico para que tenga lugar toda la cascada, siendo los principales mediadores
de esta firme adhesidn las integrinas, VLA-4 y LFA-1. La transicion de los pasos 1 a 3 estd orques-
tada por la actividad combinada de diversas quimiocinas. Las quimiocinas comprenden una su-
perfamilia de pequefias proteinas que funcionan como agentes quimiotdacticos (194). Algunas
guimiocinas tienen una distribucién especifica de tejido, mientras que la expresion de otras es
dependiente de la inflamacion. Luego la extravasacion es impulsada por gradientes de quimioci-
nas presentes en el compartimento subendotelial. (195) Sin embargo, sélo aquellas células que
pueden tener un anclaje inicial y posteriormente un rodamiento por la superficie endotelial, a

velocidades por debajo de la corriente de flujo sanguineo, pueden llegar a los tejidos.
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Figura 5. Proceso de migracion de un leucocito del torrente sanguineo hacia un foco inflamatorio. Ima-
gen tomada de Chamberlain G et al 2007.

Por lo tanto, las estrategias para mejorar los efectores del Paso 1 son esenciales para el
reclutamiento de las células en los sitios donde se necesitan. Las selectinas son los efectores mas
potentes del Paso 1 y puede mantener el rodamiento sometidas a fuerzas de cizalla mas altas
gue cualquier otra estructura (192). Las selectinas son también los Gnicos que muestran union
Optima a sus ligandos bajo fuerzas de cizallamiento en condiciones fisioldgicas, de hecho, la L-
selectina no se adheria a cualquiera de sus contra-receptores en condiciones estaticas (196—
199).

2.2. SELECTINAS.

La expresidn de selectinas varia dependiendo del tipo de célula, la localizacion anatémica,
el estado de activacion de la célula, y la presencia o ausencia de inflamacidn. L-selectina se ex-
presa sobre los leucocitos maduros y en células madre hematopoyéticas, pero su expresion esta
ausente en etapas intermedias de desarrollo de leucocitos (200-203). Entre los linfocitos, L-
selectina se expresa caracteristicamente sobre las células T virgenes y células de memoria cen-
trales, pero su expresidon es generalmente baja en las células T efectoras (204). Se cree que la
expresion del gen de L-selectina es constitutiva en las células que lo expresan, pero la regulaciéon

transcripcional y post-transcripcional estd inducida por citoquinas (205,206).

Sin embargo, tanto para P-selectina como para E-selectina el mecanismo de expresion en
la superficie celular es inducido con la excepcidn de la microvasculatura de la piel y médula ésea
(207-209), donde P-selectina y E-selectina son constitutivamente expresadas. Es bien reconoci-

do que la expresiéon permanente de P y E-selectina en la microvasculatura de los huesos y la piel
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soporta el estado estacionario del trafico de células circulantes a estos sitios (210). Sin embargo,
en todos los microvasos (incluyendo los de la piel y la médula dsea), el aumento de estas selecti-
nas vasculares es una caracteristica critica de toda respuesta inflamatoria y su unién a contrarre-
ceptores celulares es un requisito para que tenga lugar la extravasacién celular. Es importante
destacar que la inflamacién induce diferentes cinéticas de expresién de P y E-selectina (211-213)
y gue esta induccidn estd marcadamente regulada por citoquinas inflamatorias tales como TNF-a
y IL-1 (214). De las tres selectinas, las interacciones de unidon mediadas por E-selectina poseen la
mayor resistencia al desprendimiento bajo cizalla (adhesion mas fuerte) y la velocidad de lami-
nacion es mas lenta (215-218). Es importante destacar que estudios in vivo en ratones deficien-
tes en E-selectina han definido un papel Unico para esta selectina en el reclutamiento de leucoci-
tos durante el proceso inflamatorio. Estudios de microscopia muestran que los ratones deficien-
tes en E-selectina han aumentado notablemente los tiempos de transito de leucocitos a través
de los vasos tras ser tratados con TNF-a, y que la velocidad de rotacién mediada por E-selectina
es lenta, reduciendo notablemente los tiempos de transito, lo que permite respuestas dptimas a

los agentes inflamatorios y/o quimiocinas en el medio local (219,220).

Estos hallazgos implican estrategias para dirigir la migracion de las células a los sitios de in-
flamacidn o lesidn en los tejidos en los seres humanos, lo que sugiere que la optimizacién de la
expresion/actividad de los ligandos de E-selectina en las células necesarias puede mejorar la

eficacia de reclutamiento celular en las aplicaciones clinicas de las CSM.

2.3. RECEPTORES DE E-SELECTINA EN LAS CELULAS CIRCULANTES.

Las tres selectinas se unen a glicanos sialofucosilados que poseen un acido sialico terminal
especifico (también conocido como acido neuraminico; 'NeuAc') en posicién a(2,3) de galactosa
(Gal) y una fucosa (Fuc) en posicidn a(1,3) de N-acetilglucosamina (GIcNAc), a este tetrasacarido
se le llama “Sialil Lewis X” (sLe; también conocida como CD15s). El ntcleo de lactosamina de
sLe® es una unidad de lactosamina “Tipo 2”. La unidad de lactosamina isomérica "Tipo 1", tam-
bién se puede modificar con un 4cido sidlico en posicién a (2,3) de la galactosa y cuando esta
estructura contiene una sustitucion de fucosa en posicion a (1,4)-de N-acetilglucosamina, se le

conoce como “sialil Lewis a” (sLe®): (Fig. 6).

Todas las selectinas pueden unirse tanto a sLe* como a sLe® (221-223), pero no todas las
células expresan estas estructuras, y algunas células que expresan estas estructuras no se unen a
las selectinas. Las unidades de lactosamina “Tipo 2” se expresan caracteristicamente, tanto en
humanos como en ratén, en todas las células hematopoyéticas y células madre (tanto adultas
como embrionarias) (224). Por lo tanto, el ligando de unién a selectina en estas células sera

siempre de tipo sLe”.
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Figura 6. Estructuras de lactosamina Tipo 1y Tipo 2 y de sLea y sLex. El subindice (n) que se muestra en
la unidad de lactosamina Tipo 2 indica que este disacarido esta a menudo presente como una cadena de
unidades de repeticion (polilactosamina). (Tomado de Sackstein et al, 2009)

El estereocisdmero sLea se encuentra tipicamente en glicanos expresados en células epite-
liales humanas y tumores malignos derivados de las mismas (225-228); de hecho, el marcador
mas utilizado para el diagndstico de tumores del tracto gastrointestinal, 'CA19-9', es sLe® (229).
El ligando de la E-selectina es sLe” y/o sLe®, mostrando mayor avidez la unién a sLe* (230), siendo
su afinidad 5 y 10 veces mayor que para L-selectina y P-selectina respectivamente (231). En rela-
cién con este hecho, se pensaba que la E-selectina se unia de manera indiscriminada tanto al
tetrasacarido sLe® como al sLe® expresados en las glicoproteinas o glicolipidos. Esta percepcién
errénea tiene sus origenes en la historia del antigeno linfocitario cutaneo (CLA), una estructura
originalmente identificada por un anticuerpo monoclonal que consistia en una inmunoglobulina
M de rata, conocido como HECA452 (232). Estudios anteriores mostraron que la mayoria de los
linfocitos en la piel humana, y sélo una pequefia poblacién presente en la circulacién o en sitios
no cutaneos, reaccionaban con este anticuerpo (233,234); luego el homing de los linfocitos de la
piel era definido como la expresidon de CLA, el epitopo de HECA-452. Estudios posteriores de-
mostraron que las células T CLA + se unian a E-selectina y se obtenia proteina inmunoprecipitada
con HECA-452 a partir de linfocitos unido a E-selectina (81, 82), y que HECA-452 se unia tanto
sLe*y sLe® (221). Asi, la reactividad a HECA-452 se convirtié en sinénimo de la actividad ligando a
E-selectina. Estudios bioquimicos posteriores mostraron que el epitopo CLA se encuentra en
PSGL-1 (glicoproteina ligando de unidn a P selectina) (235,236), proporcionado evidencia directa
de que sdélo CLA + PSGL-1 puede funciénar como un ligando de la E-selectina, mientras que CLA-

y glicoformas de PSGL-1 también se unen a P y L-selectina (236).

Hasta la fecha, se han identificado tres glicoproteinas integrales de membrana como
principales ligandos E-selectina en células humanas circulantes: CLA (PSGL-1), CD43, y HCELL
(235,237-239). PSGL-1 es una glicoproteina homodimérica unida por puentes disulfuro tipo mu-

cina expresada en las células hematopoyéticas tempranas y en todos leucocitos, y el principal

19




INTRODUCCION

receptor en leucocitos para P-selectina (240). Como se sefialé anteriormente, PSGL-1 es también
un ligando de L-selectina, y, como 'CLA', también puede unirse E-selectina; el fenotipo CLA es
conferido por extensas modificaciones en O-glicanos (es decir, unidos a residuos de treonina o
serina) distribuidos por toda la proteina (241,242). Todos los estudios actuales indican que sLex
presente en CD43 sdlo se une E-selectina, y que colabora con CLA en la promocién de la migra-
cion de las células Th1 al lugar de inflamacién de la piel (238,243). HCELL es una glicoforma es-
pecializado de CD44 expresada predominantemente en células madre hematopoyéticas huma-
nas, y el ligando mds potente de E-selectina y L-selectina expresado en células humanas
(237,244,245).

HCELL fue identificado inicialmente por criterios operacionales como una glicoproteina
integral de membrana capaz de soportar la unién dependiente de L-selectina de linfocitos a célu-
las progenitoras hematopoyéticas humanas y lineas celulares hematopoyéticas humanas, como
KG1a, sometidas a fuerzas de cizalla (Stamper-Woodruff) (246,247).

3. FUCOSILACION.

3.1. GLICOSILTRANSFERASAS QUE REGULAN LA EXPRESION SLEX.

La glicosilacion post-traduccional requiere la accidon de una serie de glicosiltransferasas
presentes en el Golgi que afiaden de manera especifica unidades de monosacdridos al aceptor
glucoconjugado (248). Dentro de los compartimentos del Golgi, se cree que la sintesis de glica-
nos ocurre como un proceso de linea de montaje, de tal manera que un glicano modificado por
la accién de una glicosiltransferasa particular se convierte en el aceptor para una posterior glico-
siltransferasa. Estas enzimas son estereoespecificas, es decir, funcionan para catalizar un enlace
glicosidico entre el azucar de un nucleétido particular, donante (o, en algunos casos, lipido-
fosfato-azucar) y el hidroxilo especifico de un aceptor distinto, en un enlace anomérico preciso
(oe 0 B). Por consiguiente, las estructuras de glicano que se encuentran en la membrana de cual-
quier célula son un reflejo directo de la expresion de genes que codifican las glicosiltransferasas
relevantes que catalizan los enlaces glicosidicos (249). Durante las ultimas dos décadas, se han

llevado a cabo multitud de estudios para dilucidar la regulacién de la expresién de sLe”.

Poco después del descubrimiento de E-selectina, se reconocié que la transfeccién de célu-
las no mieloides con a(1, 3)-fucosiltransferasas (creando a 1,3 Fucosa en GIcNAc del extremo
terminal de una lactosamina tipo 2) dio lugar a la expresién de novo de sLe” y a la actividad de
ligando E-selectina (250,251), lo que indica que los aceptores Tipo 2 sializados se crean en las
células que no expresan sLe”, sugiriendo que la expresién de fucosiltransferasas podria ser limi-
tante en la sintesis de ligandos de E-selectina. Estudios anteriores también mostraron la impor-
tancia de la expresion de una a(1, 3)—fucosiltransferasa en la induccidn de la actividad ligando de
P-selectina por PSGL-1 (241).
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En la actualidad, se han validado seis a(1, 3) —fucosiltransferasas que pueden modificar
lactosaminas terminales, cada una de ellas denominadas con las iniciales FT seguido de un
numero (es decir FTII, FTIV, FTV, FTVI, FTVIl y FTIX) (252). De estas, FTIII, FTIV, FTV, y FTVI pue-
den modificar tanto un aceptor sializado Tipo 2 y como un aceptor Tipo 2 no sializado, produ-
ciendo sLe* o el trisacdrido Le* (también conocido como CD15), respectivamente. Ademds, FTIIl y
FTV pueden modificar cada aceptor Tipo 1, produciendo Le® o sLe® (especialmente FTIII). Dentro
de los aceptores de FTVIIl y FTIX, FTVII es especifica para el aceptor de tipo 2 sializado y FTIX tie-

ne preferencia por aceptores no sializados, produciendo sLe* o Le*, respectivamente.

De todas las a (1, 3)-fucosiltransferasas, sélo FTIV y FTVII se encuentran en los leucocitos.
En las lineas celulares transfectadas, se demostré una preferencia de FTIV por los aceptores de
glicolipidos, mientras que FTVII genera sLe® predominantemente en glicoproteinas (253). Por
otra parte, FTIV tiende a fucosilar residuos de GIcNAc en unidades de lactosamina proximal de
las cadenas de polilactosamina, mientras que FTVII actia especificamente fucosilando sélo el
GIcNAc distal y haciéndolo sélo después de la sializacion de la Gal (es decir, el Unico aceptor gli-

cano para FTVIl es la GIcNAc de una estructura de lactosamina terminal tipo 2 sializada (254).

Se ha descrito que en una persona que lleva una mutacién homocigota en el gen FTVII, los
neutréfilos de este individuo muestran una dramatica disminucién en la expresién sLe* y del
marcaje con una quimera de E-selectina por citometria de flujo, pero el marcaje con una quime-

ra de P-selectina es normal (255).

La variedad de citoquinas que median en el desarrollo y la diferenciacién de leucocitos

afectan también a la expresién de genes de glicosiltransferasas, conduciendo de este modo dis-
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cretas modificaciones post-traduccionales de las proteinas y lipidos de la superficie celular. Los
primeros estudios revelaron que la expresién de CLA podria ser inducida en las células T huma-
nas in vitro por mitégenos de activacion en presencia de citoquinas, tales como IL-2 y TGF-b
(202).

Estudios in vitro usando linfocitos humanos (256-258) y de ratén (259,260) han revelado
un patrén general segun el cual mitdgenos o antigenos del TCR conducen a la activacidn de las
células T en presencia de IL-12 aumentando la expresion FTVII acorde con la induccidon de ambos
ligandos de E y P-selectina, mientras que la IL-4 puede oponerse a los efectos de la IL-12 en Ia

expresidon FTVIl y, en particular, en la expresién del ligando de E-selectina.

3.2. EXOGLICOSILACION DE SUPERFICIES CELULARES: CRONOLOGIA Y RESTRICCIONES.

Como se describio anteriormente, la formacidn de enlaces glicosidicos in vivo depende de
la expresion de glicosiltransferasas del Golgi que catalizan reacciones estereoespecificas en sus
aceptadores. A finales de 1970, el hallazgo de que la rutas biosintéticas del Golgi podrian ser
recapituladas usando glicosiltransferasas in vitro (aisladas de fuentes naturales) y el sustrato
aceptor relevante (261), junto con la creciente disponibilidad de glicosiltransferasas especificas,
llevaron a los investigadores a utilizar estas enzimas como sondas estructurales para caracterizar
los oligosacdridos que aparece en las membranas celulares (262). Estos estudios consistian gene-
ralmente en el tratamiento de células diana con una glicosidasa especifica (por ejemplo sialida-
sa) para exponer potenciales aceptores oligosacaridicos, seguido por la reglicosilation utilizando
la glicosiltransferasa pertinente (por ejemplo, a (2, 3)-sialiltransferasa) junto con nucleédtidos
radiomarcados donantes de azlcar seguido por SDS-PAGE y autorradiografia para identificar las
proteinas de la membrana celular exoglicosladas (263). Ademas de la informacidn sobre los tipos
de proteinas que llevan sustituciones en los monosacdridos pertinentes, estas investigaciones
permitieron también analizar las estructuras de glicano y asignar la especificidad de unién al
carbohidrato, como sucede entre los anticuerpos y los oligosacaridos de los antigenos (262) o
patdgeno (virus / bacterias) y los oligosacaridos de la célula diana (264,265). Aunque estas pri-
meras investigaciones demostraron que la modificacién de los glicanos de la superficie celular
era factible, estas reacciones enzimaticas han sido optimizados bioquimicamente, pero no para
preservar la fisiologia celular (266,267). De hecho no habia ninguna evaluacién formal de la cito-
toxicidad, estado funcional de la célula o del fenotipo celular después del tratamiento con glico-
sidasa o exoglicosilacion (264,268). Hasta la década de 1990, la manipulacidn enzimatica de gli-
canos, presentes en la superficie celular o en solucién, era realizada a pequefia escala debido a
las limitaciones de aislamiento de glicosiltransferasas de fuentes naturales (269). Estas modifica-
ciones podrian también conseguirse por sintesis orgdnica, pero es un proceso laborioso de baja
eficiencia ya que requieren de bucles de proteccidn-desproteccion para lograr estereoespecifici-
dad, y que implica el uso de reactivos toxicos y riesgo ambiental. En las Ultimas dos décadas, la
creciente facilidad de generar glicosiltransferasas recombinantes ha hecho posible la biocatalisis

de glicanos a gran escala, credndose una plataforma tecnoldgica emergente para la modificaciéon
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de carbohidratos estereoespecificamente para la aplicacién clinica de glicoconjugados. Por
ejemplo, en la produccion de glicoproteinas recombinantes como reactivos terapéuticos tales
como anticuerpos monoclonales humanizados, la capacidad de modificar los glicanos postpro-
duccion tiene enormes implicaciones para estabilidad de la proteina y su bioactividad (270). Una
consideracidon fundamental en la ingenieria de glicanos ex vivo de la superficie celular es que
varias clases de glicosiltransferasas requieren un catién divalente, el mas eficaz manganeso
(Mn*"), para llevar a cabo su actividad catalitica (271). Los cationes divalentes, en particular
manganeso, son conocidos por activar las integrinas (por ejemplo LFA-1 y VLA-4) a concentra-
ciones molares muy por debajo de los necesarios para activar las reacciones de glicosiltransfera-
sas (272-275). La adhesion firme dependiente de la accidn de las integrinas podria causar un
paro irreversible de las células en la superficie endotelial, impidiendo la migracién celular e im-
pactando en los patrones del trafico celular. Adema3s, la exposicidon al manganeso induce trans-
duccién de sefales (276,277) y, lo mas importante, la muerte celular apoptoética (277,278) a
concentraciones sustancialmente mds bajas que la necesaria para activar glicosiltransferasas. La
fucosilacién de células primarias aisladas de médula 6sea con FTVI comercial (Calbiochem, San
Diego, CA, EEUU) produjo un aumento de la expresién de sLe* acompafiado por elevada muerte

celular. Esta muerte fue inducida por la presencia del manganeso en el tampdn (244).

La microvasculatura de la médula ésea expresa constitutivamente E-selectina colocalizada
con la selectina CXCL12 (SDF-1) (279).Las células progenitoras hematopoyéticas migran de la
médula ésea por la expresion de ligandos de E-selectina y CXCR4 (receptor para CXCL12) (210).
De hecho, un informe sugiere que la a (1,3) fucosilacién mejora el injerto de células progenitoras
hematopoyéticas humanas en ratones inmunodeprimidos comparado con aquellos infundidos
con células tratadas sélo con el buffer pero no se analizé el injerto con células sin tratar (280).
Por tanto, aunque la actividad ligando de E-selectina forzada por a (1,3) fucosilacion promueve
las interacciones del Paso 1 en la microvasculatura medular, las células progenitoras hemato-
poyéticas eran funcionalmente incapaces de migrar a través del endotelio a causa de la muerte
celular, acompafiada quizad por un aumento de adhesion firme en la superficie del endotelio se-

cundario a la activacién de las integrinas inducida por Mn®*.

Por lo tanto, para superar estas limitaciones fundamentales se ha desarrollado una en-
zima FTVI cuyas condiciones de reaccidn preservan el fenotipo celular y la viabilidad, logrando
los efectos biolégicos de la expresidn forzada de HCELL: mejorar el trafico de células funcio-
nalmente intactas de la vasculatura a los tejidos donde sea necesario. A esta tecnologia se le
denomina “Estereosustitucion glicosiltransferasa programada” GPS (Glycosyltransferase

Programmed Stereosubstitution).
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Figura 8. Componentes moleculares de las células madre hematopoyéticas humanas y de las CSM en la

interaccion con el endotelio de la microvasculatura dsea. Se muestran los efectores moleculares rele-

vantes para el homing celular en la médula 6sea. Esquematica del by pass de células madre mesenqui-
males carentes de receptores de quimiocinas. Imagen tomada de Sackstein 2009.

3.3. DESARROLLO DE GPS Y PRUEBAS DE SU EFICACIA EN EL TRAFICO CELULAR.

El primer objetivo en el desarrollo del GPS era producir una elevada cantidad de FTVI
humana recombinante suspendida en un tampdn de biolégicamente compatible, preferente-
mente carente de estabilizadores. Esto se logré mediante el uso de sistemas de expresion en
Pichia pastoris y la formulacién final de la FTVI recombinante en tampdn HBSS (244). A continua-
cion, se optimizaron las condiciones de la reaccién enzimdtica a fin de evitar la entrada cationes
bivalentes: multiples buffers fueron probados en diferentes tipos celulares, y la mayor eficiencia
de a (1, 3) -fucosilacién en las superficies celulares en variedad de tipos celulares humanos (y
hematopoyético no hematopoyético) se logré utilizando HBSS como tampdn de reaccidn
(244).La fucosilacién forzada utilizando esta formulacidn especifica no tuvo efectos sobre la fun-

cidn o la viabilidad celular.

Para probar la eficacia de GPS en dirigir el trafico celular (244) se empleé un modelo de
xenoinjerto, con CSM humanas infundidas por via intravenosa en ratones. Esta idea surgié de los
ensayos clinicos a finales de 1990, que demostraron que pacientes que sufren osteogénesis im-
perfecta pueden obtener un beneficio terapéutico transitorio con el trasplante alogénico de
trasplante de MSC humanas (281,282). La osteogénesis imperfecta es un trastorno éseo genéti-
co, autosdmico dominante, caracterizado por huesos extremadamente fragiles debido a la pro-

duccién de colageno anormal por los osteoblastos (que son progenie de CSM), con el resultado

24



INTRODUCCION

de una matriz esquelética anormal. En todos los pacientes con osteogénesis imperfecta someti-
dos a trasplante alogénico de CSM, la fraccién de los osteoblastos derivados de la médula del
donante fue muy baja (no superior al 2%), con fugaz beneficio en el desarrollo osteoide
(281,282). Esto condujo al desarrollo de estudios bioquimicos sobre las CSM humanas para com-
prender la base molecular de este defecto de homing. El analisis de la expresiéon de moléculas de
adhesién y receptores de quimiocinas en CSM humanas revelaron que estas células no expresan
los principales efectores moleculares de la migracion a la médula que son expresado en células
madre hematopoyéticas humanas, los ligandos de E-selectina y CXCR4 (244) (Figura 8). Asimis-
mo, se observd que las MSC humanas no expresan PSGL-1, LFA-1 o LPAM-1. Sin embargo, expre-
san CD44 y VLA-4; la expresidon de VLA-4 es importante porque la vasculatura ésea también ex-
presa constitutivamente su ligando afin, VCAM-1 (207-209,279) (Fig. 8). El andlisis de citometria
de flujo de MSC humanas utilizando un panel de anticuerpos dirigidos a glicoformas de CD44
reveld que estas células carecen de reactividad con HECA-452. Estos resultados indicaron que la
ausencia de la expresidon de HCELL en CSM humanas se debe a la falta de una modificacion a (1,
3)-fucosa que da lugar a sLe”. Se llevé a cabo adicién de a (1, 3)-fucosa de la superficie de la célu-
la y se observd aumento de reactividad a HECA-452. El western blot mostrdé que la Unica glico-
proteina de membrana revelada con HECA-452 era CD44, lo que indica, que la glicoforma siali-
zada de CD44 se convirtié en HCELL (244). La expresion de HCELL fue transitoria (estable durante
aproximadamente 24 h), con la pérdida por reemplazo de proteinas de la superficie de la célula.
La expresion artificial de HCELL confirid interacciones de unién mas robustas con la E-selectina
endotelial bajo condiciones de cizallamiento de fluido, mostrando unidn a E-selectina resistente
por encima 30 dinas /cm? (un nivel de tensién de cizalla de aproximadamente 10 veces mayor
gue en las vénulas postcapilares). La infusidon intravenosa de CSM HCELL- mostré minimas inter-
acciones con los vasos de la médula ésea mientras que la infusién de MSC HCELL+ favorecia las
interacciones en la microvasculatura dsea y la transmigracion al parénquima medular murino a

pesar de la ausencia de expresién de CXCRA4.

3.4. GPS: REVISION DEL PARADIGMA EN MULTIPLES PASOS E IMPLICACION EN LA
TERAPIA CELULAR.

El hallazgo de que la expresion forzada de HCELL en CSM humanas media las interacciones
del paso 1 dependientes de E-selectina dirigiendo el homing a médula ésea en ausencia del re-
ceptor CXCR4 sugiere que la regulacidon positiva por citoquinas de las adhesiones por integrinas
puede no ser indispensable para la transmigracidon. Mientras que la expresion de receptores de
guimiocinas en CSM humanas sigue siendo polémica (283—-285), la expresidn del efector VLA-4 y
su papel en la migracidon transendotelial de CSM es consistente (129,286,287). Los datos aporta-
dos por Sackstein et al (244) proporcionan evidencia directa de que la expresién de un efector
del Paso 1 (HCELL) en células que expresan VLA-4 puede permitir la conduccion transendotelial
en los sitios donde la E-selectina y VCAM-1 son coexpresados. El compromiso de las moléculas

de la etapa 1 (es decir, en ausencia de efectores de la etapa 2) puede ser suficiente para inducir
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la adhesidn por integrinas, acompafiado de adherencia firme y migracién transendotelial. Aun-
que CD44 fue identificado por primera vez por su papel en la unién a estructuras de la matriz
extracelular (288,289), otros estudios posteriores proporcionaron evidencia bioquimica convin-
cente de que la cola citoplasmatica de CD44 promueve la formacién de un complejo bimolecular
con VLA-4, por lo que la interaccidn con CD44 provoca la regulacién positiva sinérgica de la ad-
hesion por VLA-4, que conduce a la migracién transendotelial en ausencia de quimiocinas (290-
292). Las citoquinas IL-1 y TNFa inducen la expresion de E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, y la ex-
presién de estas tres moléculas de adhesidn es esencial en el endotelio de los sitios de inflama-
cion o tejidos dafiados (214,293-295). Como la expresion de CD44 es un rasgo caracteristico de
células madre (tanto adultas como embrionarias) y de linfocitos y NK, la expresién de HCELL
mediada por GPS en estas células las capacitaria para migrar e infiltrarse pudiéndose aplicar en
variedad de condiciones fisioldgicas y patolégicas, incluyendo la medicina regenerativa, enfer-
medades infecciosas, enfermedades inmunes y cancer. Por otra parte, el uso de GPS para opti-
mizar la transferencia vascular de células madre progenitoras para la regeneracién de los tejidos
puede ser la Unica opcién para érganos o tejidos en los que la inyeccidn local de tales células es
poco practica (por ejemplo, los pulmones). En las enfermedades infecciosas, la mejora del trafico
de linfocitos antigeno-especificos expandidos in vitro podria mejorar la eficacia de la inmunote-
rapia (por ejemplo para las infecciones por citomegalovirus posteriores al trasplante alogénico
de células hematopoyéticas (296,297)). Para enfermedades inmunes, la capacidad de promover
selectivamente la migracién de linfocitos reguladores expandidos en cultivo a sitios de inflama-
cién podria aumentar la tolerancia periférica y re-establecer la homeostasis inmune (298,299).
Del mismo modo, en la terapia del cancer, el potencial de GPS para mejorar la infiltracién tumo-
ral de células T antigeno-especificas expandidas podria aumentar la eficacia de este enfoque
terapéutico (300). Es importante destacar que la expresion forzada de HCELL en la superficie
celular es transitoria, con reversion al fenotipo CD44 enddgeno en las 48 horas posteriores a la
fucosilaciéon (244) . Luego las células, una vez extravasadas, volverian a manifestar su CD44 natu-
ral. En CSM, el CD44 es la Unica proteina que contiene el glicano aceptor pertinente, pero tam-
bién se encontraron evidencias en menor proporcién del aporte de los glicolipidos a la actividad

ligando de E-selectina después del tratamiento con FTVI (244).

En los estudios previos de a (1,3) fucosilacidon de las células, no hay datos bioquimicos
respecto a cudles son las glicoproteinas diana de la reaccién (280,301-304), pero se encontrd
gue los glicolipidos pueden aumentar la unidn a E-selectina (303). Por lo tanto, la capacidad de
producir HCELL en la superficie celular por modificacidn de los glicanos de CD44 en células que
coexpresan VLA-4 debe permitir el trafico a través de la vasculatura hacia cualquier zona de da-
fio tisular. Sin embargo, en aquellos casos donde la densidad de HCELL y/o VLA-4 en la célula es
baja o donde la densidad de sitios de unidén a E-selectina y/o VCAM-1 son bajos, son obligatorias
las quimiocinas y otros efectores del Paso 2 para lograr la extravasacion pero la presencia de
HCELL/VLA-4 reduciria el umbral de quimiocinas necesario para la primera adhesion firme y

transmigracién.
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2. Activation 3. Adhesion 4. Extravasation
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Figura 9. Representacion esquematica de los multiples pasos en la migracion celular desde el comparti-
mento vascular a los compartimentos extravasculares. Paso 2: la activacion de la integrina a través de
quimioquinas confiere selectividad en el reclutamiento de células, dependiendo de la quimiocina que se
presente en el lecho endotelial y el receptor (s) de quimiocina expresado por la célula circulante. Se
representa la vision convencional de homing celular a la médula: tras la inmovilizacién inicial por el
contacto de la célula rodando por el endotelio (paso 1), el receptor de quimiocinas CXCR4 se une a su
ligando CXCL12 (SDF-1), con lo que se produce activacion de la proteina G acoplada VLA-4 (paso 2), con
la posterior adherencia firme (paso 3) y la transmigracion (paso 4). Sackstein 2011.

2. Activation without 3. Adhesion 4. Extravasation
chemokine input

? HCELL q VLA-4 unactivated © SDF-1a
E-selectin " VLA-4 activated @ G-protein g VCAM-1

Figura 10. Representacion esquematica de los pasos en la migracion celular de las células circulantes
que expresan HCELL junto con VLA-4 cuando se encuentran en zonas endoteliales que expresan E-
selectina y VCAM-1. En comparacion con la via candnica (ver Fig. 9), la activacion de VLA-4 (paso 2) se
produce a través de mecanismos de sefnalizacion mediado por proteinas G provocados por la unién de
HCELL a E-selectina (y / o unién de CD44 al acido hialurénico endotelial), evitando la necesidad de en-
trada de quimioquinas. Imagen tomada de Sackstein 2011.
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4. TERAPIAS AVANZADAS.

4.1. DEFINICIONES.

Los medicamentos de terapia avanzada son medicamentos de uso humano basados en
genes (terapia génica), células (terapia celular) o tejidos (ingenieria tisular) e incluyen productos
de origen autdlogo, alogénico o xenogénico. Constituyen nuevas estrategias terapéuticas y su
desarrollo contribuirad a ofrecer oportunidades para algunas enfermedades que hasta el momen-
to carecen de tratamientos eficaces. Enfermedades como el cancer, diabetes, isquemia critica
crénica, infarto de miocardio, parkinson, etc, estan siendo diana de estudio, en busqueda de una

alternativa a la mejora de la salud de estos pacientes.

Es importante conocer bien la normativa existente en terapias avanzadas, para poder rea-
lizar la traslacién de las investigaciones bdsicas realizadas en laboratorios de investigacién, a la
clinica, llevada a cabo en laboratorios especificos de produccion celular. El Consejo de la Unién
Europea (UE) ha aprobado el Reglamento (CE) N2 1394/2007 (305) sobre terapias avanzadas
propuesto por el Parlamento Europeo, con el objetivo de crear un solo marco legal que englobe
la terapia génica, la terapia somatica celular y la ingenieria de tejidos, ya que su desarrollo, debi-
do a los progresos cientificos en biotecnologia celular y molecular, es muy rapido. De esta mane-
ra se ha creado un Comité para Terapias Avanzadas (CAT), que es un comité multidisciplinario
gue incluye la participacion de los mejores expertos de la UE para evaluar la calidad, seguridad y
eficacia de medicamentos de terapia avanzada, previamente aprobado por el Comité de Produc-
tos Medicinales de Uso Humano de la agencia europea del medicamento (EMEA), asi como para
hacer un seguimiento de los principales avances en este sector. Con la emergencia de las nuevas
tecnologias, el concepto de farmaco segun la OMS como “toda sustancia quimica que, introduci-
da voluntariamente en el organismo de un sujeto, posee la propiedad de modificar las condicio-
nes fisicas o quimicas de éste” serd cada vez mds amplio, existiendo medicamentos clasicos co-
mo los comprimidos junto con la innovacion de la infusién de células humanas consideradas
desde el aifio 2007 medicamentos. Las definiciones desde un punto de vista regulatorio de estos
medicamentos se encuentran en el Reglamento (CE) N2 1394/2007 del Parlamento Europeo y
del Consejo de 13 de noviembre de 2007 sobre medicamentos de terapia avanzada (305) (capi-
tulo 1, articulo 2) y en la Directiva 2001/83/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 6 no-
viembre de 2001 (306) por la que se establece un codigo comunitario sobre medicamentos para

uso humano (anexo |, parte IV, segln su ultima modificacidn).

4.1.1.Medicamento de terapia génica.

Se considera medicamento de terapia génica, al producto obtenido mediante un conjunto
de procesos de fabricacion destinados a transferir, in vivo o ex vivo, un gen profilactico, de dia-
gndstico o terapéutico, tal como un fragmento de acido nucleico, a células humanas/animales y

su posterior expresion in vivo. La transferencia genética supone un sistema de expresién conte-
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nido en un sistema de distribucién conocido como vector, que puede ser de origen viral o no
viral. El vector puede incluirse asimismo en una célula humana o animal. Los medicamentos de

terapia génica no incluyen las vacunas contra enfermedades infecciosas.

4.1.2.Medicamento de terapia celular.

Se considera medicamento de terapia celular somatica la utilizacién en seres humanos de
células somaticas vivas, tanto autdlogas, procedentes del propio paciente, como alogénicas,
procedentes de otro ser humano, o xenogénicas, procedentes de animales, cuyas caracteristicas

bioldgicas han sido alteradas sustancialmente como resultado de su manipulacién para obtener

un efecto terapéutico, diagnéstico o preventivo por medios metabdlicos, farmacoldgicos e in-
munoldgicos. Dicha manipulacion incluye la expansién o activacién de poblaciones celulares
autdlogas ex vivo, tal como la inmunoterapia adoptiva, y la utilizacion de células alogénicas y
xenogénicas asociadas con productos sanitarios empleados ex vivo o in vivo, tales como mi-
crocapsulas, matrices y andamiajes intrinsecos, biodegradables o no biodegradables. No se con-
sideraran manipulaciones sustanciales las enumeradas a continuacion (anexo | del Reglamento

(CE) n2 1394/2007):

— Corte.

— Trituracion.

— Moldeo.

— Centrifugacioén.

— Imbibicién en disoluciones antibidticas o antimicrobianas.
— Esterilizacion.

— Irradiacion.

— Separacién, concentracién o purificacidn celular.
— Filtrado.

— Liofilizacién.

— Congelacion.

— Criopreservacion.

— Vitrificacion.
4.1.3.Medicamento de Ingenieria de tejidos.

Un producto de ingenieria tisular se considera a aquel que contiene o estd formado por
células o tejidos manipulados por ingenieria, y del que se alega que tiene propiedades. Su fin es
regenerar, restaurar o reemplazar un tejido humano. Un producto de ingenieria tisular podra
contener células o tejidos de origen humano, animal, o ambos. Las células o tejidos podran ser
viables o no. Podra también contener otras sustancias, como productos celulares, biomoléculas,
biomateriales, sustancias quimicas, soportes o matrices. Quedan excluidos de la presente defini-

cidén los productos que contienen o estan formados exclusivamente por células y/o tejidos
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humanos o animales no viables, que no contengan células o tejidos viables y que no ejerzan

principalmente una accidn farmacoldgica, inmunolégica o metabdlica.

4.1.4.Medicamento combinado de terapia avanzada.

Medicamento combinado de terapia avanzada sera aquel que su parte celular o tisular
tiene que contener células o tejidos viables, o que su parte celular o tisular contenga células o
tejidos no viables ejerciendo en el organismo humano una accién que pueda considerarse fun-

damental respecto de la de los productos sanitarios mencionados.

Actualmente la mayoria de las producciones de terapias avanzadas estan encaminadas a
la produccién de células humanas, enmarcandose en un ambito no de comercializacién si no de
[+D+1. Los primeros pasos en el desarrollo de terapias avanzadas se dan en investigacidon bdsica y
preclinica, sobre estudios de toxicidad y evaluacion de la actividad biolégica. En la traslacién de
la investigacidn basica a la clinica, hay que tener en cuenta varios factores que concurren en las
Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de uso Humano y veterinario: protocolos de
produccién y control de calidad, instalaciones, personal y proceso. El propietario de una autori-
zacion para comercializar medicamentos de terapia avanzada deberd garantizar un sistema que
asegure que cada producto y sus componentes puedan ser examinados durante el proceso de
obtencioén, fabricacién, envasado, almacenado, transporte y entrega. Sea cual fuere el fin, ensa-
yo clinico o comercializacién, la produccién de estos medicamentos debe realizarse en un marco
legislativo donde las células, genes y tejidos son considerados medicamentos. Por lo que se re-
quieren laboratorios especificos de produccién de medicamentos de terapia celular debiéndose
regir por lo establecido en la Directiva 2003/94/CE de la Comisién, de 8 de octubre de 2003, por
la que se establecen los principios y directrices de las practicas correctas de fabricacidn de los
medicamentos de uso humano y de los medicamentos en investigacion de uso humano (307).
Ademas, existen directrices especificas para los medicamentos de terapia avanzada, que reflejen
adecuadamente el caracter particular de su proceso de fabricacion (Reglamento (CE) No
1394/2007 del Parlamento Europeo y del Consejo de 13 de noviembre de 2007 sobre Medica-
mentos de Terapia Avanzada y por el que se modifican la Directiva 2001/83/CE y el Reglamento
(CE) no 726/2004)(305).

4.2. MEDICAMENTOS DE TERAPIA CELULAR.

4.2.1.Produccion.

Las Normas de Correcta Fabricacion (NCF) son las directrices fundamentales que definen
los estandares de calidad en la fabricacidn de medicamentos y de obligado cumplimiento para la
industria farmacéutica. Las NCF, elaboradas por la Agencia Espafiola del Medicamento (AEMPS)
son la transposicidon de la normativa europea en vigor (Good Manufacturing Practices o GMP)
dictada por la Agencia Europea del Medicamento (EMA)(308). Si tenemos en cuenta que la tera-

pia celular esta sujeta a la regulacién de los medicamentos, la validacidon de una terapia celular
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para uso clinico asistencial debe demostrase en modelos pre-clinicos y clinicos con sus corres-
pondientes fases de desarrollo. Ademas de este reto de aplicar la metodologia cientifica de los
medicamentos a la validacién de una terapia celular, la aplicacién en clinica humana plantea

otros dos nuevos retos: la elaboraciéon a escala clinica y la garantia de calidad.

La elaboracién de productos terapéuticos a escala clinica supone un cambio sustancial en
los procedimientos. Se hace necesario aumentar entre cien y mil veces el numero de células, el
volumen de tejido, las cantidades absolutas de materias primas, las superficies de cultivo, etc.
Con ello, han de cambiar los sistemas de cultivo, seleccién, purificacidon, concentracién y cual-
quier otro proceso que interviene en la elaboracidn del producto. Hay que recurrir a dispositivos
adaptados a esta escala, lo que en la mayoria de las ocasiones supone el disefio de un nuevo
proceso o el desarrollo de nuevas aplicaciones de aparatos o sistemas de manipulacién poten-

cialmente adecuados, pero disefiados para otros usos.

Por otra parte, la elaboracidn de un producto terapéutico humano supone asumir un ex-
haustivo sistema de garantia de calidad que permita minimizar los riesgos para los pacientes y
asegurar el rigor de los datos obtenidos. La elaboracién de productos de terapia celular y tisular
ha sido regulada en la Unidn Europea por las directivas 2004/23/CE, 2006/17/CE y 2006/86/CE,
transpuestas a la legislacion espafiola por el RD 1301/2006 (309-312). En estas normativas, al
igual que en otras que regulan la fabricacidn industrial de medicamentos y productos terapéuti-
cos, se establecen estrictas medidas de control ambiental para los procesos de elaboracién reali-
zados en exposicidn abierta. En concreto, se hace preceptiva la manipulacién en un entorno de
flujo laminar de aire estéril ultrafiltrado dentro de costosas instalaciones y de muy exigente

mantenimiento (las “salas blancas”).

Un condicionante de gran importancia en la elaboracion de productos de terapia celular
es su cardcter de tratamiento individualizado. En la inmensa mayoria de las ocasiones, se trata
de productos terapéuticos elaborados “a la carta”, para un paciente concreto, a menudo de ori-
gen autdlogo (células o tejidos del propio paciente modificados) o dirigidos desde un donante
concreto compatible. La fabricacién de estos productos, por tanto, se hace practicamente pa-
ciente a paciente y dosis a dosis, una dinamica de produccién muy alejada de la fabricacion in-
dustrial farmacéutica, que es la que permite la viabilidad y la implantacion de las normas GMP

de correcta fabricacién originales.

4.2.2.Instalaciones.

La fabricacion de productos estériles (terapias avanzadas) debe llevarse a cabo en zonas
limpias. El acceso a estas zonas se realiza a través de exclusas reservadas para el personal y/o los
equipos y materiales. Las instalaciones deben mantener un nivel de limpieza adecuado y han de

estar dotadas de un exhaustivo control de la calidad del aire.

Estas instalaciones se denominan salas blancas, salas GMP o salas limpias. Una sala blanca

es una sala especialmente disefiada para obtener bajos niveles de contaminacién. Estas salas
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tienen los pardmetros ambientales estrictamente controlados: particulas en aire, temperatura,
humedad, flujo de aire, presién interior del aire e iluminacidn. En todos los sistemas de acondi-
cionamiento de aire, el sistema de filtracidn a seleccionar debe prever la retencidn apropiada de

las particulas procedentes del exterior.

El riesgo de contaminacion cruzada debe ser necesariamente evaluado para disefiar co-
rrectamente la sala blanca. Se suele identificar como sala blanca aquella en la que los parame-
tros enumerados a continuacion se mantienen alrededor de los valores de consigna con marge-
nes de variacidon muy estrechos sean cuales sean las condiciones exteriores y el proceso de pro-

duccidn que se realice en su interior:
» Numero y dimensiones de particulas en el aire.
Temperatura seca y distribucidn de la misma.
Temperatura humeda y distribucién de la misma.
Flujo de aire: velocidad y direccién, asi como su distribucion en la sala.
Presién interior del aire y su distribucion.
Geometria y acabados interiores.

lluminacion.

vV VYV V VYV V VYV V

Proteccidn contra incendios.
> Proteccidn electrostatica.

Las salas blancas se clasifican por el grado de pureza del aire interior o por el flujo del aire.
Por el tipo de flujo, las salas blancas se agrupan en flujo multidireccional y unidireccional. En el

primero el régimen de movimiento del aire es turbulento mientras que en el segundo es laminar.

Se debe definir un gradiente de presiones en escala ascendente o descendente, segun se
defina el proceso a realizar. En el caso de la fabricacidn estéril, el gradiente de presiones de cada
uno de los compartimentos serd de menor a mayor en intervalos de 10-15 pascales positivos. Si
por el contrario el producto a procesar es virico y la prevencion es que no salga contaminacion,

el juego de presiones debera ser a la inversa, negativas y en gradiente ascendente.

La Guia de Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y Veterina-
rio en su Anexo |, define que la fabricacion de productos estériles esta sujeta a requisitos espe-
ciales para minimizar los riesgos de contaminacidon microbiana, de particulas y de pirégenos
(308).

Las salas blancas para la fabricacién de productos estériles se clasifican en diferentes en-
tornos segun las caracteristicas requeridas del aire. Cada operacién de fabricacion exige un gra-
do adecuado de limpieza del entorno en estado de funcionamiento para minimizar los riesgos de
contaminacidn microbiana o de particulas en el producto o los materiales que se estén manipu-

lando. A fin de cumplir las condiciones “en funcionamiento”, estas zonas deben disefarse de
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forma que alcancen ciertos niveles especificados de limpieza del aire cuando estén “en reposo”.
La situacion “en reposo” es aquella en que la instalacién estd completa con el equipo de produc-
cion instalado y en funcionamiento pero sin que esté presente el personal. La situacion “en fun-
cionamiento” es aquella en que la instalacidn esta funcionando de la forma definida de trabajo
con el numero de personas definidas trabajando. Los estados “en funcionamiento” y “en repo-
so” deben estar definidos en cada sala blanca o zona de salas blancas. Para la fabricacion de

medicamentos estériles se distinguen cuatro grados:

» Grado A: zona local donde se realizan operaciones especificas de alto riesgo tales como
la zona de llenado, de bandejas de tapones, de ampollas y viales abiertos y de realiza-
cién de conexiones asépticas

» Grado B: entorno para la zona de grado A en el caso de preparaciéon y llenado asépticos.

» Grados C vy D: zonas limpias para realizar fases menos criticas de la fabricacién de pro-

ductos estériles.

Las salas blancas y los dispositivos de aire limpio deben clasificarse segin la norma ISO
14644-1 (313), en categorias de limpieza en cuanto a las particulas en el aire para las salas blan-
cas y las zonas limpias. Las instalaciones de una sala blanca deben presentar compartimentos
minimos: Zona de entrada, Almacén, Vestuario sucio, Vestuario limpio, Distribuidor estéril, Sala

de Produccidn, Laboratorio de control de Calidad.

4.2.3.Personal.

El establecimiento y mantenimiento de un sistema satisfactorio de Garantia de Calidad y
la correcta fabricacién de medicamentos depende de las personas. Por esta razén, debe haber
suficiente personal cualificado para realizar todas las tareas que corresponden al fabricante.
Cada persona debe comprender claramente que responsabilidades le son atribuidas y estas res-
ponsabilidades deberan figurar en instrucciones escritas. Todo el personal debe conocer las
Normas de Correcta Fabricacion que le afecten y debe recibir formacion inicial y continuada,
incluyendo instrucciones referentes a la higiene, segin sus necesidades. Un laboratorio de pro-
duccién celular debe disponer del personal suficiente y con la cualificacidon técnica necesaria
para garantizar la calidad de las especialidades fabricadas y la ejecucién de los controles proce-

dentes.

Los responsables de Produccién y de Control de Calidad deben ser mutuamente indepen-
dientes. El fabricante debe asegurar la formacion de todo el personal cuyo trabajo se desarrolle
en zonas de produccion o en laboratorios de control (incluyendo al personal técnico, de mante-
nimiento y de limpieza), y la de cualquier otro personal cuyas actividades puedan afectar a la
calidad del producto. Anualmente se establecerd un plan de formacién en cada una de las sec-
ciones, que es coordinado por la Direccién Técnica. En el plan de formacidn anual estdn incluidos
los cursos externos que los responsables de departamento soliciten para su personal o para

ellos. Las previsiones adoptadas para asegurar que ninguna persona afectada de enfermedad
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infecciosa o con una lesidn abierta en la superficie corporal expuesta esté encargada de la reali-

zacion de tareas de fabricacion de medicamentos son:

— Revisiones anuales médicas del personal que participa en la produccién.
— Revisidn diaria por parte de los Responsables de Produccién y de Control de Calidad de

la disponibilidad de los trabajadores segun su estado de salud e higiene personal.

4.2.4.Validacion del proceso productivo.

Consiste en la obtencién de pruebas, con arreglo a las NCF (314), de que cualquier proce-
dimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema produce en realidad el resultado previs-
to. Pretende establecer evidencia documental que demuestre, con un alto grado de certeza, que
un proceso especifico produce consistentemente un producto que cumple con sus especificacio-
nes y atributos de calidad previamente establecidos. La validacidn no solo comprende la realiza-
cion y ejecucién de pruebas que permitan verificar el comportamiento de cualquier elemento,
sino que es una filosofia de Calidad que permite garantizar fabricaciones repetitivas y acorde a
los estandares de calidad. Es un imperativo Legal desde el afio 1992 y de obligado cumplimiento

en la Unién Europea validar los sistemas, equipos y procedimientos.

El proceso de validacidn es un proceso continuo en el tiempo que no tiene fin. Una vez
gue el sistema se encuentra validado es necesario el mantenimiento de dicho estado en el tiem-
po. La validacién no solo comprende aquellos documentos necesarios para demostrar la correcta
operativa de los sistemas, sino que también es necesario verificar que los procedimientos nece-

sarios para el correcto uso de los mismos han sido desarrollados.

Los estudios de validacion deberdn reforzar las Normas de Correcta Fabricacion (314) y se
realizardn con arreglo a procedimientos definidos donde quedardn registrados sus resultados y
conclusiones. Cuando se adopte una nueva formula de fabricacion o método de preparacion,
deberan tomarse medidas para demostrar su idoneidad para la elaboracidn rutinaria. Debera
demostrarse que el proceso definido, utilizando los materiales y el equipo especificados, origina
un producto que presenta de forma homogénea la calidad requerida. Deberan validarse las mo-
dificaciones importantes del proceso de fabricacién incluyendo cualquier cambio en el equipo o
en los materiales que puedan afectar a la calidad del producto y/o a la reproducibilidad del pro-
ceso. Los procesos y procedimientos deberdn ser objeto de revalidacién periddica de forma criti-

ca para garantizar que siguen siendo capaces de proporcionar los resultados previstos.

Los protocolos son los documentos usados para generar la documentacidn necesaria para
la Validacion. Debera existir un protocolo por cada validacidn iniciada, el cual debera ser apro-
bado previamente por el Comité de Calidad. Los Documentos generados deben cumplir los si-

guientes requisitos:

—Ser Concisos y Claros.
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—Deberan reflejar los criterios de aceptacidn establecidos para cada prueba y para el con-

junto de la validacion.

—Definird de manera escueta pero con suficiente detalle las pruebas a realizar para que

las mismas puedan ser ejecutadas de manera correcta.

—Describird aquellos puntos que se consideren criticos explicando el motivo y su relacién

con otros puntos o procesos.
—Se adaptara al sistema de gestiéon documental con Control de versiones y copias.

—Dispondrd de un sistema de Control de cambios y Registro de incidencias.

Existen tres tipos de validacion:

— Validacidn prospectiva: estudio para demostrar y establecer una evidencia documen-

tada de que un proceso hace lo que esta previsto basado en un protocolo planificado.

— Validacidn retrospectiva: estudio para demostrar y establecer una evidencia docu-

mentada de que un proceso hace lo que estaba previsto sobre la base de una revision

y analisis de informacién histdrica (datos acumulados de fabricacidn, ensayos y lotes).

— Validacidn concurrente: estudio para demostrar y establecer evidencia documentada

de que un proceso hace lo que debe hacer basado en informacidn generada durante
una implementacion real del proceso. Esta validacion se realiza durante la produccién
habitual.

Todos los procesos de fabricacion de Medicamentos de Terapia Celular seran susceptibles
de validacidén, dando prioridad a aquellas etapas o puntos criticos con elevado impacto en la
calidad del producto. Las pruebas a realizar, especificaciones y los criterios de aceptacion se

detallaran en cada uno de los Protocolos de Validacién, que serdn conformes a las NCF.

La validacién de un proceso sera para el caso mas desfavorable (Worst case), es decir la

validacién tiene que abarcar los limites superiores e inferiores de pardmetros y circunstancias
gue no necesariamente provocan que el producto o el proceso fallen. De esta forma, se validan
todas las situaciones posibles, incluido el intervalo de condiciones a emplear. Todas las instala-
ciones, servicios y equipos deben haberse validados (cualificados) o verificados antes del co-

mienzo de la validacién de procesos de produccién.

Para la validacion de cualquier etapa del proceso productivo, se realizardn el nimero de
repeticiones necesarias para suministrar datos suficientes para hacer una correcta evaluacién

del proceso. Se fabricaran 3 lotes/ repeticiones completas del proceso que cumplan los parame-

tros aprobados. Los lotes de validacion de los procesos seran del mismo tamafio que los lotes a
escala previstos, aunque puede admitirse un escalado en casos en los que la disponibilidad de

material sea escasa o por otras justificaciones.
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A lo largo de las distintas etapas de la Produccidon de Medicamentos de Terapia Celular se
llevan a cabo controles de calidad y controles en proceso que permiten evaluar la calidad del
producto y el proceso. Asimismo, se realiza la toma de muestras de referencia de productos.
Ademads, existen procesos o etapas de la fabricacion que pueden validarse de forma indepen-
diente con Protocolos de Validacidon propios, entre ellos el transporte o estabilidad de materiales

biolégicos.

4.2.5.Simulacién del proceso aséptico: Media fill.

La prueba de simulacidon del proceso aséptico, también conocida como media fill (en
inglés) consiste en la exposicion de un medio de crecimiento microbioldgico a superficies de
contacto del producto dentro del equipo, sistemas de cierre del envase, ambientes criticos, y
manipulaciones del proceso para simular estrechamente la misma exposicién a la cual el produc-
to es sometido. Las muestras de medio recogidas durante el proceso son incubadas entonces
para encontrar una posible contaminacién microbiana. Los resultados son interpretados para
evaluar el potencial que existe de contaminacion durante el proceso de produccion. Los datos de
monitoreo ambiental de la simulacién del proceso también pueden proporcionar informacion
util para avaluar todo el sistema de procesamiento. En general, se debe usar un medio de creci-
miento microbiolégico que promueva el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negati-
vas, levaduras y hongos. El proceso de produccién debe ser exactamente simulado usando me-

dios y condiciones que optimicen el descubrimiento de cualquier contaminacidon microbioldgica.

Se trata de demostrar que las habitaciones, equipo y personal son capaces de fabricar un
producto con muy baja tasa de contaminacién. La prueba de simulacion de procesos debe imitar
lo mas fielmente posible el proceso de fabricacién de rutina e incluye todas las etapas de fabri-
cacioén. Todos los requisitos de este procedimiento estan descritos en la Farmacopea Europea

(314) de la siguiente forma:

— La prueba de simulacién debe imitar, lo mds exactamente posible, el proceso de fabricacién

aséptica normal e incluir todas las fases criticas.

— Se deben considerar todas las posibles situaciones (normales y Worst case) dentro de la

produccién.

— Se realiza como validacion inicial con 3 pruebas de simulacion consecutivos satisfactorios (3

lotes completos) por operador.

— Todo el personal que participa en los procesos de produccion debe participar en un proceso

de simulacién al menos 2 veces al afio.
— El objetivo debe ser crecimiento microbioldgico cero (ninguna unidad contaminada).

— Se realizara una investigacion si los resultados no muestran que el proceso estd bajo con-
trol. Analizar posibles causas y establecer medidas. Repetir las pruebas de simulacién hasta

obtener seguridad del control de proceso y confirmar efectividad de medidas tomadas.
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Cada proceso de validacion aséptica, se describe en su correspondiente Protocolo de Vali-

dacidn y los resultados se documentan en Informes de Validacién.

CONCLUSION

Los medicamentos de terapias avanzadas con fines terapéuticos son complejos y nuevos, y
deben ser regulados por una normativa adecuada, con el fin de preservar la salud publica. En el
2007 se publica el Reglamento 1394/2007 (305) donde se describen los requerimientos normati-
vos existentes en terapias avanzadas para la produccion de un medicamento celular. Las tareas
de produccién deben realizarse en salas blancas cuyo sistema de garantia de calidad esté regido
por las Normas de Correcta Fabricacién de Medicamentos de Uso Humano y Veterinario (315).
Las salas blancas deben ser autorizadas previamente por la AEMPS, por la Subdireccion de ins-
peccién, quedando inspeccionadas las instalaciones, personal, validaciones y proceso. Siendo el

resultado apto de dicha inspeccidn, se procederd a la fabricacion de un medicamento celular.

5. PRODUCCION DE CELULAS STEM MESENQUIMALES PARA USO CLINICO.

Todos los requisitos gubernamentales citados anteriormente, aunque sean percibidos por
los profesionales como exceso de regulacidén, son necesarios para equilibrar los estandares de
alta calidad que garantizan la seguridad del paciente. Incluso la influencia de pardmetros como
la variabilidad entre donantes o la heterogeneidad intrinseca de las CSM sobre las caracteristicas

del producto final no pueden ser eliminados y deben ser objeto de un intenso control de calidad.

5.1. ELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO DE CSM.

El nimero limitado de CSM en la mayoria de tejidos requiere su expansion ex vivo para
producir la dosis de células deseada. Se han desarrollado varios medios de cultivo para la expan-
sion in vitro de CSM; la mayoria de ellos incluyen suero bovino fetal (SBF o FBS en inglés) a varias
concentraciones como un suplemento que promueve el crecimiento. El SBF, sin embargo, es
critico debido al riesgo de contaminacion con agentes extrafios y residuos potencialmente in-
munogénicos de la especie bovina en el producto final. En consecuencia, en la produccién de
CSM grado GMP, la autoridades requieren una justificacién cientifica sélida de que el SBF es
indispensable y, de ser asi, los analisis especificos que indiquen la ausencia de virus bovinos y un
riesgo aceptable en relacién con la presencia de priones (agentes causantes de la encefalopatia
espongiforme transmisible) (316,317). Ademas de la prueba directa en busca de virus, el suero
bovino debe ser tratado con procesos de inactivacion viral si se utiliza para la fabricacién de me-
dicamentos de uso humano. La informacion detallada al respecto ha sido recientemente revisa-
da por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) (318) . Obviamente, para la produccién de
CSM-GMP, debe ser utilizado idealmente un medio "xenogenic-free" con ingredientes definidos
y certificados. Sin embargo, el desarrollo de las composiciones quimicas de los medios definidos

parece estar siendo obstaculizado a la hora de preservar la complejidad funcional de las CSM:
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adhesién, proliferacién y el mantenimiento de las caracteristicas bioldgicas, claves para su fun-

cion terapéutica (319).

En los ultimos afos, se han desarrollado alternativas al uso de SBF para la expansidn de
CSM (320-323) . El lisado de plaguetas humanas (LP) es considerado como una alternativa acep-
table (324-327). El LP esta fabricado a partir de concentrados de plaquetas. Por ciclos repetidos
de congelacion-descongelacion, las plaquetas se rompen mecanicamente para liberar sus facto-
res de crecimiento. Pueden ser utilizados tanto concentrados de plaquetas derivadas de la frac-
cion leucocitaria como concentrados de plaquetas derivados de aféresis (320,328,329). Los con-
centrados de plaquetas utilizados para la produccién de LP pueden ser congelados inmediata-
mente después de la donacién o usado al final de su vida util (de 4-6 dias después de la dona-
cion, dependiendo de la regulacién local actual) (329). Este ultimo permite el uso de concentra-
dos de plaquetas que no se utilizan para la transfusidn, evitando de este modo no sélo expira-
cion de unidades donadas sino también donaciones adicionales. Los concentrados de plaquetas
gue se utilizan como suplementos del cultivo celular pueden ser congelados y almacenados en
cuarentena para aumentar su seguridad. Los concentrados se descongelan y se centrifugan para
generar LP, con lo cual el LP de diferentes donantes puede mezclarse para reducir la variabilidad.
El LP puede ser filtrado de manera estéril para aumentar seguridad microbiolégica (320,328) y
ser de nuevo almacenado a -20°C durante un periodo de tiempo prolongado, manteniendo es-
table su contenido en factores de crecimiento (330). Las normas GMP se deben aplicar durante
todo el proceso de produccién y almacenamiento del LP. El uso de suplementos humanos, tales
como LP, en lugar de SBF puede suponer cambios significativos de las caracteriaticas de CSM. La
mayoria de los estudios confirmar una proliferacién acelerada de CSM en LP comparada con SBF.
Es importante destacar que esto no parece estar asociado con inestabilidades cromosdmicas

recurrentes, que si se han observado en las CSM cultivadas con SBF (331,332).

Al analizar con Microarray se han identificado cambios de expresidn génica en diferentes
condiciones de cultivo. (333,334). Especialmente, la diferenciacién, adhesidon y migracién son
propiedades clinicamente relevantes de las CSM. Asi, los cambios en estas funciones celulares
pueden causar diferencias en su potencial terapéutico y por lo tanto deben ser cuidadosamente
evaluadas cuando se cambian los suplementos de cultivo. Después de la infusion intravenosa, las
CSM cultivadas con suplemento humano se detectaron en cantidades mas bajas en los pulmones
de ratones en comparacion con CSM expandidas en SBF (335). Si este atrapamiento disminuido
esta relacionado con reduccidon de la interaccidon con las moléculas de la matriz extracelular,
cambiado las especificidades de homing u otros efectos, es una cuestion de andlisis, especial-
mente en vista de los riesgos de equilibrio y la eficacia del tratamiento (335,336). Una baja tasa
de células atrapadas en el pulmdén puede limitar el riesgo potencial de embolia pulmonar
(337,338).
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5.2. REQUERIMIENTOS DE CALIDAD PARA EL USO CLINICO DE CSM.

Como medicamentos de terapia avanzada, las CSM deben satisfacer todos los requisitos
de calidad y seguridad durante el ciclo de produccién, lo que garantiza su uso seguro en el pa-
ciente. El proceso de fabricaciéon de las CSM para uso clinico debe cumplir con los principios
GMP para asegurar la reproducibilidad, la eficacia, y la seguridad del producto clinico, basados
en el anexo 2 de la Normativa Europea 1394/2007 (339). Esto asegura que las preparaciones
celulares son elaboradas y controladas desde la obtenciéon y manipulacién del material biolégico
de partida hasta el procesamiento de productos intermedios, controles de calidad, almacena-
miento, etiquetado y acondicionamiento, y liberacién. Durante todo el proceso de produccién
deben ser conocidos y descritos los puntos criticos. Un minucioso analisis de riesgos en todas las

fases de produccidn asegura el control de la calidad esperada en el producto final.

5.2.1.Aislamiento y expansion de CSM.

Todos los reactivos y materiales utilizados durante estas etapas deben ser definidos y con-
trolados, los proveedores deben ser validados, y todos los lotes recibidos aprobados por el De-
partamento de Control de Calidad, sobre la base de las especificaciones y las pruebas de control
de calidad. Las células y los tejidos utilizados como materia prima para producir medicamentos
deben cumplir con la Directiva 2004/23/CE (309), la Directiva 2006/17/CE(310) y la Directiva
2006/86/CE(311) relativa a la donacidn, la obtencién y manipulacién de las células y tejidos
humanos. En particular, el Anexo 1 de la Directiva 2006/17/CE define los criterios de seleccidn

de donantes.

El uso de reactivos GMP en los cultivos ex vivo esta limitado ya que sélo se comercializan
unos pocos como el PBS, el medio de cultivo o la tripsina. La introduccidn de sistemas cerrados

para el aislamiento de las células mejora la generacidn de protocolos clinicos seguros.

Otro parametro importante a ser considerado es la densidad de siembra, la cual es impor-

tante para la expansién de las CSM en cultivo. Recientes estudios muestran que la siembra dire-
cta de medula dsea es mas ventajosa en términos de numero de unidades formadoras de colo-
nias, minima manipulacion, contaminacién hematopoyética y crecimiento celular, mostrando
menor contaminacion hematopoyética en el primer pase con médula dsea total que con Ficoll o
Percoll (336,340,341). Una siembra inicial a una densidad de entre 10.000 y 150.000 células/cm?,
utilizando recipientes de cultivo a gran escala, mejora significativamente el crecimiento, propor-

cionando gran nimero de células a partir de una pequefia cantidad de médula dsea (340,342).

5.2.2.Controles de Calidad para la validacion de la Producciéon de CSM.

A lo largo de las distintas etapas de la Produccidn de Medicamentos de Terapia Celular se
llevan a cabo controles de calidad y controles en proceso que permiten evaluar la calidad del
producto y el proceso. Asimismo, se realiza la toma de muestras de referencia de productos. De

acuerdo con la Farmacopea Europea (343), el proceso de control de calidad debe ser validado
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para confirmar que el procedimiento analitico utilizado para una prueba especifica es adecuado
para su uso previsto. Los resultados del método de validacidn se pueden utilizar para evaluar la

calidad, la fiabilidad y consistencia de los resultados analiticos (344).

5.2.2.1. IDENTIDAD.

Como se citd con anterioridad, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (345) ha pro-
puesto tres criterios minimos para identificar las CSM de médula dsea: la adherencia al plastico;
la expresion de antigenos de superficie especificos (positividad para CD105, CD73, CD90 y nega-
tividad para CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19, y HLA de clase Il); y la capacidad de dife-
renciarse en osteoblastos, adipocitos, y condroblastos bajo condiciones estdndar de cultivo in
vitro (57). Estos criterios pueden ser también aplicados a CSM derivadas de otras fuentes, aun-
qgue su inmunofenotipo puede ser ligeramente diferente, sobre todo en las primeras fases culti-
vo (346). Las CSM adherentes al plastico son tipicamente visibles en 5-7 dias después de su
siembra, al microscopio aparecen como células fibroblastoides con una forma heterogénea,
incluyendo células similares a las endoteliales. Sin embargo, durante la expansién, las células
adherentes se vuelven menos heterogéneas predominando las de tipo fibroblasto. El fenotipo
de las CSM debe al menos mostrar la expresion positiva (> 90%) para CD105, CD73, CD90 y ex-
presion negativa (<5%) para CD45, CD34, y CD14. La capacidad de diferenciarse en osteoblastos,
adipocitos, y condrocitos bajo condiciones de cultivo estandar in vitro sigue siendo la manifesta-
cion mas vdélida de la multipotencialidad de las CSM (57). La evidencia de la diferenciacion oste-
ogénica debe ser demostrada por la actividad fosfatasa alcalina y la tincidon de depdsitos de cal-
cio (coloracidon Alizarin). La diferenciacién adipogénica debe ser demostrada a través de la apa-
riencia morfoldgica de gotitas de lipidos tefidas por la tincion con Oil Red O. La diferenciacion
condrogénica puede evaluarse por cultivo de agregados celulares de CSM en suspensiéon en un
medio condrogénico comercial que flotan libremente; después de la inclusidn en parafina del
agregado y su posterior tincion con Azul Alcian, se puede identificar la presencia de acido hia-
lurdnico y sialomucina. La capacidad pluripotente debe demostrarse en los tres linajes de dife-
renciacion. El reciente articulo de Menard y Krampera (342,345) sugiriere algunos ensayos in-
munoldgicos reproducibles para cuantificar las propiedades inmunomoduladoras de las CSM
producidas bajo condiciones GMP. Estos andlisis se recomiendan en la fase de validacion (o en

preclinica), pero no son obligatorios para la liberacion de CSM en las fases de produccion.

5.2.2.2. CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO.

La tasa de crecimiento de expansion celular de CSM debe ser evaluada contando las célu-
las en cada pase y expresado en términos de CPD (Cumulative Population Doublings) utilizando
la formula log N/log 2, donde N es el nimero de células obtenidas en el pase dividido por el
numero inicial de células sembradas (347). Por cuestiones de seguridad clinica, la expansion no
debe exceder de cuatro pases en un intento de minimizar la administracion de células senescen-

tes.
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5.2.2.3. ESTERILIDAD.

En la practica, la esterilidad de un producto se define por la ausencia de microorganismos
viables. Esta prueba se realiza en el producto final y es una de las pruebas de control de calidad
necesarias para la liberacidon de un lote de producto estéril. Para el control microbiolégico, la
esterilidad debe ser evaluada en cada pase en una muestra representativa de los productos,
conteniendo células (348). Debido al pequefio volumen de los medicamentos basados en células,
el andlisis se suele hacer en ocasiones en el sobrenadante (sin células).

— Bacteriologia. Para el control microbioldgico, las muestras se pueden analizar con un

test microbiolégico rdpido de acuerdo con la Farmacopea Europea (EuPh 2.6.27)
(349,350).

— Endotoxinas. Se suele utilizar la prueba con lisado de amebocitos de limulus (LAL).
Método cuantitativo para detectar endotoxinas de bacterias Gram negativas en una so-

lucion de acuerdo con la Farmacopea Europea (EuPh 2.6.14) (351).

— Micoplasma. Cualquier contaminacion por micoplasma podria ser detectada a través
de la reaccién en cadena de la polimerasa semicuantitativa (qPcR). Todas las técnicas
para detectar contaminacién por micoplasma deben ser validadas y llevarse a cabo de

acuerdo con la Farmacopea Europea actual capitulo 2.6.7 (352).

5.2.2.4. TUMORIGENESIS.

Aunque no se ha informado sobre la formacion de tumores durante el proceso de valida-
cion en los ensayos clinicos en curso utilizando CSM (353), la tumorigénesis se debe probar du-
rante la validacion del proceso. A estos efectos, los métodos validos para excluir la tumorigenici-

dad potencial son los siguientes:

— Evaluacién de la actividad de la telomerasa, teniendo en cuenta que se ha documentado

gue las CSM humanas no malignas muestran un nivel bajo o indetectable de la actividad de

la telomerasa.

— Prueba de soft agar, con una linea celular comercial como control positivo o con ensayos in

vivo llevados a cabo en el estudio preclinico en animales adecuados como se informa en la

Farmacopea Europea 5.2.3 (European Pharmacopoeia. (2013). 8th edition).
— Estudios in vivo en modelo animal con andlisis histopatoldgico de los érganos y tejidos.

— Nivel de expresién de C-myc mediante qPcR

— Cariotipo. Para demostrar que el método de expansion mantiene la estabilidad gendmica
durante el periodo de cultivo in vitro, debe realizarse el analisis de cariotipo. La demostra-
cion de la ausencia de inestabilidad genética por andlisis de cariotipo deberia ser evaluada
por técnicas de biologia molecular (354) o métodos convencionales (bandas G). Deben ser

analizadas al menos 20 metafases segun lo definido por la Normativa General y Garantia de
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Calidad para Citogenética (353,355,356). El analisis del cariotipo seria suficiente como test
de liberacion con la exclusion de dos metafases anormales idénticas en 20 metafases anali-

zadas (10%) (357,358), comparando el cariotipo del lote final con el del donante o paciente.

CONTROLES DE CALIDAD ‘ PARAMETRO

IDENTIDAD Morfologia
Inmunofenotipo
Potencial de diferenciacion
Viabilidad
CRECIMIENTO CPD
ESTERILIDAD Test Microbioldgico
Test LAL
Test de Micoplasma
TUMOROGENESIS Actividad telomerasa
Cariotipo
C-myc

Tabla 2. Resumen de Controles de calidad requeridos para la produccion de las CSM.
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HIPOTESIS DE TRABAJO.

En los ultimos afios se han publicado datos esperanzadores sobre la seguridad y potencial
eficacia de las CSM como medicamento de terapia celular en multitud de patologias de diferente
etiologia (176,359-380). Pese a que la mayoria de los datos corresponden a estudios preclinicos
y ensayos clinicos fases I-ll, parece justificado concluir que el tratamiento con estas células es

seguro y con elevadas tasas de eficacia en subgrupos de pacientes.

Uno de los principales factores que puede estar limitando la generalizacién de estos bue-
nos resultados clinicos es, en el caso de ensayos con administracidn intravenosa de las CSM, que

son pocas las células que finalmente alcanzan el tejido diana.

Nuestra hipétesis de trabajo surge del interés por superar esta dificultad, tratando de me-

jorar la afinidad de las MSC por los tejidos dafiados para su aplicacion en clinica.

El Dr. Robert Sackstein demostrd por primera vez que la afinidad de las CSM por el endo-
telio vascular en condiciones de alto flujo, se incrementaba significativamente mediante la fuco-
silacién enzimdtica del antigeno de CD44 presente en la superficie de las CSM, lo que abria la
posibilidad de mejorar el rendimiento de su infusidn intravenosa y por tanto su eficacia terapéu-
tica (381-384). En elegantes experimentos en modelos murinos logré demostrar que su tecno-
logia denominada “Glycosyltransferase-Programmed Stereosubstitution” conseguia un incre-
mento significativo del trafico de las CSM humanas fucosiladas inyectadas por via intravenosa
hacia la médula dsea de los ratones inmunodeprimidos, donde eran capaces de producir osteo-
calcina humana (244,385,386).

La traslacidon de esta tecnologia al paciente como medicamento a ensayar en programas
clinicos de terapia celular, requiere su fabricaciéon en una unidad de produccién celular o “sala
blanca” certificada, en el caso de nuestro pais, por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Pro-

ductos Sanitarios.

El Servicio de Hematologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca cuenta
con una Unidad de produccion celular (UPC) integrada como plataforma del Instituto Murciano
de Investigacion Biosanitaria (IMIB). Nuestro grupo de investigacion colabora desde hace afios
con el Dr. Sackstein y hemos reproducido y validado sus experimentos de fucosilacion en mode-

los animales en nuestro laboratorio (368,387,388).

Teniendo en cuenta estos antecedentes nuestra hipdtesis de este trabajo, es que la fucosi-
lacién in vitro de células madre mesenquimales de médula dsea puede realizarse eficazmente a
escala clinica bajo condiciones GMP adaptandose a la normativa vigente para la fabricacién de

medicamentos de Terapia Celular.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GLOBAL.

Validar un protocolo de expansion y fucosilacion de CSM de médula ésea humanas a esca-

la clinica siguiendo las Normas de Correcta Fabricacién de Medicamentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Poner a punto la técnica de fucosilacién de CSM humanas de médula dsea expandidas in
vitro sin SBF ni tripsina porcina y comparar su eficacia en relacién al protocolo cldsico de

expansién y fucosilacién publicado por el Dr. Sackstein.

2. Trasladar los protocolos bdsicos de expansiéon y fucosilacion a escala clinica en la Unidad
de Produccion Celular (UPC) del HCUVA, generando toda la documentacién necesaria para
la produccion GMP (Protocolos Normalizados de Trabajo, Guias de Fabricacion de Lote,

Registros, Especificaciones de materiales y producto terminado, etc.)

3. Validar el proceso aséptico realizando ensayos de simulacién del proceso de produccion
de CSM de médula ésea humanas fucosiladas con medio enriquecido para la promocion

del crecimiento bacteriano en las instalaciones de la UPC del HCUVA.

4, Validar el proceso de produccidn, expandiendo y fucosilando CSM de médula ésea huma-

nas de donante sano a escala clinica en las instalaciones de la UPC del HCUVA.

5. Verificar que los tres lotes de validacién cumplen las especificaciones previamente esta-
blecidas para el medicamento “Células mesenquimales troncales adultas de médula 6sea

expandidas y fucosiladas”.
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1.PUESTA A PUNTO DEL CULTIVO Y FUCOSILACION DE CSM-MO
CULTIVADAS SIN EMPLEO DE DERIVADOS ANIMALES.

La primera etapa experimental de este trabajo se desarrollé en el laboratorio del Dr. Ro-
bert Sackstein (Demathology Department, Brigham and Women’s Hospital) en Boston-USA,
adaptando el método cldsico usado por su grupo para el aislamiento y expansién en cultivo de
células mesenquimales de médula ésea (28,244), al de produccion de células para uso humano,
en el que se tiende a minimizar el uso de derivados animales que puedan ser fuente potencial de

transmision de infecciones o reactividad inmune.

Para ello sustituimos suplementos de origen animal y reactivos convencionales de uso en
investigacion basica por otros homélogos de mayor calidad y aptos para su uso en humanos
(389).

Se verificd la identidad de las células mesenquimales obtenidas y la eficacia de la técnica

de fucosilacion en las células cultivadas bajo estas condiciones.

1.1. OBTENCION DE LISADO PLAQUETARIO.

El LP utilizado para el cultivo de las CSM en Boston, procedia de unidades de plaguetas
caducadas procedentes del Brigham and Women's Hospital. El protocolo utilizado para la obten-

cion del lisado plaquetar se resume en:

— Introducir los concentrados de plaguetas a -80°C un minimo de 3-4 dias y descongelarlos

pasado este tiempo en bafio a 37°C.

— Alicuotar todo el volumen de plaquetas en tubos estériles tipo Falcon y centrifugar a 900g

durante 30 minutos.

— Decantar suavemente el sobrenadante de todos los tubos en un recipiente estéril hacien-
do un pool. Homogeneizar el pool de lisado y alicuotarlo en tubos estériles que se almace-

nan a -20°C listos para su uso.

1.2. AISLAMIENTO, CULTIVO Y EXPANSION DE CSM DE MO HUMANAS SUSTITUYENDO
EL SUERO BOVINO FETAL POR LISADO PLAQUETARIO Y LA TRIPSINA POR TRYPLE
SELECT.

1.2.1. Obtencion de muestras de MO.

Para la obtencion de células mesenquimales se utilizaron los restos celulares de las bolsas
de progenitores hematopoyéticos de médula dsea utilizados para el trasplante, procedentes del

Massachusetts General Hospital. Una vez recibida la bolsa en el laboratorio, se inyectaban 10 ml
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de DPBS (Invitrogen, Gran Island, NY USA) a través de uno de sus puertos para lavar bien la bolsa

y se extraia la solucidon de médula ésea diluida.

1.2.2. Aislamiento de células mononucleadas.

La médula dsea diluida se sometié a un gradiente de densidad con Ficoll (Histopaque-
1077, Sigma-Aldrich, St Louis, MO USA) segun el protocolo descrito por Boyiim (390) que consis-

te en:

— Filtrar la médula 6sea diluida a través de un tamiz de Nylon de 100 um (Becton-Dickinson

Biosciences, San Jose, CA).

— Verter en un tubo de centrifuga la cantidad necesaria de Ficoll teniendo en cuenta que la

proporcién para hacer el gradiente de densidad serd 1:2 (Ficoll: médula ésea diluida).

— Afadir la medula diluida muy lentamente dejandola deslizar por las paredes del tubo para

gue no atraviese el menisco que forma la interfase.
— Centrifugar a 495 g durante 30 min a 15 °C sin freno. (Figura 11)

— Recoger, cuidadosamente y con pipeta Pasteur de cristal conectada a una perilla de aspi-
racion, el anillo celular formado (células mononucleadas) sobre la solucién de Ficoll y

transferirlo a otro tubo estéril.

Sangre + heparina

_ l _ —Plasma (Flaguetas)
Diluimos — — —— Centrifugamos ——

——Células mononucleadas

Sustancia densa
(Ficol) —+Hematies y neitréfilos

Figura 11. Esquema de obtencidn de la fraccion mononuclear de médula ésea con gradiente de ficoll.

— Resuspender la fraccidn de células mononucleadas (CMN) con DPBS.

— Centrifugar (con el freno puesto) a 493 g, durante 10 min. Repetir este paso.

— Volver a retirar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en DPBS.

— Tomar una alicuota de la suspensién celular y mezclarla 1:1 con azul de tripan (Sigma-
Aldrich, MO USA) para recuento de las células en una camara hemocitométrica de Neu-
bauer.

— La lectura de las células viables y no viables fue realizada por microscopia de luz y el cdlcu-

lo del nimero de células/mL fue determinado por la siguiente férmula:

V x FN x FT/#Q

50



MATERIAL Y METODOS

V= numero de células viables contadas

FN = factor de la cdmara de Neubauer

FT = factor de dilucién del Azul de tripan

#Q = numero de cuadrantes de la cdmara utilizados para el recuento.

La viabilidad se determiné por la técnica de exclusidn vital, o sea, exclusidn de las células

no tefidas por el azul de tripan (391).

1.2.3. Cultivo y expansion de células madre mesenquimales.

Las células obtenidas se dividieron en dos tubos para ser cultivadas segln el protocolo de
cultivo del “grupo de Boston” (MEDIO 1) y el protocolo utilizado por el “grupo de Salamanca”
(adaptado de Carrancio S et al 2008 (389) (MEDIO 2):

» MEDIO 1: DMEM bajo en glucosa+10% suero bovino fetal (SBF) + 1% penicilina-
estreptomicina
» MEDIO 2: DMEM bajo en glucosa+5% de lisado plaquetario (LP) + 1% penicilina-

estreptomicina y heparina (2U/ml).

Las células mononucleadas se sembraron en frascos de cultivo celular a razén de 160.000
células/cm?, en estufa con atmdsfera humidificada a 37°C y con 5% de CO, con cada uno de los
medios. A las 24 horas de cultivo se realizé el primer cambio de medio. Se reemplazé el medio
de cultivo dos veces por semana hasta que las células adherentes llegaron al 60-80% de con-
fluencia. En este momento, se realizé en primer pase de cultivo:

— Se retiré todo el medio de cultivo del frasco y se lavd con PBS estéril (GIBCO Invitrogen
Corporation, Gran Island, NY, USA).

— Para despegar las células cultivadas en Medio 1 se utilizaron incubaciones con tripsina al
0.05 % (GIBCO Invitrogen Corporation, Gran Island, NY, USA) durante 5 minutos y poste-
rior neutralizacidon con SBF (GIBCO, USA) y para las células cultivadas en Medio 2, se em-
plearon 5 minutos de incubacién con Tryple Select (GIBCO, USA) sin ser necesaria su neu-
tralizacion.

— Se recogieron los sobrenadantes de los frascos de cultivo en tubos Falcon de 50 ml y se
centrifugaron a 700 g durante 5 minutos.

— Se retird el sobrenadante decantando y se resuspendio el pellet celular con medio de cul-
tivo.

— Se realizé un recuento en cdmara de Neubauer segln se ha descrito anteriormente y se
sembraron de nuevo las células a razén de 1000 cél/cm?.

— Tras el tercer pase se obtuvieron células con morfologia y fenotipo compatible con el de
células stem mesenquimales de médula ésea (CSM-MO) que se emplearon para los estu-

dios que se describen a continuacién.
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1.3. FUCOSILACION DE CELULAS MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA HUMANAS.

Una vez despegadas y contadas las CSM-MO, se llevaron 5 millones de células de cada
condicién a una concentracién de 30x10° cél/ml en buffer de reaccidn gue contenia HBSS (GIBCO
Invitrogen, Gran Island, NY, USA), 0.1% (w / v) de albumina de suero humano (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO USA), GDP-fucosa (Sigma-Aldrich, USA) y tampdn HEPES (GIBCO, Invitrogen, USA) a un
pH final de 7,0-7,2. Cada muestra (cultivada con MEDIO 1 o MEDIO 2) se dividid a su vez en dos
tubos, uno para control que contenia las células con el buffer y al otro se le anadié ademas la

enzima FTVI a una concentraciéon de 60 mU/ml.

Se incubaron las células a 37 °C durante 1 h agitando suavemente cada 15 minutos para
asegurar que todas las superficies celulares quedaban expuestas al enzima. Pasado este tiempo
se centrifugaron y lavaron con DPBS. Tras el lavado se tomaron muestras para verificar la efica-

cia de la técnica a nivel estructural y funcional.

1.4. VERIFICACION DE LA FUCOSILACION: ESTUDIO COMPARATIVO.

1.4.1.Cultivo de lineas celulares control.

Las lineas celulares hematopoyéticas utilizadas como controles en la exofucosilaciéon
(KG1a y RPMI8402) fueron expandidas en medio RPMI1640 suplementado con 10% de suero

bovino fetal y 1% de Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen, USA).

1.4.2.Analisis inmunofenotipico (verificacion por citometria de flujo).

Tras la exofucosilacidn, se tomaron alicuotas de 2x10° células gue se lavaron con PBS al
2% de SBF y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo primario o secundario conjugado con
el fluorocromo FITC (en el caso del control isotipico) como muestra la siguiente tabla. Tras una
hora de incubacidn se volvieron a lavar las células 2 veces con el mismo buffer y se afiadié un
segundo anticuerpo conjugado con FITC a las muestras que habian sido incubadas con el anti-
cuerpo primario. La incubacién se realizd durante 1 hora en oscuridad. Tras volver a lavar las
células, se determiné la intensidad de fluorescencia para FITC usando el citdmetro de flujo Cy-
tomics FC 500 MPL (Beckman Coulter, USA).

ESTRUCTURA ANTICUERPO 12 ANTICUERPO 22
DETECTADA CLON ORIGEN CLON ORIGEN
X IgM anti-human CLA FITC-anti rat IgM
L
>Le (HECA452, PharMingen) | "2 | (Southern Biotech, UsA) | 2°"@

Tabla 3. Anticuerpos usados para la deteccion por citometria de flujo de HCELL.

1.4.3.Analisis molecular: electroforesis en gel de poliacrilamida y Western Blot.
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1.4.3.1. OBTENCION DE LA FRACCION PROTEICA.

Las CSM no tratadas y tratadas con fucosiltransferasa VI (FTVI), cultivadas bajo las dos
condiciones a estudio junto con las lineas celulares control (RPMI8402 y KG1a), fueron lisadas
usando 2% de NP40 en buffer de lisis (150 Mm de NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 7.4, 20 pg/ml de
PMSF, 0.02 % NaNs) y Cocktail Inhibidor de Proteasas (Roche Molecular Biochemicals), mante-
niendo las muestras en rotacidon durante 12 horas a 4°C. Las células lisadas se centrifugaron a
3600 g durante 5 minutos y se colectaron los sobrenadantes. La concentracién de proteina se
determiné usando el método BCA (BCA Protein Assay Reagent, Pierce, Rockford, IL, USA)(385).

1.4.3.2. SDS-PAGE.

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) es la técnica analitica empleada para
separar proteinas. SDS-PAGE permite separar las proteinas concretamente en funcién de su peso
molecular. En este caso se realizé utilizando geles verticales de poliacrilamida en presencia del
detergente anidnico dodecil-sulfato sddico (SDS), utilizando el sistema de tampon discontinuo
de Laemli. Como geles separadores se emplearon geles con un gradiente lineal de poliacrilamida
del 4 al 20% en tampdn Tris-HCl y pH 8.8 (Criterion Precast Gel, Biorad, CA, USA). Para la prepa-
racién de las muestra se utilizaron 45 pg de proteina a una concentracién final de 3 pg/ulL en
buffer de lisis, a los que se afiadié tampdn de carga (Reducing Sample Buffer 4X, Boston Bioprod,
USA) para favorecer la solubilizacién de las proteinas. Tras una incubacion de 7 minutos a 100°C,
la mezcla se centrifugd a velocidad maxima y se procedid a su carga en el gel con 40 uL de mues-
tra. Se utilizé el marcador de alto peso molecular Precision Plus Protein All Blue Standard (Bio-
Rad, CA USA). La electroforesis se realizé en un sistema Mini-Protean®3 Cell (BioRad Laborato-
ries, Richmond, CA, USA) a un voltaje constante de 100 V durante 1 hora (237).

1.4.3.3. ELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS: WESTERN BLOT.

Las proteinas previamente sometidas a SDS-PAGE se electrotransfirieron a membranas de
PVDF con un tamafio de poro de 0.45 um (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA) mediante
el sistema de electrotransferencia Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad labora-
tories, Richmond, CA, USA) tal y como indica el fabricante. Se cortaron dos piezas de papel
Whatman y una membrana de PVDF, cada una de ellas del mismo tamafio que el gel a transferir.
El papel Whatman y las almohadillas de fibra se equilibraron en tampdn de transferencia (Tris 48
mM, glicina 39 mM, 20% (v/v) de metanol, pH 9.2) durante al menos 15 minutos. La membrana
de PVDF se activé sumergiéndola en metanol 15 segundos, 2 minutos en agua destilada y al me-
nos 10 minutos en tampoén de transferencia. Los diferentes componentes se colocaron a modo
de “sandwich” en el siguiente orden: una almohadilla de fibra, una [dmina de papel Whatman, el
gel de poliacrilamida y otra almohadilla de fibra. La transferencia de las proteinas a la membrana

se realizo aplicando una corriente constante de 390 mA durante 90 minutos.

1.4.3.4. INMUNODETECCION.
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Una vez realizada la electrotransferencia, la membrana se bloqueé utilizando TBS con 5%
de leche libre de grasa en agitacién continua durante 2 horas a temperatura ambiente. Poste-
riormente se lavd la membrana tres veces con TBS al 0.1% de Tween20 (TTBS). Tras el lavado, la
presencia de estructuras proteicas o marcadores de membrana se reveld con anticuerpos es-
pecificos de la proteina de interés, como muestra la tabla 3. Las incubaciones con el anticuerpo
primario se realizaron en TTBS durante una hora en agitacion y a temperatura ambiente. Des-
pués de este tiempo, se lavaron las membranas 3 veces con TTBS durante 5 minutos cada lava-
do. A continuacion se incubaron con el anticuerpo secundario combinado con Peroxidasa de
rabano (HRP) durante otra hora en agitacién y a temperatura ambiente. Tras lavar las membra-
nas varias veces con TTBS y realizar un ultimo lavado con TTBS, se incubaron con el reactivo sus-
trato de la peroxidasa Western Blue (Promega, Madison, WI). En el caso de la incubacion con la
quimera de E-selectina, las soluciones han sido suplementadas con 2mM CaCl,, ya que la union a
E-Selectina es dependiente de Calcio. SACK-1 es un anticuerpo monoclonal generado contra la
molécula HCELL de la linea celular mieloide KG1a por el Dr. Sackstein que reacciona especifica-
mente con los glicanos a 2,3-sializados de CD44 (237,385,392).

0 0
ESTRUCTURA ANTICUERPO 1 ANTICUERPO 2
DETECTADA CLON ORIGEN | DILUCION CLON ORIGEN | DILUCION
Anti-human/mouse Anti rat IgM -
sLe” IgM CLA (HECA452, Rata 0,5 ug/ml | HRP- (Southern | Cabra 1/5000
PharMingen) Biotech, USA)
Anti mouse
a 2,3-sialil- . IgG-HRP
cDaa SACK-1 Ratén 1/10000 (southern Cabra 1/5000
Biotech, USA)
. Recombinant mouse E- .
L;i?:i%g_ selectin/human Fc Rata 1 pg/ml Antl-lhéman Cabra 1/2000
chimera (R&D Systems) &

Tabla 4. Anticuerpos usados para verificacion de la exofucosilacion por Western-Blot.

1.4.4. Analisis funcional: “Stamper Woodruff Assay”.

Para llevar a cabo el ensayo se prepard una suspension de 10x10° linfocitos/ml en medio
de cultivo RPMI1640 (Invitrogen, USA) aislados de sangre periférica mediante gradiente de den-
sidad por centrifugacién con Ficoll como se ha explicado anteriormente. La suspensién se man-

tuvo en hielo hasta el momento de ser usada.

Tras la fucosilacidn, se tomd una muestra de CSM de cada condicién de cultivo (MEDIO 1y
MEDIO 2). Las células se depositaron en una region determinada de un portaobjetos de cristal
mediante citocentrifugacion (Cytospin3, Shandon, USA). Tras sacar los portas de la centrigufa se

fijaron con glutaraldehido al 3% (Sigma Aldrich, USA) durante 10 minutos y se aclararon con
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DPBS. A continuacion se incubaron con una solucién de Lisina 0,2 M durante 10 minutos y vol-
vieron a lavar con DPBS. Las preparaciones se conservaron en medio RPMI al 2% de FBS a 4°C

hasta el momento de ser utilizadas.

Figura 12. Procesamiento de las extensiones de CSM por Cytospin.

Una vez que estuvieron listos los linfocitos y las preparaciones de cristal con las células
(tanto CSM como la linea celular RPMI8402), se colocaron los cristales sobre una plataforma en
rotacién a 80 rpm y 4°C. Se dejo caer gota a gota la suspension de linfocitos con pipeta Pasteur
hasta cubrir las células fijadas al portaobjetos en agitacidn y se incubd en estas condiciones du-

rante 30 minutos.

Posteriormente se lavaron las preparaciones con PBS para eliminar los linfocitos no ad-
heridos. La adherencia de los linfocitos a las células fue observada utilizando un microscopio
invertido de contraste de fases.

Tras la adaptacion del protocolo basico de fucosilacion se llevd a cabo un estudio preclini-
co de seguridad y eficacia que consistid en la infusion de CSM-MO fucosiladas humanas a rato-

nes NOD/SCID. Este estudio ha dado lugar a la Tesis Doctoral “Trasplante de Células madre fuco-
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siladas en el tratamiento de la Osteoporosis. Estudio preclinico y prueba de concepto” del Dr.
Valentin Cabafias (393).

Figura 13. Incubacién de CSM con solucion de linfocitos de sangre periférica.

Tras el duro trabajo realizado, nos encontramos con el contratiempo de una pérdida de
stock de la enzima FTVI con la que habiamos realizado todos los experimentos. En colaboracion
con Dr, Sackstein realizamos numerosos ensayos con FTVIl y reportamos a la Agencia Espafiola
del Medicamento datos que avalaban la idoneidad de la FTVII para ser utilizada en sustitucién de

FTVI (Anexo | del presente trabajo).

2. DOCUMENTACION.

Los protocolos de cultivo y fucosilacién de mesenquimales de médula dsea validados has-
ta el momento en el laboratorio de investigacidén basica, fueron la base para elaborar la docu-
mentacién necesaria para su inclusidn dentro del sistema de gestion de la calidad de la Unidad
de produccion celular. Para ello adaptamos dichos protocolos a lo que dicta la Guia de NCF (394)
en cuyo Capitulo 4: Documentacion (revisado en enero de 2011), se hace énfasis en que una
buena documentacién constituye una parte fundamental del sistema de Garantia de Calidad y es
clave para trabajar cumpliendo los requerimientos de las NCF. Los diferentes tipos de documen-
tos y medios usados deben definirse completamente dentro del Sistema de Gestion de Calidad
del fabricante. La documentacidon puede existir en diferentes formas, incluyendo soporte en
papel, electronico o medios fotograficos. El objetivo principal del sistema de documentacién
utilizado tiene que ser establecer, controlar, monitorizar y registrar todas las actividades con
impacto directo o indirecto en cualquiera de los aspectos de la calidad de los medicamentos. El
Sistema de Gestidn de Calidad debe incluir suficientes instrucciones detalladas para facilitar un
entendimiento comun de los requerimientos, ademds de proporcionar suficientes registros de

los distintos procesos y una evaluacion de cualquier observacion, para que la aplicacién continua
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de requerimientos pueda demostrarse. Existen dos tipos principales de documentacién usados
para gestionar y registrar el cumplimiento de NCF: instrucciones (indicaciones, requerimientos) y
los registros/ informes. De acuerdo con el tipo de documento se deben aplicar las buenas practi-

cas de documentacién adecuadas.

En nuestro caso, decidimos desarrollar un sistema con soporte en papel formado por una
relacién jerarquica de documentos cuya codificacion refleja el tipo de documento, departamen-

to al que afecta, numero de documento y version. Ejemplo:

PNT-P-002.01

PNT: procedimiento normalizado de trabajo
P: departamento de produccion
002: protocolo nimero dos

01: versién 01

La documentacién elaborada en relacién con el proceso de fabricacidon del medicamento y
las validaciones tanto del proceso productivo como del proceso aséptico incluyd los documentos
indicados en las NCF:

e Especificaciones: describen de forma detallada los requisitos que tienen que cumplir los
productos o materiales utilizados u obtenidos durante la fabricacién. Sirven como base de
la evaluacioén de la calidad.

e Formula Patrén: proporciona todos los detalles de los materiales de partida, equipos y sis-
temas que tienen que usarse y especifican todas las instrucciones de procesado, acondi-
cionamiento, muestreo y analisis. Los controles en proceso y las tecnologias analiticas de
proceso a emplearse deberan especificarse cuando sean relevantes, junto con los criterios
de aceptacion.

e Procedimientos: (también llamados Procedimientos Normalizados de Trabajo o PNT, del
inglés, Standard Operating Procedures, SOP), proporcionan indicaciones para realizar cier-
tas operaciones.

e Registros y Guias de Fabricacidn: proporcionan evidencia sobre diversas acciones que se
toman para demostrar el cumplimiento con las instrucciones, por ejemplo, actividades,
eventos, investigaciones, y en el caso de la fabricacion de lotes la historia para cada lote
de producto, incluyendo su distribucidn. Los registros incluyen los datos primarios que se
usan para generar otros registros.

e Certificados de analisis: Proporcionan un resumen de los resultados de los analisis de

muestras de productos o materiales junto con la evaluacién del cumplimiento de una de-
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terminada especificacién. Informes: documentan la realizacidon de operaciones, proyectos
o investigaciones concretas, junto con sus resultados, conclusiones y recomendacio-

nes.(394).

3. SIMULACION DEL PROCESO ASEPTICO MEDIA FILL.

El objetivo de esta validacién era demostrar la capacidad del sistema de produccion de la
UPC del HCUVA para mantener la esterilidad durante los procesos de fabricacion del medica-
mento utilizando un medio de cultivo nutritivo en lugar de las materias primas y productos habi-

tuales.

Todos los materiales utilizados en el proceso de validacién/simulacién disponian de certi-
ficados de analisis, procedian de proveedores homologados y habian sido aprobados por el
Dpto. de Control de Calidad. Las materias primas, material bioldgico, reactivos y producto se
sustituyeron por el medio nutritivo BHI (Brain Heart Infusion Agar). El resto de materiales fueron
aquellos necesarios para reproducir el proceso de produccidn que se pretendia simular. El medio
BHI empleado para la simulacion de los procesos de producciéon en sustitucion de la materia
prima se sometid, antes y después de la simulacidn, a un test de promocion del crecimiento (o
test de idoneidad) utilizando las cepas recomendadas por la farmacopea (349), para garantizar la
ausencia de falsos negativos. Dicho medio se manipuld y expuso a operadores, equipos y super-

ficies en las mismas condiciones que los productos bioldgicos.

La simulacion del proceso imité lo mas exactamente posible, el proceso de fabricacién
aséptica normal descrito en la Formula Patréon correspondiente, prestando especial atenciéon a

las fases mas criticas de la fabricacion, asi como a las peores situaciones posibles.

3.1. ENSAYOS Y CRITERIO DE ACEPTACION.

La validacién inicial del proceso se repitié 3 veces por operario y en dias distintos. En esta
validacién participd todo el personal implicado en el proceso de produccion.

— Los tiempos definidos en la produccion habitual (centrifugaciones, incubaciones), no se
consideran criticos para la esterilidad por lo que no es necesario reproducirlos en esta va-
lidacién (se utilizaran tiempos cortos).

— El proceso se reproducird a escala menor a la original (ej.: empleando volumenes inferio-
res).

— En la validacion, al menos se requiere una entrada y salida de personal con cambios de
vestimenta.

— Cada operario debe realizarse un control mediante impronta de guantes una vez finaliza-

do su trabajo.
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— Durante los procesos o subetapas de simulacion, se realizan los controles ambientales ru-
tinarios, en personal, equipos y ambientales.

— La identificacion del lote de validacion para el media fill se realizara con un cddigo en la
guia de fabricacion compuesto por las iniciales CSM-MO-MF (células mononucleadas
médula ésea- media fill) seguido del nimero de validacidon que corresponda, el afio y las

iniciales de la persona que lo realice. Esta numeracion sera correlativa en el tiempo. Ejem-

plo:

CSM-MO-MF1/14-CAA

— La identificacién de las diferentes etapas del proceso: el proceso se divide en diferentes
etapas identificadas con las siguientes iniciales después del lote:
e Etapa CP: Simulacién del cultivo primario.
e Etapa CM/PA: Simulacion del cambio de medio y pase celular.
— Dado que se dispone de tres tipos de recipientes de cultivo (frascos de cultivo T175, fac-
torias de 2 pisos y factorias de 4 pisos), cada operador, realizard una simulacion con cada
uno de ellos.

— Realizar impronta de guantes al final del proceso.

3.2. TEST DE IDONEIDAD DEL MEDIO EMPLEADO EN EL MEDIA FILL.

La promocidn del crecimiento de las cepas recomendadas seglin Farmacopea 2.6.1 en
presencia de BHI tiene como objetivo determinar que dicha solucion permite el crecimiento de
bacterias, hongos y levaduras, aun cuando se encuentran en bajas concentraciones (1-100 uni-
dades formadoras de colonias) y después de haber pasado dicho medio por todo el sistema de

produccidn. Las cepas recomendadas por Farmacopea son las siguientes (349):
Bacterias aerobias

» Staphylococcus aureus (ATCC6538)

» Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027)

> Bacillus subtilis (ATCC6633)
— Bacterias anaerobias

» Clostridium sporogenes (ATCC19404)
— Hongos:

» Candida albicans (ATCC10231)

» Aspergillus brasilensis (ATCC16404)

3.2.1. Reconstitucion de las cepas.
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Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron seis viales del Kit BioBall MultiShot 550 (Bio-
merieux, Australia). Cada uno de ellos contenia una bola liofilizada de 550 CFU de cada una de
las cepas anteriormente citadas que fueron reconstituidas con el liquido de hidratacion BioBall

14 Day Re-Hydration Fluid de la misma casa.

3.2.2. Inoculacion de los tubos de BHI.

En la cabina de flujo laminar se inocularon 6 tubos de BHI sin utilizar (PRE) y otros 6 tubos
de BHI del mismo lote procedentes de una simulacién del proceso (POST) con 100 pl de cada una
de las cepas microbianas reconstituidas. Una vez inoculadas las cepas, se incubaron los tubos 14
dias en las estufas situadas en Control de Calidad. La lectura de las muestras se realizd cada dia

pudiendo observar la aparicién del crecimiento microbiano por turbidez.

4. VALIDACION PROSPECTIVA DEL PROCESO DE PRODUCCION.

La validacion del proceso de fabricacion del medicamento en investigaciéon “Células me-
senquimales troncales adultas autélogas de médula dsea expandidas fucosiladas” (a partir de
ahora CSM-MOFUC) en la UPC del HCUVA se llevé a cabo de forma prospectiva para lo cual se

elabord previamente un protocolo planificado teniendo en cuenta las siguientes premisas:

e Las pruebas a realizar, especificaciones y los criterios de aceptacién se detallaran en el

Protocolo de Validacién, que serd conforme a las NCF.

e La validacion de un proceso serd para el caso mas desfavorable (Worst case), es decir la

validacién tiene que abarcar los limites superiores e inferiores de pardmetros y circuns-
tancias que no necesariamente provocan que el producto o el proceso fallen. De esta for-
ma, se validan todas las situaciones posibles, incluido el intervalo de condiciones a emple-

ar.

e Todas las instalaciones, servicios y equipos deben haberse validados (cualificados) o verifi-

cados antes del comienzo de la validacidn de procesos de produccidn.

e Para la validacion de cualquier etapa del proceso productivo, se realizaran el nimero de
repeticiones necesarias para suministrar datos suficientes para hacer una correcta evalua-

cidn del proceso. Se fabricaran 3 lotes/ repeticiones completas del proceso que cumplan

los pardmetros aprobados. Los lotes de validacion de los procesos seran del mismo tama-
o que los lotes a escala previstos, aunque puede admitirse un escalado en casos en los

que la disponibilidad de material sea escasa o por otras justificaciones.

Para elaborara el protocolo de validacidén se tuvieron en cuenta los controles de calidad
planteados en cada etapa (Figura 14) y las especificaciones de cada etapa y/o producto de la

Fabricacion que se exponen en la tabla 5.
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Cultivo microbiol6- @

gico del pool de MO
inicial sin filtrar

Inspeccién visual del envase
Verificar codigo de identifi-
cacion, fecha y hora de
obtencion
Volumen 60 ml

r

Control microbioldgico

Recuento celular ]

\

Temperatura
incubador 37°C+/-
50C v CO» 50A+/-

Ausencia signos de @

contaminacion
Temperatura 37
+/-5°Cy CO,5% + 0.5

Confluencia

Control microbiolégico
Recuento celular
Viabilidad

Cariotipo (si pase
previo a la liberacion)

BCR de 10 X 10° células

Gorfologl’a \

Confluencia
Micoplasma

Control microbiolégico
Recuento celular
Viabilidad

Fenotipo

Cariotipo (si pase previo

Qa liberacién)

Repetir pases hasta conse- @
guir dosis sin exceder de 20
duplicaciones.

Temperatura 37 +/-5°Cy
CO-» 5% + 0.5

Sustancia activa

-
Eficacia de la fucosila-
cién mediante citometria
ge flujo y viabilidad

Gram urgente
Test esterilidad
Cédigo lote
Endotoxinas

\Muestra de referencia

Figura 14. Flujograma de fabricacion del medicamento CSM-MOFUC.
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ESPECIFICACION CRITERIO DE ACEPTACION METODO
Volumen de MOI 60 ml Visual
Serologia Negativa Antigeno-anticuerpo
Mf(;czr(iea:)::i?;gi- Apariencia Ausencia de coagulos Visual
Envase Integro y sellado Visual
Etiquetado Completo y correcto Visual
Codificacidn Correcta Visual
Embalaje Jeringa de 60 ml Visual

Producto final

Dosis Celular

2 millones por kg de peso

Recuento celulary
viabilidad

Fusiforme compatible con

Registro fotografico

Morfologia , . . e
células mesenquimales (prévio a fucosilacion)
95% Positividad para marca-
. dores (CD105, CD73, CD90) y Citometria de flujo
Fenotipo

ausencia de marcadores he-
matopoyéticos

pré y post fucosilacion

Fucosilacion

>80% HCELL+ (HECA452+)

Citometria de flujo

Viabilidad >70% Azul de Trypan
Test de Gram Negativo Tincién de Gram
Micoplasma Negativo PcR
Endotoxinas <0.5 EU/ml Colorimetria
Cariotipo Normal Método de bandas G
Esterilidad Ausencia de crecimiento Bact-Alert
Etiquetado y en- Completo y correcto Visual

vasado

Tabla 5. Especificaciones del medicamento Células mesenquimales troncales adultas autélogas de

médula dsea expandidas fucosiladas (CSM-MOFUC).

62




MATERIAL Y METODOS

5. CONTROLES DE CALIDAD DEL MEDICAMENTO DURANTE EL PROCESO DE
FABRICACION.

5.1. ANALISIS MORFOLOGICO.

Morfolégicamente, las células troncales mesenquimales se caracterizan por presentar una
morfologia alargada, en forma de huso, con la presencia de un nucleo oblongo, central, que con-
tiene de dos a tres nucléolos (28). Se realizd un registro fotografico de las células en cada pase

hasta el ultimo, previo a la fucosilacién.

5.2. CONTROLES MICROBIOLOGICOS.

5.2.1. Deteccidon de Mycoplasma.

El test seleccionado para llevar a cabo este control fue el de amplificacion de acidos nu-
cleicos de Mycoplasma sp. (352). El objetivo de este anadlisis fue la deteccidén directa de mico-
plasmas contaminantes en el sobrenadante de cultivo de las CSM. La deteccidon de Mycoplasma
se basd en la visualizacidon de los amplicones tras la realizacion de la amplificacidon del control
interno y de la regidn codificante del ARNr 16S mediante una PcR. Los amplicones se visualizaron

con una electroforesis en gel de agarosa.

5.2.1.1. MATERIALES Y EQUIPOS

— Kit Venor®GeM OneStep (Minerva Biolabs, Berlin, Alemania)
— Agua destilada estéril

— Buffer de carga 6x (Sigma Aldrich)

— Agarosa bajo punto de fusion (agarose D1 Low EEO)

— Marcador peso molecular 100-1500 pb (Invitrogen)

— SYBR® safe DNA gen stain

— TBE x10 (BioRad)

— Termobloque (Eppendorf)

— Microcentrifuga

— Termociclador (AB, Applied Bisystems)

— Cubetas y fuentes de electroforesis (BioRad, USA)

— Transiluminador UV U: Genius (Syngene, USA)

— Balanza de precisién (Cubis)

— Eppendorf 1,5 ml estériles (Eppendorf, Deltalab, Barcelona, Espafia)

— Tubos para PCR de pared fina de 0,2 ml
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— Vortex
— Micropipetas (P2,5-1000ul) y puntas especificas
— Guantes sin talco

— Material de vidrio (matraces y probetas)

5.2.1.2. DESARROLLO

Extraccion del DNA

Transferir 100 pl del sobrenadante a un tubo eppendorf

— Incubar a 95°C durante 5 minutos

Centrifugar 5 segundos a 13.000 rpm

Utilizar 2 pl directamente para la PcR

Preparacion de los reactivos

Hacer un spin a maxima velocidad de los reactivos liofilizados (tapdn rojo y verde)

OneStep Mix (tapon rojo): afadir 600 pl del buffer de rehidratacién (tapon azul)

— Positive Control (tapdn verde): afiadir 300 ul de 10mM Tris Buffer (tapdn blanco)

Incubar los dos reactivos 5 minutos a temperatura ambiente
— Vortear brevemente y hacer un spin de 5 segundos
— Alicuotar la Mix en tubitos (23 pl) y almacenar a -20°C
Preparacion de la Master Mix
— Atemperar los tubos preparados con 23 pl de OneStep Mix
— Aiadir 2 pl de 10mM Tris Buffer (tapdn blanco)
— Afadir 2 pl de CP (tapdn verde)
— Afadir 2 pl del sobrenadante muestra
— Hacer un spin.

Realizacion de PcR
5.2.2. Controles microbioldgicos/Test de esterilidad mediante sistema BacT-Alert

El sistema consta de dos frascos con medio de cultivo claramente diferenciados:

> Verde (Aerdbicos): Permite el crecimiento de bacterias aerdbicas, microaerdfilicos, bacte-

rias fastidiosas, levaduras comunes.
» Naranja (Anaerdbicos): Permite el crecimiento de bacterias anaerdbicas.

Ambos medios contienen 30 ml de medio suplementados con un complejo de aminoaci-

dos y carbohidratos disefiados para asegurarse una produccién éptima de CO, durante el creci-
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miento bacteriano. Poseen un sensor de CO, que se encuentra en el fondo de la botella separa-
do del medio por una membrana semipermeable. El sensor estd impregnado con vapor de agua
gue se adquiere cuando las botellas son autoclavadas durante el proceso de manufacturacion.
La membrana tiene la caracteristica de ser impermeable a iones hidrogenados, a componentes
del medio e incluso a los componentes de la sangre, siendo permeable para el CO,. El CO, pro-
ducido por los microorganismos difunde a través de la membrana hacia el sensor y se disuelve

en el agua, produciendo iones de hidrégeno de acuerdo con la siguiente reaccion:

CO, +H20 ¢ HLCO; = H* + HCO,

Los iones de hidrégeno interaccionan con el sensor que es de color azul o verde oscuro
debido a su estado alcalino. El CO, producido y disuelto en el agua incrementa los iones de
hidrégeno produciendo una bajada del pH provocando que el sensor cambie a color verde claro
o amarillo. El cambio de color permite que cuando incide la luz sobre el fondo de la botella haya

un aumento de la luz roja reflejada en el sensor.

5.2.2.2. PROCESAMIENTO.

— Quitar el primer tapdn a los frascos y descontaminar el tapén de goma con alcohol al 70%
— Pinchar en el tapén de goma con la aguja de 21G y jeringa de 1 ml, sujetando el émbolo de
la jeringuilla e inoculando 200 pl en cada frasco empezando por el frasco de anaerobios.

— Rellenar el volante de microbiologia con el cddigo de Paciente, N2 de lote y tipo de mues-

tra.

— Retirar el cédigo de los frascos y pegarlo en el apartado Hemocultivos-cédigo de barras

(aerobio y anaerobio) del volante de microbiologia. Al mismo tiempo registrar en los regis-
tros asociados a este PNT el cédigo de lote, el cddigo de barras y la fecha de recogida de la
muestra.

— Trasladar los frascos de inmediatamente junto con el volante al Servicio de microbiologia

donde son procesados, incubandose 7 dias a 35-37°C.

Si el sistema Bact/ALERT detecta crecimiento bacteriano, el Servicio de Microbiologia rea-

liza los pasos convenientes para la identificacién del microorganismo.

5.2.3. Test de Gram urgente.

Este procedimiento se llevd a cabo por el personal del Servicio de Microbiologia del HCU-
VA. Es un método que nos va a permitir distinguir entre bacterias Gram positivas y Gram Negati-
vas utilizando dos tipos de colorantes con capacidades diferentes: Cristal violeta y Safranina. El

cristal violeta (colorante catidnico) penetra en todas las células bacterianas (tanto Gram positi-
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vas como Gram negativas) a través de la pared bacteriana. El cristal violeta en presencia de Lugol
forma un complejo que permite la fijacidon del cristal de violeta con mayor intensidad a la pared
de la célula bacteriana. Posteriormente se procede a la decoloracidon con una mezcla de alcohol-
acetona. En este paso las bacterias Gram positivas no se decoloran, mientras que las Gram nega-
tivas si lo hacen. Una vez decoloradas se utiliza la safranina para realizar el contraste: las bacte-
rias Gram negativas aparecerdn de color rojo, mientras que las Gram positivas permanecen vio-

letas.

5.2.3.1. PROCESAMIENTO.

Alicuotar 50 pl de la muestra a estudio en un criotubo estéril debidamente etiquetado y

entregar al Departamento de Calidad. En campana de flujo laminar:

— ldentificar adecuadamente (Cédigo paciente/ N2 de lote) un porta en la parte esmerilada

con lapiz.

— Realizar una extensién de los 50 pl con un asa de siembra, formando circulos consiguiendo

una extensién uniforme y clara.

— Dejar secar la extensién al menos 5 minutos bajo el flujo laminar e introducirla en una du-
quesita estéril, evitando asi posibles contaminaciones durante el transporte. Rellenar el
volante de microbiologia con el cédigo de paciente, N2 de Lote y tipo de muestra. Al mis-
mo tiempo registrar en los registros asociados a este PNT el cddigo de lote, el cddigo de

barras y la fecha de recogida de la muestra.

Una vez finalizado el ensayo, el Servicio de Microbiologia realiza un informe con los resul-

tados que seran controlados y registrados por el Dpto. Control de Calidad.

5.2.4. Nivel de endotoxinas.

El principal objetivo de este andlisis era determinar el nivel de endotoxinas con el equipo
Endosafe’ -PTS™ mediante método colorimétrico cinético segin Farmacopea Europea 2.6.14
(Volumen 8). Este procedimiento se lleva a cabo por el personal del Area de Control de Calidad
de la UPC del HCUVA, siguiendo los requisitos descritos en las Normas de Correcta Fabricacion
de Medicamentos (NCF/ GMP).

5.2.4.1. MATERIALES.

— Endosafe-PTS (Portable Test System)

— Cartuchos desechables ENDOSAFE® - PTS

— Agua exenta de endotoxinas (apirégena)

— Puntas de pipeta exentas de endotoxina de 2-200 ply 100-1000 pl
— Tubos con tapdn de rosca exentos de endotoxina

— Pipetas automaticas P200 y P1000
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— Ordenador con puerto USB e impresora.

5.2.4.2. DESARROLLO.

— Atemperar tanto la muestra como los reactivos antes de comenzar el analisis.
—  Diluir la muestra 1/100 con agua apirdgena.

— Conectar el equipo pulsando la tecla “Menu” y esperar a que finalice el sistema de auto-
chequeo (System Self Check) y a que se alcance la temperatura dptima del ensayo
(37°C).Tener en cuenta que este proceso puede durar aproximadamente 5 minutos. Una
vez alcanzada la temperatura la pantalla del lector mostrara el mensaje “Insert Cartridge”.
Insertar el cartucho en la ranura inferior del equipo con los pocillos hacia arriba, teniendo
especial precaucién de no tocar ni los pocillos ni el cuerpo del cartucho, ya que podria

producir interferencias en el ensayo.

Figura 15. Imagen de los cartuchos utilizados para medicién de nivel de endotoxinas.

—Introducir a continuacidn la informacién de la muestra:
» Enter OID: Identificacion del usuario mediante las iniciales.
> Enter Lot #: Introducir el lote del cartucho (ver bolsa del cartucho y certificado de anali-
sis)
» Enter calibration code: Introducir el cddigo de calibracion del cartucho que figura en el
certificado de andlisis.

» Enter sample Lot #: Introducir el nimero de lote de la muestra.
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» Enter sample ID: Permite introducir datos adicionales para la identificacién de la mues-
tra.
» Enter dilution factor: introducir el valor del denominador del factor de dilucién, en nues-

tro caso que la dilucién es 1/100 debemos introducir el valor “100”.

Figura 16. Inoculacion de los cartuchos ENDOSAFE con la muestra a estudio.

Una vez introducidos estos datos el equipo muestra el mensaje “ADD SAMPLE”. Vortear el
tubo con la muestra diluida para homogeneizar su contenido e inocular 25 puL de muestra en

cada uno de los 4 pocillos. Presionar “ENTER” para iniciar el ensayo.

5.3. RECUENTO Y VIABILIDAD.

5.3.1. Materiales y equipos.

— Haemato Coulter (Beckman, Estados Unidos)
— Pipeteador automatico (Hirschmann, Alemania)
— Cabina de Seguridad Bioldgica de tipo Il clase A (Esco, Singapur)

— TC20™ Automated Cell Counter (Biorad, Estados Unidos)

Pipeta 1 seroldgica de 1 ml

Eppendorf de 1,5 ml

Eppendorf de 0,5ml

Porta para recuento celular Biorad

|

Camara de Neubauer (Biorad)

DPBS (Gibco)
— Azul de Tripan (Sigma Aldrich, Estados Unidos).

— Peticidn controles citométricos
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5.3.2.Desarrollo.

5.3.2.1. RECUENTO EN “HAEMATO COULTER”.

Este procedimiento se llevd a cabo para cada una de las muestras en las que se necesitaba
conocer el recuento de los componentes sanguineos siguiendo el siguiente protocolo:
— Diluir la muestra a estudio con DPBS segun corresponda:
» Meédula ésea inicial: 1:1 (0,5 ml de DPBS y 0,5 ml de muestra)
»  Fraccion mononucleada: 1:1 (0,5 ml de DPBS y 0,5 ml de muestra)
»  Producto final: 1:9 (0,1 ml de DPBS y 0,9 ml de muestra)
— Homogenizar bien con ayuda de la pipeta serolégica y rotular el tubo con el lote y e inicia-
les del tipo de muestra (MOI o PF).
— Una vez preparada la muestra llevar el tubo al laboratorio de hematologia para proceder a
su recuento en el “Haemato Coulter”:
» Seleccionar la opcidon de procesar en tubo abierto
» A continuacidn se abrird una ventana en la pantalla “ Configuracién en tubo abier-
to”
Seleccionar la opcidn de Andlisis Seleccionado
Identificar la muestra en el apartado ID MUESTRA sin poner espacios

Introducir el eppendorf en la sonda sin que ésta toque el fondo del tubo

YV V V V

Pulsar el botdn situado detrds de la sonda. En ese momento se aspirard la solucion
celular. Cuando pare de aspirar retirar el tubo.
» Cerrar ventana de “Configuracion en tubo abierto” y pulsar registro final. En unos
segundos aparecera el recuento en la pantalla.

»  Imprimir resultado.

5.3.2.2. RECUENTO Y VIABILIDAD DE CELULAS PROCEDENTES DE CULTIVOS CELULARES.

Este procedimiento se llevd a cabo para realizar recuentos tanto de las CSM expandidas
como de las lineas celulares utilizadas como control. Se realizé a través del contador automatico
TC20 ™ siguiendo el siguiente protocolo:

» Dispensar 10 pl de la suspensién celular en un eppendorf de 0,5ml
» Dispensar 10 pl de Azul de Tripan sobre la suspensién celular

» Homogenizar la dilucién con la micropipeta
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> Encender el TC20™ vy cargar en el porta de recuento celular 10ul de la dilucién( Im-
portante, este proceso debe de realizarse en el momento ya que el azul de tripan es
toxico para las células)

» Introducir el porta en la ranura del TC20™”

*los portas de recuento celular tienen dos camaras identificadas como A y B, ademas se
indica mediante flechas la posicién correcta para introducirla en el TC20™.

» Elrecuento y viabilidad se realiza automaticamente apareciendo los siguientes valo-
res en la pantalla: Total Count, Células Vivas/ml y % células Vivas

» Una vez que se ha realizado el recuento y se han recogido los datos en la guia co-

rrespondiente retirar el porta y presionar Home.

5.4. CONTROL DEL CRECIMIENTO.

La tasa de crecimiento celular de las CSM-MOFUC fue evaluada contando el nimero de
células en cada pase y se expresé términos de CDP (“Cumulative Population Doublings” o NUme-
ro de duplicaciones acumuladas) utilizando la formula Log N / Log 2, donde N es el nimero de
células de la monocapa de cultivo confluente obtenidas al ser despegadas dividido por el nume-
ro inicial de células sembradas (347). Posteriormente se sumaban las duplicaciones obtenidas en

todos los pases.

Por cuestiones de seguridad clinica, la expansién no debia exceder de 20 duplicaciones,
para minimizar la administracién de células senescentes, ya que después de 20 y 50 duplicacio-
nes, las CSM humanas sufren senescencia replicativa con acortamiento de los telémeros y au-

mento de la expresion de p16 (395).

5.5 INMUNOFENOTIPO CSM.

La caracterizacién inmunofenotipica de las células mesenquimales se llevd a cabo
siguiendo las pautas de la ISCT en las que se define a la célula mesenquimal como aquella célula
que carece de marcadores hematopoyéticos como son el CD45 (marcador pan-leucocitario), el
CD34 (caracteristico de células hematopoyéticas inmaduras), CD14 (receptor del lipopolisacarido
presente en células de estirpe monocitica) y HLA-DR (molécula presentadora de antigeno que se
encuentra principalmente en Células Dendriticas, Células B , Células T activadas) y que
coexpresan en su membrana CD105 (endoglina que forma parte del receptor del TGF-beta),
CD73 (5'-nucleotidasa, enzima implicada en la conversion del AMP en adenosina) y CD90

(Proteina de anclaje al Glicofosfaditilinositol).

5.5.1. Materiales

— Micropipeta de 1-10 puL y de 10-100 pL

— Puntas de micropipeta.
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— Tubos de plastico (4 por muestra)

— Caja para incubar en oscuridad

— Hielo seco

— Tubo Falcon 15ml

— Tubos Eppendorf

— Tubos poliestireno 5ml fondo redondo

— Agitador tipo vértex

DPBS
SBF

EDTA 0,5 M, pH 8.0; 2 mM

FACS Flow (Beckman Coulter, California, USA)

Flow Check (Beckman Coulter, California, USA)

Cocktail anticuerpos CSM (Mesenchymal Stem Kit, MACS, Miltenyi Biotec, Alemania)

CD14- PerCP (Clon TUK4 isotipo: mouse IgG2a)
CD20-PerCP (Clon LT20.B4, isotipo: mouse 1gG1)
CD34- PerCP (Clon AC136, isotipo: mouse 1gG2a)
CD45- PerCP (Clon 5B1, isotipo: mouse 1gG2a)
CD73- APC (Clon AD2 isotipo: mouse IgG1)
CD90 FITC (Clon DG3 isotipo: mouse 1gG1)
CD105 PE (Clon43A4E1 isotipo: mouse 1gG1)

— Cocktail 1sotipo(Mesenchymal Stem Kit, MACS, Miltenyi Biotec, Alemania)

Mouse IgG1- FITC (Clon IS5-21F5)
Mouse IgG1- PE (Clon I1S5-21F5)
Mouse IgG1-APC (Clon IS5-21F5)
Mouse IgG1- PerCP(Clon 1S5-21F5)
Mouse IgG2a- FITC (Clon S43.10)

5.5.2. Procedimiento

— Etiquetar 2 tubos indicando en uno Fenotipo CSM y en otro Isotipo

— Preparar el Buffer de marcaje (PBS/1% SBF/2 mM EDTA) en un Falcon de 15ml mantenido

en frio. Teniendo en cuenta que se necesitaran:

— Homogenizar la muestra celular a estudio, dispensar en cada tubo el volumen de muestra

correspondiente para conseguir 100.000 células/tubo.
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— Centrifugar los 2 tubos a 300g durante 10 minutos en centrifuga a 4°C, decantando el
sobrenadante.

— Afadir a cada tubo 100 pL de Buffer de marcaje y resuspender bien el pellet celular.

— Afadir al tubo de isotipo: 10 pL cocktail Isotipo diluido 1/10 en Buffer de marcaje.
Homogenizar las células

— Afadir al tubo de Fenotipo MSC: 10 pL cocktail MSC diluido 1/10 en Buffer de marcaje y
homogenizar las células

— Incubar los tubos 20 minutos a 4°C y en oscuridad.

— Afadir 1000 pL/tubo de Buffer de marcaje.

— Centrifugar los 2 tubos a 300g durante 10 minutos en centrifuga a 42C, decantando el
sobrenadante.

— Afadir 400 pL /tubo de Buffer de marcaje para resuspender el pellet celular marcado y

proceder a su adquisicion.

5.5.3. Adquisicidn y analisis de las muestras.

La adquisicion se realizd en el citdmetro de Flujo Navius (Beckman Coulter, CA, USA)
equipado con tres laseres : laser azul a 488nm, laser rojo 638 nm y un laser violeta a 405nm ,

utilizando el programa Navios segun protocolo normalizado de trabajo.

Nswios Cytometer Startup Wizard [Page 1 of 2] (]

oo 1D Logged n
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2 e Ne

Paazxod I

= = | o | [Tomat |

n
K

Hep

Figura 17. Programa para adquision de muestras Navios.

Una vez adquiridas las muestras se procedié a su andlisis con el software Kaluza siguiendo

las pautas establecidas en el PNT-CC-009. En un primer paso se analizd por tamafio y
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granularidad las células vivas, posteriormente se identificaron las células negativas para los
marcadores hematopoyéticos y una vez seleccionadas estas células se caracterizan los

marcadores positivos para las células mesenquimales.

5.6. ESTABILIDAD CROMOSOMICA: CARIOTIPO.

La estabilidad cromosémica de las células mesenquimales cultivadas fue estudiada me-
diante cariotipo convencional para comprobar la ausencia de alteraciones numéricas y estructu-
rales. Para ello se envid un frasco T175 (Sarstedt®, Alemania) en pase 2 o 3, dependiendo del
lote, al 60% de confluencia de cada uno de los lotes de validacidn a la Unidad de Terapia Celular
y Medicina Regenerativa del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca. Se

estudiaron 30 metafases y se cariotiparon 4, mediante tincidn de bandas G.

5.7. NIVEL DE EXPRESION C-MYC.

Remitimos un millén de células tanto fucosiladas como control de cada lote de validacion
embebidas en el reactivo de lisis QIAzol Lysis Buffer al Laboratorio de Inmunobiologia y Genémi-
ca (IMBIOGEN), donde se llevd a cabo la extraccién de RNA mediante el kit miRNeasy (Qiagen)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La concentracién y pureza del RNA se evalué me-
diante espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La integridad del RNA se midié
usando el kit RNA nano 6000 en un sistema de electroforesis capilar Bioanalyzer 2100 (Agilent),
resultando en los 3 casos un RIN=10. Se utilizaron 100 ng de RNA de cada muestra para el anali-
sis por qRT-PCR. Los RNA fueron retrotranscritos mediante el kit iScript cDNA Synthesis (Bio-
Rad), y sometidos a PCR usando el kit SYBR Premix Ex Taq (Takara) en un sistema ABI Prism 7000
Sequence Detection (Applied Biosystems), utilizando primers predisefiados QuantiTect (Qiagen)
para MYC (QT00035406) y, como referencia para normalizacion, GAPDH (QT01192646). Antes de
ensayar las células mesenquimales, se ensayo el método sobre RNA obtenido a partir de un pa-
nel de lineas celulares, y como resultado, los valores relativos extremos de expresion de c-myc
se obtuvieron en las lineas DG-75 (valor=1) y Namalwa (valor=5), y por lo tanto, fueron usadas
como controles negativo y positivo, respectivamente. Se utilizd6 ADN control positivo clonal de la

linea celular Namalwa y GP-75.

5.8. ENSAYOS DE DIFERENCIACION.

5.8.1. Diferenciacién osteogénica.

La diferenciacidn osteogénica se evaludé con muestras de los lotes usados en la validacidn
del proceso. Las células se sembraron por cuadruplicado en DMEM estandar en placas de cultivo
de 6 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania) a una densidad de 1000 células/cm? manteniéndose a
37°C, 5% CO,, y 95% de humedad. A los tres dias se realizaba el cambio de medio en dos de los
pocillos por el de diferenciacidon osteogénica NH Osteodiff Médium® (Miltenyi, Bistec, Alemania).

Este medio estaba compuesto por B-glicerol fosfato, acido ascdrbico-2-fosfato, dexametasona y
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suero bovino fetal. Los otros dos pocillos se mantenian con el mismo DMEM utilizado en la
siembra inicial. Estos cultivos se mantuvieron durante 4 semanas. El cambio de medio se realiza-
ba cada 3-4 dias. Trascurrido este tiempo, se seleccionaban dos pocillos (uno control y otro con
medio de diferenciacidn) para la evaluaciéon de la diferenciacion osteogénica a través de la colo-
racion de la actividad de fosfatasa alcalina con el sustrato NBT (SIGMA FAST BCIP/NBT) (Sigma
Aldrich, Estados Unidos) y otros dos para la investigacién de los depdsitos de calcio utilizando el

colorante Alizarin Red (Sigma Aldrich, Estados Unidos).

Para la coloracién de la actividad de fosfatasa alcalina, se retiraba el medio de cultivo y se
lavaban los cultivos con DPBS, fijdndose con metanol frio al 70% (Quimica Clinica aplicada, Espa-
fia) durante 5 minutos. Para comprobar la diferenciacién se analizaba la actividad fosfatasa alca-
lina mediante tincidn con la solucién NBT/BCIP (Nitroblue tetrazolium chloride 5 bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate) (Roche, Basel, Suiza) durante 10 minutos. De existir fosfatasa alcali-
na, ésta procesaba el sustrato y las células se tenian de color purpura oscuro. Para la coloracién
con el Alizarin Red, se realizaba el mismo procedimiento de lavado vy fijacion con metanol, in-
cubandose 30 minutos con el colorante a temperatura ambiente. Los depdsitos de calcio se colo-

rearian de color naranja con el Alizarin Red.

5.8.2. Diferenciacion adipogénica

La diferenciacién adipogénica se evalud tras 4 semanas en cultivo. Las células se sembra-
ban por duplicado en DMEM estandar en a una densidad de 1000 cél/cm® manteniéndose a
37°C, 5% de CO, y una humedad del 95%. Se reemplazaba el medio cada tres dias hasta que las
células alcanzaban el 70-80% de confluencia. En este momento una de las muestras continuaba
con DMEM (control negativo) y a la otra se le sustituia por el medio de diferenciacién NH Adipo-
diff Médium (Miltenyi Biotec, Alemania). Para comprobar la existencia de aciumulos lipidicos
citoplasmaticos se utilizé la tincion con Oil Red® (Sigma Aldrich, Estados Unidos). Para ello se
retiraba el medio de cultivo de las placas, se lavaba dos veces con DPBS fijdndose con metanol
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se retiraba el metanol y se lavaba con agua destila-
da afiadiéndose 2 ml de Oil Red a cada pocillo, manteniéndose en agitacién lenta durante 20
minutos a temperatura ambiente. La diferenciacion adipogénica se evidenciaba por la presencia

de vacuolas citoplasmaticas cargadas de grasas neutras coloreadas de rojo-naranja.

5.8.3. Diferenciacion condrogénica

La diferenciacidn condrogénica se evalud tras 4 semanas en cultivo. Se realizé en cultivos
de micro-masa utilizando el medio de induccion NH ChondroDiff (Miltenyi Biotec MACS Media,
Bergisch Gladbach, Alemania), estandarizado para la diferenciacién condrogénica in vitro de las
CSM de médula dsea. Las células se preparaban a una concentracion final de 2.5x10° células/mL
de medio estandar, se resuspendian y se colocaban en tubos cdnicos de polipropileno de 15 ml.
Los tubos se centrifugaban a 150 g durante 5 minutos a temperatura ambiente, se les retiraba el
DMEM vy las células se resuspendian en 1 ml del medio NH ChondroDiff (Miltenyi Biotec MACS
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Media, Bergisch Gladbach, Alemania) pre-calentado a 37°C. De nuevo se centrifugaban a la mis-
ma velocidad, tiempo y temperatura, tras lo cual se incubaban en posicién vertical en estufa a
37°C, en atmdsfera de CO2 al 5% y humedad de 95%. El medio se reemplazaba cada tres dias.
Como control se cultivaron células en DMEM estandar. A los 24 dias se procedié a la preparacién
de la muestra para evaluar la diferenciacion condrogénica a través de la deteccidén de coldgeno Il
por coloracidn de los proteoglicanos por citoquimica. Para ello, se retiraba completamente el NH
ChondroDiff, se lavaba el pellet celular con DPBS vy se fijaba en formaldehido al 4% en DPBS du-
rante toda la noche. Al dia siguiente se incluyeron los nddulos en parafina. Se cortaron secciones
de los mismos de 5 micras y se colocaron sobre porta-objetos, secdndolos en estufa a 37°C. Para
la investigacién de los proteoglicanos por citoquimica se fijaron los porta-objetos con etanol al
95% y se tifieron posteriormente con una solucidn de Azul Alcian al 1% en acido acético glacial al
3 %.

5.9. VERIFICACION FUCOSILACION MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO.

El objetivo de este analisis es el control del proceso de fucosilacién de CSM mediante ci-
tometria de flujo de células mesenquimales humanas expandidas in vitro y se lleva a cabo en el
Area de Control de Calidad de la UPC del HCUVA, donde esta ubicado el citémetro de flujo.

5.9.1. Materiales y equipos.

— Micropipeta de 1-10 pL y de 10-100 pL

— Puntas de micropipeta

— Tubos de poliestireno de 5ml con fondo redondo

— Caja para incubar en oscuridad

— Hielo

— Tubo Falcon 15ml (BD Falcon, USA)

— Tubos Eppendorf (Eppendorf, Deltalab, Barcelona)

— Agitador tipo vértex

— Albdmina sérica Humana (Grifols, Barcelona, Esapafia)
— Hepes (Euroclone, Europa)

— SBF (Gibco, Life Technologies, Reino Unidos)

— EDTA 0,5 M (Sigma Aldrich, USA)

— CaCl,

— HECA 452 (BD PharMingen, San Diego, USA)

— Goat anti-rat IgM-FITC (Cell Lab, California, USA)

— CDA44-PE (R&D Systems, Minnesota, USA)

— Anti E-selectina quimérico (R&D Systems, Minnesota, USA)

— Anti human IgG-Biotin (R&D Systems, Minnesota, USA)
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— Streptavidina (R&D Systems, Minnesota, USA)
5.9.2. Desarrollo.

Todos los procedimientos descritos a continuacién se realizan en el Area de Control de Ca-
lidad de la Unidad de Produccion Celular y siguiendo las pautas de “Normas generales de trabajo

en zonas clasificadas”.

5.9.2.1. PREPARACION DE SOLUCIONES.

Buffer Control (50 ml)

Hepes: 250 pl

Fetal Bovine Serum (FBS): 2,5 ml

— HBSS: 47,25 ml

EDTA (5 mM): 0,5 ml (se encuentra en la nevera a 0,5 M)

Buffer Chimera (20 ml) CaCl, 2 mM

Hepes: 100 pl

FBS: 1 ml

— CaCl,: 400 pl

— HBSS: 18,5 ml
Buffer lavado (50 ml)

— DPBS: 49,37 ml
— SBF: 0,5 ml
— EDTA: 0,2 ml

5.9.2.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se rotularon 22 tubos de citometria y se inoculé cada uno de ellos con 100.000 década
muestra. A continuacion se afiadid 1 ml de buffer lavado y se centrifugd a 300 g durante 5 minu-
tos. Decantamos el sobrenadante y procedimos a la incubacién durante 30 minutos en hielo y
oscuridad con los diferentes anticuerpos (tabla 6) en 100 ul de buffer de lavado, buffer quimera
(con calcio) o buffer control (sin calcio) segun la determinacién. Entre cada incubacion se realiza-
ron dos lavados a 300 g durante 5 minutos con los tampones correspondientes. Al final del mar-
caje se resuspendieron las células en 500 pL de buffer lavado y se procedié a su adquisicién en el

citémetro de flujo.

5.9.2.3. ADQUISICION DE LA MUESTRA

— Poner en marcha el citdémetro de Flujo Navios™ situado en el Dpto. de Control de Calidad
de la UPC siguiendo los pasos indicados en el PNT-CC-007.

— Seleccionar el protocolo de adquisicién “fucosilacion”.
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— ldentificar la muestra con el codigo del experimento y la fecha.
— Colocar los tubos con la muestra en el citdmetro para sea adquiridas y una vez adquirida

proceder a su andlisis.
5.9.2.4. ANALISIS DE LA MUESTRA

El analisis de las muestras se realiza en el software Kaluza siguiendo las pautas estableci-
das en un PNT. En un primer paso se seleccionan las células vivas y sobre esta poblacidn se anali-

zan la expresién de los marcadores HECA452, CD44 y E-Selectina.
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MUESTRA N2 TUBO | DETECCION ‘ ANTICUERPO 12 ANTICUERPO 22

ANTICUERPO 32

1 2 ul a-Rat-FITC
KGla HCELL
2 2ul HECA452 2 ul a-Rat-FITC
RPMI 3 2 ul a-Rat-FITC
HCELL
CONTROL 4 2ul HECA452 2 ul a-Rat-FITC
RPMI 5 2 ul a-Rat-FITC
HCELL
FUCOSILADAS 6 2ul HECA452 2 ul a-Rat-FITC
7 2 ul a-Rat-FITC
HCELL
8 2ul HECA452 2 pl a-Rat-FITC
9
CD44
CSM 10 10uL a-CD44s PE
CONTROL 11 E- 1 uL aHum IgGBiot | 0.2uL Streptavidi-
SELECTINA
12 SIN Ca,Cl 1 puL de Quimera | 1 puL aHum IgGBiot | 0.2pL Streptavidi-
13 E- 1 pL aHum IgGBiot | 0.2pL Streptavidi-
SELECTINA
14 CON Ca,Cl 1 uL de Quimera | 1 pL aHum IgGBiot | 0.2l Streptavidi-
15 2 ul a-Rat-FITC
HCELL
16 2ul HECA452 2 ul a-Rat-FITC
17
CD44
CSM 18 10uL a-CD44s PE
FUCOSILADAS 19 E- 1 uL aHum IgGBiot | 0.2pL Streptavidi-
SELECTINA
20 SIN Ca,Cl 1 uLde Quimera | 1 pL aHum IgGBiot | 0.2uL Streptavidi-
21 E- 1 uL aHum IgGBiot | 0.2uL Streptavidi-
SELECTINA
22 CON Ca,Cl 1 uL de Quimera | 1 pL aHum IgGBiot | 0.2puL Streptavidi-

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para la validacion de la fucosilacion por citometria de flujo.
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5.10. ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL MEDICAMENTO

La fucosilacion es una modificacién transitoria, de manera que la expresion de HCELL en
las células fucosiladas se mantiene estable durante 24 horas, haciéndose progresivamente inde-
tectable en torno a las 96 horas, probablemente debido al propio turnover de la proteina de
superficie, dado que no se producen cambios en los niveles de CD44 observados mediante cito-
metria de flujo (396). El objetivo de este estudio fue validar la estabilidad de la suspensién de
mesenquimales fucosiladas en solucién salina fisiolégica, para comprobar que la caducidad,
tiempos, condiciones de almacenamiento y transporte establecidos garantizaban la estabilidad y

la calidad del producto final.

5.10.1. Materiales y equipos

— Suero salino al 0,9 % (Grifols, Barcelona, Espafia)

— Muestra de células mesenquimales fucosiladas

— Micropipetas

—  Citémetro de Flujo Navios™

— Camara frigorifica

—  Kit Annexin-V/Pacific Blue (Immunostep, Salamanca, Espafia)
— Binding Buffer (diluido 1/10 en DPBS) (Immunostep, Salamanca, Espafia)
—  Heca 452 (BD Pharmingen™, San Diego, EEUU)

— Goat anti-rat IgM-FITC (Cell Lab, California, USA)

—  Pipetas 10ul ,100ul y 500ul (Sarstedt)

— Puntas de pipetas de 10, 100 y 1000ul

—  PBS (Gibco, Estados Unidos)

— Tubos de de poliestireno de fondo redondo de 5 ml.
5.10.2. Descripcion del método

El estudio de la estabilidad del medicamento de terapia celular “Células mesenquimales
troncales adultas autdlogas de médula dsea expandidas fucosiladas” se realizé mediante el se-
guimiento de los pardmetros: fenotipo, viabilidad y estabilidad de la formacién de HECA durante
las 48 horas siguientes al proceso de fucosilacién con el fin de demostrar que las células fucosi-

ladas no cambian su fenotipo durante al menos ese tiempo (244).

El estudio Fenotipico y de la expresidon de HECA mediante citometria de flujo se realizo si-
guiendo el protocolo descrito en apartados anteriores. La viabilidad celular por citometria de

flujo se medié usando el marcador loduro de propidio (IP) y la Anexina V.

La Annexin V es un marcador de la fosfatidilserina. En células vivas se encuentra en la cara
interna de la membrana plasmatica y cuando la célula entra en apoptosis realiza “Flip-Flop”

hacia la cara externa, permitiendo distinguir células vivas y las apoptéticas (mediante el marcaje
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negativo o positivo para Anexina V respectivamente). El IP es un marcador de viabilidad celular
que sélo entrard en aquellas células que tienen poros en la membrana como pueden ser células

apoptéticas y necroticas.
Preparacion de la muestra

— Conocido el recuento, diluir la muestra en PBS hasta obtener 1x10° células/ml.

— Afadir 100 pl de CSM-MOFUC y 100 pl de Binding buffer a un tubo de citometria.

— Afadir 10 pl de Annexin V Pacific Blue y 10 pl de IP.

— Incubar la muestra en hielo 15 minutos.

— Afadir 1ml de Biding Buffer y centrifugar la muestra a 1500 rpm durante 5 minutos.

— Decantar el sobrenadante y afiadir 400 ul de Binding buffer.
Adquisicion de la Muestra

— Poner en marcha el citdémetro de Flujo Navios™ situado en el Dpto. de Control de Calidad
de la UPC siguiendo los pasos indicados en el PNT-CC-006.

— Seleccionar el protocolo de adquisicién “AnnexinV”.

— ldentificar la muestra con el cddigo del experimento y la fecha.

— Colocar el tubo con la muestra en el citdbmetro para sea adquirida y una vez adquirida pro-

ceder a su anélisis.
Andlisis de la Muestra

— Cargar el protocolo de andlisis de AnnexinV en el programa Navios.

— Ajustar el “gate” de FSC y SSC discriminando los eventos no celulares.

— Ajustar los cuadrantes en el Plot AnnexinV y 7AAD para obtener los porcentajes de células
vivas (ANNEXIN V-/IP-), apoptdticas (ANNEXIN V+/IP-), apoptdticas tardias (ANNEXIN
V+/IP+), y muertas (ANNEXIN V-/IP+).

80



MATERIAL Y METODOS

81






83

RESULTADOS



84



RESULTADOS

1. RESULTADOS DE LA PUESTA A PUNTO DEL CULTIVO Y LA FUCOSILACION

DE CELULAS MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA HUMANA SIN
UTILIZACION DE REACTIVOS ANIMALES.

Las CSM-MO se cultivaron de forma paralela suplementando el medio con suero bovino
fetal y con tratamiento enzimatico para despegar las células de la superficie de cultivo (MEDIO 1)
o con lisado plaquetario y ausencia total de derivados animales (MEDIO 2). Una vez fucosiladas
se analizd la eficacia de la técnica a nivel molecular y funcional por citometria de flujo, western-

blot y “stamper woodrof assay” con los siguientes resultados.

1.1 RESULTADOS DEL ANALISIS INMUNOFENOTIPICO.

En primer lugar mostramos los resultados obtenidos mediante citometria de flujo de las
lineas control empleadas para comprobar la actividad de la enzima fucosiltransferasa VI (FTVI) y

la afinidad del tetrasacarido sLe* por el anticuerpo monoclonal HECA452 que se reflejan en la Fig.
18:
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Figura 18. Niveles de expresion de HECA452 en las lineas control. Perfil de expresion de HECA452 en la
linea KG1a (arriba) y RPMI8402 no tratadas y tratadas con FTVI (abajo). Los graficos de la izquierda
muestran el control isotipico.
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Caount

e KG1la: esta linea celular que expresa de manera constitutiva la estructura HCELL reac-

ciond con el anticuerpo HECA452 (Figura 18, arriba a la derecha).

e RPMI8402: esta linea celular que posee residuos de lactosamina sializados susceptibles
de fucosilacidon y por tanto de formacidon de HCELL en su superficie, reacciond con
HECA452 tras la exofucosilacidn (Figura 18, abajo a la derecha) mientras que sin trata-

miento con FTVI los niveles eran indetectables (Figura 18, abajo en el centro).

Al analizar el nivel de expresion de HECA452 en las células cultivadas en Medio 1 (suple-
mentado con SBF) y Medio 2 (suplementado con LP), ambas presentaron reactividad para dicho
anticuerpo (Figura 19 y 20).
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Figura 19. Histograma de expresion de HECA452 en CSM-MO cultivadas con SBF tras el tratamiento con
FTVI. El histograma de la izquierda muestra el control isotipico, el del centro la expresion de HECA452
en células sin tratamiento y el histograma de la derecha muestra la expresion de dicho anticuerpo en

CSM-MO cultivadas en presencia de SBF, tras ser tratadas con FTVI.
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Figura 20. Histograma de expresion de HECA452 en CSM-MO cultivadas con LP tras el tratamiento con

FTVL. El histograma de la izquierda muestra el control isotipico, el del centro la expresion de HECA452

en células sin tratamiento y el histograma de la derecha muestra la expresion de dicho anticuerpo en
CSM-MO cultivadas en presencia de LP, tras ser tratadas con FTVI.
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Figura 21. Analisis comparativo por citometria de flujo de la expresién de HECA452 en CSM-MO cultiva-
das con SBF y LP tras exofucosilacion. La linea morada, CSM-MO cultivadas en Medio 1 (SBF), la linea

marron representa a las mismas células tratadas con FTVI, la linea roja, CMS-MO cultivadas en Medio 2
(LP) y la linea azul, CSM-MO cultivadas con LP y tratadas con FTVI.

La reactividad a HECA452 de las CSM-MO cultivadas en ambas condiciones aumenté con-
siderablemente después del tratamiento con FTVI (Figura 21), lo que se traduce en un aumento

del tetrasacarido slLex.

1.2. RESULTADOS DE LA DETECCION DE HCELL POR WESTERN BLOT.

Con el fin de estudiar el complejo proteico sobre el que habia tenido lugar la adicion de
fucosa por medio de la FTVI; los lisados celulares de las CSM-MO cultivadas en Medio 1 y Medio
2, se sometieron a analisis electroforético utilizando condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).
Los geles de acrilamida electro transferidos con la fracciéon proteica se incubaron con los anti-
cuerpos HECA452 (que reconoce sLe”), Sack-1 (anticuerpo monoclonal producido por el Dr.
Sackstein que reconoce un glicano de CD44 a2,3-sializado) y la quimera de E-Selectina (que si-

mula a la E-selectina endotelial). Como control se utilizaron extractos de la linea celular KGla y

RPMI8402.

La mayor parte de los puntos antigénicos detectadas con HECA452 (Figura 22, A) se hayan
a una altura correspondiente a unos 90-100 KDa (bandas 1, 5 y 6) con idéntica posicion a la ban-
da detectada con el anticuerpo que reconoce CD44 (Figura 22, C). Esto mismo sucede cuando las
membranas son incubadas con el anticuerpo quimérico para E-selectina en presencia de Calcio
(B). Sin embargo, esta reactividad no se hace visible ni con HECA452 (A) y ni con la quimera (B)
para las RMPI8402 (banda 2), y para las CSM que no han estado en contacto con la enzima FTVI
(bandas 3 y 4) independientemente del medio de cultivo que se haya utilizado. La linea KG1a
puede ser detectada con los tres anticuerpos ya que ésta presenta de forma constitutiva el CD44

sialofucosilado mientras que en caso de la linea celular RMPI8402 sélo posee el CD44 sializado.
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Figura 22. Western Blot de KG1a y CSM-MOFUC con suero bovino fetal (SBF) y lisado plaquetario
(LP).Linea 1, extracto total de lisado de KG1a; linea 2, extracto total de RPMI8402; lineas 3 y 4, extracto
total de lisado de CSM cultivadas en Medio 1 (SBF) y Medio 2 (LP) respectivamente; lineas 5 y 6, extrac-

to total de lisado de CSM fucosiladas. Los resultados son representativos de experimentos llevados a
cabo en CSM de médula ésea de donantes con una n=3.

Estos datos sugieren:

» Que la adicidn de fucosa tiene lugar en el antigeno de superficie CD44, ya que las bandas
gue aparecen tanto en A como en B son superponibles a las bandas que se detectan con
el anticuerpo SACK-1 (que detecta CD44 sializado).

» Que el tratamiento con FTVI genera el tetrasacérido sLe*, ya que las CSM tratadas con di-
cho enzima reaccionan con HECA452, mientras que las no tratadas no, independiente-

mente del protocolo de cultivo que se haya utilizado.
> Que la nueva estructura es capaz de unirse a al anticuerpo quimérico de E-selectina.

1.3. RESULTADOS DE FUNCIONALIDAD: STAMPER WOODRUFF ASSAY.

Como se ha mencionado anteriormente, la a (1,3) fucosilacién del CD44 de la superficie de
las CSM-MO confiere capacidad ligando tanto para E-selectina como para L-selectina. Esta técni-
ca (“Stamper Woodruf Assay”), desarrollada por primera vez en 1976 ha sido adaptada en este
trabajo para demostrar la capacidad de unién de la molécula HCELL generada por fucosilacién en
las CSM a la L-Selectina expresada en la superficie de los linfocitos (246,247,397). Para ello se
llevé a cabo un ensayo de adherencia de linfocitos de sangre periféricas en presencia de calcio
(ya que expresan L-selectina en su membrana) sobre CSM-MO exofucosiladas fijadas a la super-

ficie de un porta por citocentrifugacion (Figura 23).
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Modified Stamper-Woodruff Assay
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Figura 23. Esquema del ensayo Stamper-Woodruff. Tomado de Sackstein 2012.

Se analizaron paralelamente CSM-MO cultivadas en ambas condiciones a estudio (Medio 1
y Medio 2) antes y después de ser tratadas con FTVI y la linea celular control KG1a. Los linfocitos
se adherian a las CSM fucosiladas tanto cultivadas con suero bovino fetal (Medio 1) como con
lisado plaquetario (Medio 2) de la misma manera que lo hacian sobre las células KG1a. Esta ad-
hesion se pudo comprobar por microscopia éptica (Figura 25). Sin embargo, la tasa de adheren-
cia sobre células sin fucosilar era menor (Figura 24). Estos datos indican que la incubacion con

FTVI promueve la adhesidn a linfocitos mediada por L-Selectina.
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Figura 24. Preparacion con CSM-MO cultivadas con lisado plaquetario tras incubarse con linfocitos de
sangre periférica. Puede observarse la adhesion de linfocitos refringentes a las CSM.

Figura 25. Preparacién con CSM-MO fucosiladas tras incubarse con linfocitos de sangre periférica. Puede
observarse la adhesion de linfocitos refringentes a las CSM.
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2. RESULTADOS DE LA ELABORACION DEL SISTEMA DOCUMENTAL.

Siguiendo las pautas descritas en el punto 4 del apartado Material y métodos, se elabora-
ron un total de 40 documentos directamente relacionados con el proceso de fabricacién del
medicamento CSM-MO-FUC, con la validacién del proceso aséptico y la del proceso productivo
de dicho medicamento en investigacion. Por motivos de confidencialidad se desarrolla como
ejemplo el contenido de un procedimiento normalizado de trabajo (“Cultivo primario de células
mononucleadas”) y se incluyen ejemplos de un registro (“Obtencion de material biolégico de
partida”), una especificacion (“Médula dsea humana”) y una guia de fabricacidn de lote (“Fucosi-

laciéon de células mesenquimales troncales adultas de MO expandidas”).
Los documentos generados se enumeran a continuacion:

— Férmula patréon de fabricaciéon del medicamento “células mesenquimales troncales adul-
tas autdlogas de médula dsea expandidas y fucosiladas”.

— Especificaciones (SS)

> Bolsa pool plaquetar.

> Lisado de plaquetas.

» Material bioldgico de partida: Médula 6sea humana.
>

Producto final: Células madre mesenquimales troncales adultas autdlogas de
MO expandidas fucosiladas.

— Protocolos normalizados de trabajo (PNT):

» Obtencidn, alicuotado y almacenamiento de lisado plaquetario.

» Preparacion de medios empleados para el cultivo y expansion de células tronca-
les mesenquimales de MO humanas.

Preparacion y transporte del kit de obtenciéon de médula ésea humana
Obtencion de médula ésea humana.

Obtencién de la fraccion mononucleada de médula ésea por método automati-
zado con procesador celular Sepax.

Cultivo primario de células mononucleares de médula 6sea.
Expansion de células mesenquimales de médula ésea humana.

Fucosilacion de células madre mesenquimales troncales adultas autdlogas de
MO expandidas.

— Guias de fabricacion de lote (GFL). En nuestro sistema, se utilizan guias de fabricacion de
lote como documento en el que se recoge toda la informacidn e instrucciones para fabri-
car un lote de produccidn y permite el registro y recogida de datos de un lote de producto
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durante su proceso de fabricacién. Son generadas a partir de la correspondiente formula
patrén.

> Guia de Obtencién del material bioldgico de partida.

> Guia de obtencion de la fraccién mononucleada de médula dsea.

» Guia de cultivo primario de células mesenquimales de médula dsea.
>

Guia de cambio de medio de cultivo de la expansién de células mesenquimales
troncales adultas de MO.

» Guia de pase de cultivo de la expansion de células mesenquimales troncales
adultas de MO.

> Guia de fucosilacidon de células mesenquimales troncales adultas de MO expan-
didas.

» Guia de aprobacion, liberacion y distribucion de CSM-MOFUC

— Registros (REG).

\4

Solicitud para la obtencion y procesamiento de progenitores de médula dsea.
Registro de obtencidn de material bioldgico de partida.

Preparacion de medio 1.

Preparacion de medio 2.

Registro y codificacion de medios de cultivo.

Registro de obtencidn, alicuotado y almacenamiento de lisado plaquetario.
Registro y codificacidn de lisado plaquetario.

Registro fotografico de morfologia celular.

Registro de almacenamiento de Banco Celular de Reserva.

Manual de uso del medicamento en investigacién CSM-MO-FUC.
Formulario de solicitud de envio de Medicamento en investigacion.

Registro de recepcion y administracién de medicacion.

YV V. ¥V ¥V VYV ¥V V VYV V V VYV V

Certificado de liberacion de lote del medicamento CSM-MO autélogas fucosila-
das.

— Validacién del proceso aséptico (Media Fill) de produccion de CSM-MO autdlogas fucosi-
ladas.

» Protocolo de validacidn del Media Fill de producciéon de CSM-MO autdlogas fu-
cosiladas.

GFL del media fill produccion de CSM-MO autdlogas fucosiladas.

Informe de validacién del Meda Fill de produccién de CSM-MO autélogas fucosi-
ladas.
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— Validacién prospectiva del proceso de produccién de CSM-MO autélogas fucosiladas.

» Protocolo de validacidn de produccion de CSM-MO autdlogas fucosiladas.
> Informe de validacion.

— Estudio de estabilidad de CSM-MO autdlogas fucosiladas.

> Protocolo ensayo de estabilidad de CSM-MO autdlogas fucosiladas.

» Resultados e informe del estudio de estabilidad de CSM-MO autdlogas fucosila-
das

2.1. EJEMPLO DE PNT: “CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS MONONUCLEARES DE
MEDULA OSEA” (PNT-P-011.02).

2.1.1.0bjetivo.

Describir la técnica de cultivo primario de células mononucleadas de médula 6sea huma-

na.

2.1.2.Ambito de aplicacién.

Este procedimiento es de aplicacion a los cultivos de células mononucleadas de médula
ésea que se lleven a cabo en el Area de produccion de la Unidad de Produccién Celular (UPC) del
Servicio de Hematologia del HCUVA para obtener células mesenquimales troncales adultas auté-
logas de médula dsea humanas expandidas in vitro que seran empleadas como Medicamento de

Terapia Celular en el contexto de Ensayos Clinicos.
Lo lleva a cabo personal del Departamento de Produccién, siguiendo los requisitos plan-

teados en las Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos (NCF/ GMP).

2.1.3.Responsabilidades.

Es responsabilidad de todo el personal de la UPC la correcta aplicacién y seguimiento de

las pautas establecidas en este procedimiento.

Departamento de Produccidn: llevar a cabo todo el procesamiento para el cultivo primario de la

fraccion leucocitaria mononucleada.

Departamento de Control de Calidad: verificacidon de controles ambientales y de calidad durante

el proceso.

2.1.4.Materiales y equipos.

— Centrifuga (Awel, Francia)

— Cabina de Seguridad Bioldgica de tipo Il clase A (Esco, Singapur)
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— Incubador celular 37°/5% humedad y 5% CO2 (Esco, Singapur)

— Pipeteador automatico (Hirschmann, Alemania)

— Calculadora

— Pipetas seroldgicas de 1 (Sarstedt, Francia), 5, 10 y 25 ml (Falcon, USA)

— Factorias Nunc 4 pisos (2520 cm?)/ 2 pisos (1260 cm?)/ Frascos de cultivo T175

— Pafo de campo estéril 50 x 50 (Cover, Malaga, Espafia)

— Criotubo 2 ml (Greiner Bio-one, Alemania)

— Tubos estériles tipo Falcon de 15 y 50 ml (BD Falcon, USA)

— Vaso de precipitados de 500ml (en caso de sembrar una factoria de 2P)

— Punzdén acoplador para toma de muestras (Fenwal, USA)

— Jeringa 50 ml estéril con conexion “luer loc” (BD, Espaia)

— Jeringa de 1 ml estéril (Nipro, Bélgica)

— Aguja de 21 G (BD, Espaiia)

— Frascos de cultivo bacterioldgico para aerobios y anaerobios (Biomerieu, Francia)

— Contenedor de residuos bildgicos

— Placa de sedimentacion para control ambiental en proceso y para impronta de guantes
(Biomerieu, Francia)

— Medio 1 (DMEM+ 5% lisado plaguetario + 0.04 % Heparina sddica al 1% (2Ul/ml) + 50
ug/ml Gentamicina

— DPBS (Gibco, Reino Unido)

— Células mononucleadas de médula désea

2.1.5.Desarrollo.

Todos los procedimientos descritos a continuacion se realizan en una cabina de seguridad
biolégica de tipo Il Clase A, ubicada en el Area de produccién (clasificacién B) de la Unidad de

Produccidn Celular y siguiendo las pautas de “Normas generales de trabajo en zonas clasificadas.

Preparacion de materiales y consideraciones iniciales.

— Preparar el material e introducirlo en la sala a través del SAS de preparacion de materia-
les.

— Colocar dentro de la cabina una placa de sedimentacion para el control ambiental de la
misma indicando fecha, hora, cddigo de cabina y lote. Esta placa debe cambiarse por otra
una vez hayan transcurrido 4h de exposicion.

— Preparar las botellas de Medio 1 que sean necesarias en funcion de la cantidad (ml) de

células que se vayan a sembrar a razén de 160.000 células mononucleares/cm?.
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Procesamiento para siembra inicial:

— Tomar a través del SAS de preparacién de materiales la bolsa que contiene las células mo-
nonucleadas después de ser procesadas en el Sepax y aprobadas como material de partida
por Control de Calidad.

— Aseptizarla e introducirla en cabina, abrir uno de los puertos de la bolsa y conectar un
sampling.

— Tomar una jeringa de 50 ml y enroscarla en dicho sampling y aspirar el contenido de la
bolsa con la jeringa, anotar en la GFL el volumen obtenido y verterlo en un tubo Falcon de
50ml.

— Centrifugar a 730g durante 10 minutos en centrifuga a 4oC.

— Aspirar con jeringa de 1 ml y aguja de 21G 0,4 ml del sobrenadante e inocular 200 pl en
cada frasco del sistema BacT-Alert.

— Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet obtenido en 5 ml de MEDIO-1.

— Tomar una muestra de 200 ul para recuento en un tubo criotubo de 2 ml.

— Sacar por el SAS de control de calidad los Bact-Alert y el criotubo para que sean cursados.
Una vez que se nos comunica el recuento, se calcula el nimero de frascos T175 o factorias

de 2 o0 4 pisos necesarios para sembrar las CMN de MO a razén de 160.000células/cm?2.
Siembra en factorias de cultivo:
— Etiquetar todos los recipientes de cultivo necesarios para la siembra

CSM-MOFUC-0SP/001-P0.1-11/06/14

Lote 001 de CSM de MO fucosiladas para el tratamiento de la osteoporosis.
— Afadir el medio de cultivo

— Equilibrar el nivel de liquido tumbando la factoria sobre el lateral del orificio con tapdn
azul.
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— Girar la factoria 900 de modo que los dos tapones queden arriba. Espera unos segundos

hasta que el contenido se reparta uniformemente entre las distintas camaras.

g o
,/// /'I

—
~
h‘. VN e
Desenroscar el tapdn blanco de Equilibrar el nivel de liquido Girar la factoria 902 de modo que
la factoria y verter la mezcla tumbando la factoria sobre el los dos tapones queden arriba.
decantandola a través de este lateral del orificio con tapdn Espera unos segundos hasta que
o azul. el contenido se reparta unifor-
orificio. Coloca de nuevo el -
tapd memente entre las distintas
apoén. camaras.
L 4

Finalmente, sujetandola de los lados, inclina cuidadosamente la
factoria hasta que quede en posicidn horizontal.

Figura 26. Esquema ilustrativo del procedimiento de llenado de la factoria de cultivo.

— Finalmente, sujetdandola de los lados, inclinar cuidadosamente la factoria hasta que quede
en posicidn horizontal.

— Introducir los frascos de cultivo o factorias cuidadosamente en el incubador, de manera
que las etiquetas identificativas queden visibles desde el exterior e incubar a 37°C y 5%
Cco2.

— El primer cambio de medio se realizara transcurridas las 24 horas.

2.1.6.Referencias

PNT-P-010 “Normas generales de trabajo en zonas clasificadas”

— PNT-P-013 “Preparacion de medios empleados para el cultivo y expansion de células ma-
dre mesenquimales de médula 6sea humanas”

— PNT-P-018 “Expansion de células Mesenquimales de médula 6sea humana”

— PNT-GC-006 “Etiquetado de materiales, muestras y producto terminado.”

— PNT-CC-004 “Procedimiento para el control microbiolégico de productos bioldgicos”.

— PNT-CC-008 “Procedimiento para el control de viabilidad y recuento celular”.
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2.1.7.Historial de revisiones

Version

Cambios realizados

Fecha

2.1.8.Registros

Los siguientes registros forman parte del “Expediente de Fabricacidn de Lote” y son archi-

vados en el Archivo de la UPC por Dpto. Garantia de Calidad durante 30 afios:

— GFL-003 “Cultivo primario de células mononucleadas de medula ésea”.

2.1.9.Anexos

Hoja firmas protocolo.

HE LEIDO INTEGRAMENTE Y COMPRENDO EL CONTENIDO DE ESTE PROTOCOLO

NOMBRE

FECHA

FIRMA

Control de copias emitidas

N2 copia

Nombre y cargo

Firma*

Fecha entrega

Fecha retirada

* Con su firma el personal se compromete a leer y aplicar este procedimiento, asi como a darlo a
conocer a las personas a su cargo.
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2.2. EJEMPLO REG:“REGISTRO DE LA OBTENCION DE MO COMO MATERIAL BIOLOGICO
DE PARTIDA” (REG-PNT-P-012-01.02).

| UPC-Servicio -
Hematologia REGISTRO DE OBTENCION DEL MATERIAL Fecha vigencia:
y BIOLOGICO DE PARTIDA ‘ 20/11/13

|
[ Elaborado (Nombre, fecha, firma): 2,4 '
|

Maria Dolores Lopez Lucas 18/11/13
— - Pr.o:\., | Revisado (Nombre, fecha y firma):; .,
Caédigo y version revision: : Dario Sénchez Salinas, 19/11/13 | ‘
REG-PNT-P-012-01.02 No;‘(‘;"“)rc i Ana Maria Garcia Hernandez 19/11/ o Pag.: 1 de |
16 U |

Aprobado (Nombre, fecha, firma): i
Ana Maria Garcia Hernéndez 20/1 l.‘lﬁl'_;_ |

OBTENCION DE MEDULA OSEA: ETIQUETA
ACONDICIONAMIENTO 1* MATERIAL BIOLOGICO

Ensayo clinico: DE PARTIDA

EudraCT: —

Cédigo del paciente:
Comprobacion datos del paciente: NHC:
Fecha y hora de obtencién: ___/ . : h

Facultativos que realizan el procedimiento:

Volumen Total extraido: mi

Incidencias durante la extraccion: Sl D NO I:I

Caracteristicas de la extraccién/incidencias, especificar:

Figura 27. Registro de obtencion del material biolégico de partida (MO) asociado al PNT-P-012.

2.3. EJEMPLO DE ESPECIFICACION DE MATERIAL BIOLOGICO DE PARTIDA (MEDULA
OSEA HUMANA) (SP-CC-001.03).

PRODUCTO Médula ésea humana(MO)

FORMA FARMACEUTICA Suspension celular en bolsa de hemoderivados

Material bioldgico autdlogo obtenida por facultativos del

PROVEEDOR Servicio de Hematologia del HCUVA
CONDICIONES ALMACENAMIENTO Temperatura Ambiente

PERIODO DE CADUCIDAD 24 horas

OTROS REQUISITOS NA
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CARACTERISTICA-REQUISITO-

VALOR (limites aceptacion)

PARAMETRO DE CALIDAD

METODO ENSAYO

Serologia paciente

VIH, VHB, VHC, sifilis, HLTV I y Il
PCR VHC (si serologia positiva)

Serologia y PCR VHC

negativas realizadas en los 30 dias
previos a la obtencién de la MO

Antigeno-Anticuerpo
DNA

Volumen Medula Osea

>30ml

Anilisis Vi-
sual/Verificacion Regis-
tro obtencion

Apariencia

Ausencia de coagulos groseros

Anglisis Visual

Envase/ contenedor

Integro y sellado

Anilisis Visual

Etiquetado

Completo y correcto

Analisis Visual

Figura 28. Especificacion de la médula 6sea humana como material biolédgico de partida.

2.4. EJEMPLO DE GFL DE FUCOSILACION DE CSM-MO ADULTAS EXPANDIDAS (GFL-

008.01).

UPC-Servicio Hematologia

Grrigmca

FUCOSTACION DE

GUIA F:\._BRI(':\.CIQ.\' DE LOTE 008 (PNT-P-019)
CELULAS

MESENQUIMALES

TROMNCALES ADULTAS DE MEDULA OSEA EXPANDIDAS

Fecha vigencia:
14/05/15

Codigo y version:
GFL-008.01

N°LOTE:

Prox. revision:
Mayo 2018

FECHA:

Elaborado (Mombre, fachs, firmea):
Maris Dolores Lépez Lucas, 120515
Revisado (Mombre, facha y finma):
Carmen Alguerd Marin 130515

Diario Sanchez Salinas 13/05/15

Ana Maria Garcia Hernandez, 13/05/15
Aprobado (Wombre, fecha, firma):
Ans Maris Garcia Hermindez, 14/05/15

Pag:1lded

Indice:

1. Materiales.

Controles iniciales.

. Consideraciones previas.
Procedimiento

- Cuarentena del Medicamento

@ o ok ow

. Preparacién del Kit de Transporte

1. MATERIALES (realizado por Dpto. Produccién)

MATERIAL

cIF

o

Pipeteador automatico

u]

Micropipetas

Cenfrifuga

Gradilla para tubos de 50, 15 y 1,5 ml

Gradilla para tubos de 2ml

Contador celular

Lineas celulares control (para contrel de calidad)

4 placas de sedimentacién para control ambiental

Rotulador indeleble

1 jusgo de Bact-Alert

1 vial Albimina Humana

Hank's Balanced Salt solution (HBSS)

GDP fucosa a 50 mM

DPBS

Hepes 1M

1 belsa de Suero salino de 100 ml

4 tubos de 15 ml

o o o o o o o o o o o o o o o oo

4 tubos de 50 ml

7 crictubos de 2 ml

Figura 29. Guia de fabricacion de lote de fucosilacion de células mesenquimales troncales adultas de MO

expandidas.
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3. RESULTADOS DE LA VALIDACION DE LA ESTERILIDAD DEL SISTEMA DE
PRODUCCION (MEDIA FILL).

Las tres pruebas de simulacidn del proceso de produccién fueron llevadas a cabo en la
campana de flujo laminar (Grado A) en entorno grado B y supervisadas siempre por el Dpto. de

Control de Calidad, Dpto. de Produccién y Dpto. de Garantia de Calidad.

3.1. RESULTADOS DEL TEST DE IDONEIDAD.

Antes de llevarse a cabo la prueba de simulacién con el medio nutritivo BHI se realiz6 el
test de promocidn de crecimiento de cada lote de BHI utilizado para asegurarnos de que este
medio permitia el crecimiento de microorganismos contaminantes, tal como se describe en el
apartado material y métodos. Se testaron los lotes utilizados en cada validacién tanto antes de la
ser utilizados como después de pasar por todo el sistema en cada procedimiento. Para ello se
inocularon 6 muestras del lote de BHI utilizado en el proceso de validacién pre y post proceso
con las cepas que dicta la Farmacopea. Tras incubacién de 14 dias, se evaluaron de forma visual.
Observamos que todos los tubos presentaron turbidez del medio, signo de crecimiento micro-
biano, excepto el tubo control en el que no se inoculdé ninguna cepa, que se mantuvo transpa-

rente (Figura 30).

El primer tubo que aparece en la imagen de la figura 30 se corresponde con el medio BHI
sin inoculacién (Control), el segundo tubo fue inoculado con el hongo Aspergillus brasiliensis que
como otros hongos filamentosos, presenta un crecimiento moteado. El resto de tubos fueron
inoculados con Candida albicans (tercer tubo), Clostridium sporogenes (cuarto tubo), Pseudomo-
nas aeruginosa (quinto tubo), Bacillus subtilis (sexto tubo) y Staphylococcus aureus (séptimo
tubo), todos ellos presentaron una turbidez homogénea. Los tubos presentan diferente volumen
por las pérdidas de medio en el proceso de simulacién al ser puesto en contacto con todo el

sistema.

El microorganismo responsable de la turbidez de cada tubo de BHI fue aislado e identifi-
cado en medio selectivo (Agar sangre) por el Servicio de Microbiologia del HCUVA, confirmando

la identidad de la cepa del inoculo inicial (Figura 31).

100



RESULTADOS
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Figura 30. Turbidez del medio BHI por crecimiento de las distintas cepas inoculadas.

Figura 31. Crecimiento en placas de Agar Sangre de las cepas utilizadas para el test de idoneidad del BHI.
A) Aspergillus brasiliensis; B) Candida albicans; C) Bacillus subtillis; D) Staphylococcus aureus; E) Pseu-
domonas aeruginosa F) Clostridium sporogenes, bacteria Gram negativa anaerobia que tuvo que ser
aislada en camara de anaerobiosis.
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La prueba de promocidn de crecimiento del lote de BHI utilizado fue correcta, observando

crecimiento (turbidez) de las cepas inoculadas en las muestras de BHI tanto pre y como post-

proceso. Estos resultados se muestran a continuacién:

3.1.1. Promocion del crecimiento Pre-simulacion.

CIP: BHI-0007

Fecha de la Inoculacién: 26/05/15

Fecha de la verificacidon: 15/06/15

+: turbidez (crecimiento)/ =: no turbidez (no crecimiento)

Dias incubacién
4 5 10 |11 |12 |13 |14

9ml BHI +

55 CFU

Staphylococcus aureus + + + + + + +
Pseudomonas aeruginosa + + + + + + +
Clostridium sporogenes + + + + + + +
Bacillus subtilis + + + + + + +
Candida albicans + + + + + + +
Aspergillus brasilensis + |+ + |+ |+ + |+

3.1.2.Promocion del crecimiento Post-simulacion.

CIP: BHI-0007

Fecha de la Inoculacién: 26/05/15

Fecha de la verificacidn: 15/06/15

+: turbidez (crecimiento)/ -: no turbidez (no crecimiento)

Dias incubacion
4 5 10 |11 |12 |13 |14

9ml BHI +

55 CFU

Staphylococcus aureus + + + + + + +
Pseudomonas aeruginosa + |+ + |+ |+ + |+
Clostridium sporogenes + + + + + + +
Bacillus subtilis + |+ + |+ |+ |+ |+
Candida albicans + + + + + + +
Aspergillus brasilensis + + + + + + +
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3.2. INFORME VALIDACION DEL PROCESO ASEPTICO (MEDIA FILL) CULTIVO Y
EXPANSION DE CELULAS MESENQUIMALES TROCALES ADULTAS AUTOLOGAS DE
MEDULA OSEA.

No se observd presencia de microorganismos en ninguna de las tres repeticiones en el
punto sometido al control de esterilidad de los tres procesos de media fill realizado por cada uno

de los operarios sometidos a validacidon. Los niveles de particulas y el resto de controles

ambientales estaban dentro de los limites de aceptacion.

Validacién Proceso Aséptico

CIP: BHI-0007
Fechas Proceso de Validacion: 26-05-15/ 27-05-15/ 28/05/15

jasincubacion |1 (2 |3 (4 |5 |6 |7 (8 |9 |10 |11 |12 |13 |14
Lote

CSM-MO-MF1/15-CAA - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF2/15-CAA - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF3/15-CAA - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF1/15-MMM | - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF2/15-MMM | - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF3/15-MMM | - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF1/15-SLC - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF2/15-SLC - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF3/15-SLC - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF1/15-LLL - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF2/15-LLL - - - - - - - - - - - - - -

CSM-MO-MF3/15-LLL - - - - - - - - - - - - - -

Tabla 7. Resultados Media Fill del cultivo y expansion de CSM-MO.

Tras cada una de las validaciones del proceso aséptico la documentacion generada: guias
de fabricacién, registros e informes microbioldgicos correspondientes se archivaron conforman-
do el expediente de lote de cada proceso. El protocolo de validacidn del media fill asi como el
informe que recoge los resultados de las tres pruebas de simulacién del proceso se enviaron al

departamento de inspeccién y control de la AEMPS para su evaluacion.
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4. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE
CSM-MO FUCOSILADAS.

Los materiales utilizados en el proceso son de proveedores homologados por la UPC, han
sido almacenados en condiciones adecuadas y previamente aprobados por el Departamento de
Control de Calidad. Los equipos utilizados en se encuentran al corriente de cualificacidn,

mantenimiento y limpieza y estan registrados en las GFL correspondientes.

Todo el personal implicado en este proceso de validaciéon ha sido entrenado de forma

apropiada en este protocolo, quedando registrado en la hoja de firmas del mismo.

Se han fabricado cuatro lotes de células mesenquimales troncales adultas autdlogas de
medula dsea expandidas fucosiladas. A continuacion se muestran los resultados de las

especificaciones y controles de calidad llevados a cabo en cada uno de los lotes fabricados.

4.1. RESULTADOS DE LA OBTENCION DE MO HUMANA.

Las muestras fueron obtenidas de donantes voluntarios tras la correspondiente firma del
consentimiento informado (Anexo Il). El primer lote se obtuvo a partir de médula ésea de una
donante sana de 44 afios (CSM-MOFUC-V/001). El segundo a partir de la descongelacion del
banco celular de reserva del primer lote (BCR-CSM-MOFUC-V/001), ya que nuestro protocolo
contempla la congelacién de dicho banco como back-up en caso de pérdida de lote y queriamos
demostrar nuestra capacidad de llegar a dosis dentro de especificaciones partiendo de un banco
de células criopreservadas. El tercer y cuarto lote (CSM-MOFUC-V/002 y CSM-MOFUC-V/003) lo
obtuvimos a partir de médula dsea de dos donantes osteopordticas de 64 y 74 afios

respectivamente.

Antes de proceder a la extraccidn de MO se validd la serologia de cada donante, siendo
esta negativa para todos los virus y antigenos requeridos en los tres donantes. Una vez conocida
la serologia se coordind la extraccion con los hematdlogos del Servicio de Hematologia del
HCUVA y el personal de quiréfano. El dia de la extraccion se prepard el contenedor de transporte
con todo el material necesario para llevar a cabo el harvest (Anexo Ill) y se envié al quiréfano
siguiendo las instrucciones descritas en el PNT correspondiente. La medula désea fue extraida

segun por los hematdlogos en el quiréfano.
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Figura 32. Kit de obtencion del material biolégico de partida (MO).

Figura 33. Harvest de médula 6sea.
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Una vez que se extrajo la médula dsea se envié a la UPC donde fue revisada por el Dpto.

de Control de Calidad para verificar el cumplimiento de las especificaciones (SP-CC-001.03).

Todos los lotes cumplieron los requerimientos.

ESULTAD
CRITERIO DE RESULTADO
REQUERIMIENTO ACEPTACION
V/001 BCR-V/001 V/002 V/003
Serologia paciente
VIH'. VHB, VHC, sifi- Negativa NEGATIVA NA NEGATIVA NEGATIVA
lis, HLTV I y I
PCR VHC
Volumen Medula >30ml 120 ml NA 60 ml 60 ml
Osea
L Ausencia de . [ . . . .
Apariencia , Sin coagulos NA Sin coagulos | Sin codgulos
coagulos
Integro y se- Integro y Integroy Integroy
Envase/ contenedor NA
llado sellado sellado sellado
Etiquetado Completoy Completoy NA Completoy Completoy
correcto correcto correcto correcto

Tabla 8. Requisitos y criterios de aceptacion del material biolégico de partida

4.2. OBTENCION DE LA FRACCION MONONUCLEADA DE MO CON PROCESADOR SEPAX.

Una vez aprobada, la bolsa de MO se introdujo en la cabina de flujo laminar donde se

filtr6 y prepard para ser procesada con el procesador celular Sepax-X100 segun PNT

correspondiente.

Figura 34. Preparacion del kit de obtencion de la fraccion mononucleada en el procesador celular Sepax.
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Figura 35. Colocacion del kit del Sepax. Bolsa de MO a la izquierda y la de seroalbtiimina a la derecha.

Finalizado el proceso de separacidn de la fraccion mononucleada de la MO, de aseptizé la
bolsa de recogida del kit que contenia las células mononucleadas (Figura 36) y se introdujo en
ambiente B a través del SAS de Preparacion de Materiales (Figura 37). Una vez en B, se tomd una
muestra de la fraccién mononucleada obtenida para realizar un recuento en Haemato Coulter tal

y como se describe en el punto 6.4.2.1.

Figura 36. Bolsa de producto del Sepax con células mononucleadas en su interior.
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Figura 37. Técnico de produccién abriendo la puerta del SAS para recoger la bolsa de CMN.

4.3. RESULTADOS DEL CULTIVO Y EXPANSION DE CSM-MO.

Se realizé un cultivo primario de las CMN-MO (PNT-P-011.02) (ver ejemplo en apartado 2
de Resultados) y se fueron realizando pases seglin PNT correspondiente a las CSM hasta alcanzar
la dosis deseada, momento en el que fueron fucosiladas. Al tratarse de una validacién y no haber
indicacion de dosis, el objetivo de dosis se fijé previamente entre 100 y 200 millones de células.
El recuento y viabilidad celular se determinaron con el contador celular automdtico tal y como se
describe en el punto 6.4.2.2. La viabilidad evaluada con Trypan blue fue mayor del 75% en todas

las muestras.

LOTE PASE  CELULAS OBTENIDAS  DUPLICACIONES
CSM-MO-FUC-V/001 3 100x10° 9.9

BRC-CSM-MO-FUC-V/001 3 100x10° 7.61
CSM-MO-FUC-V/002 2 200x10° 4.4
CSM-MO-FUC-V/003 3 130x10° 7.22

Tabla 9. Numero de células, pase y numero de duplicaciones de las células despegadas para fucosila-
cion.

Durante el proceso de expansion se llevé a cabo un registro fotografico en cada pase.
Todas las muestras mostraron la morfologia tipica en huso con nucleo central alargado con 2-3

nucléolos (Figura 38). Esta morfologia fue constante en el 100% de las muestras analizadas.
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Figura 38. Imagenes de las CSM-MOFUC de todos los lotes en el pase previo a la fucosilacion.

4.4. RESULTADOS DE LA FUCOSILACION DE CSM-MO

Una vez despegadas, las células de los cuatro lotes de validacion fueron fucosiladas y
envasadas segln protocolo. Del producto final se tomaron muestras para realizar todos los

controles de calidad que se han ido citando en el apartado 5 de Material y Métodos.

4.4.1.Resultados de los controles microbioldgicos en producto final.

Para evaluar la esterilidad de medicamento, se llevaron a cabo en el producto final una
serie de andlisis microbioldgicos (Tabla 10). La presencia de Mycoplasma en el medio de cultivo
se analizé mediante amplificacién de acidos nucleicos (PcR), no detectdndose material genético
de esta especie en ningln caso. Como test microbioldgico rdpido se utilizé el Test de Gram
urgente que fue negativo en el 100 % de los lotes. Otro método cualitativo microbioldgico
utilizado fue el sistema BacT/Alert que no alarmé en ningin momento de la presencia de
contaminacion microbiana. Otro analisis de esterilidad realizado al medicamento fue el nivel de
endotoxinas. Este analisis cuantitativo se realizé por el método cinético cromogénico, uno de los
métodos recomendados por la Farmacopea (2.6.14 Volumen 8) para la determinacion de
endotoxinas bacterianas (351). Los niveles de endotoxinas se mantuvieron por debajo de los

limites de aceptacion (<0.5 UE/ml).
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MICOPLASMA BACT-ALERT

GRAM

ENDOTOXINAS

CSM-MO-FUC-V/001 NEGATIVO NEGATIVO
BRC-CSM-MO-FUC-V/001 NEGATIVO NEGATIVO
CSM-MO-FUC-V/002 NEGATIVO NEGATIVO

CSM-MO-FUC-V/003 NEGATIVO NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

<0.05

<0.02

0.03

<0.05

Tabla 10. Resultado de los controles de esterilidad de los lotes de validacion.

4.4.2.Resultados de Inmunofenotipo

Los andlisis por citometria realizados sobre las 4 muestras tomadas del producto final

mostraron un correcto perfil inmunofenotipico de Células Stem Mesenquimales humanas con
una elevada expresién de CD105, CD73 y CD90 y ausencia de expresién de CD45, CD34, D14 y

CD20. Los resultados pueden verse en la figura 39. Ya que el aceptor de la fucosa en las CSM-MO

es el antigeno de superficie CD44, medimos los niveles del mismo en todos los lotes. Pudimos

comprobar que tras la fucosilacién se mantenia el fenotipo correspondiente a célula mesenqui-

mal (Figura 39).
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Figura 39. Grafico Inmunofenotipico de los lotes de validacion. Porcentaje de expresion de los marcado-

res post-fucosilacion.
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En este punto también incluimos el andlisis de la expresion de HCELL utilizando el mono-
clonal HECA452 con el objetivo de comprobar la especificidad del proceso de fucosilacion in vitro
comparando células fucosiladas y células control de cada uno de los lotes de validacién. Para
poder tener un control de la eficacia del enzima y de los anticuerpos utilizados, se midié el nivel
de expresion de HECA452 en las lineas control RPMI8402 y KG1a (Figura 40).

A R 1w
80
e o %
3 3 | |
40 heca
20
o |
10° 100 10° 10 107 107 10° 10
Marker %Gated X-Med Marker %Gated X-Med
B Al 100.00 1.40 & Al 100.00 6.94
[ Al 100.00 0.10 ] Al 100.00 0.10
& heca 96.13 1.48 I heca 98.93 6.98
] heca 1.01  0.33 ] heca 0.35 1.57

Figura 40. A) Histograma de expresion de HECA452 en KG1a. En verde se muestra el control isotipico. B)
Histograma de expresion de HECA452 en la linea RPMI8402. Expresion de HECA452 intensa en células
RPMI 8402 fucosiladas (rojo) y baja en las mismas células sin fucosilar (verde).

Tras validar la eficacia de unién de los anticuerpos en las lineas control, se procedié a
cuantificar la expresion de HECA452 en las muestras a estudio. Todas las muestras presentaron
un patron de fucosilaciéon adecuado con aumento de expresion de HECA452 (Figura 41, 42, 43,
44y 45),
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Figura 41. Histograma de expresion de marcadores. Porcentaje de expresion de HECA452 en los distin-
tos lotes de validacion. En verde, la expresion de HECA452 en la muestra sin fucosilar y en rojo, el nivel
de expresion en la muestra fucosilada.
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Figura 42. Grafico de puntos biparamétrico que muestra la expresion de HECA452 en el lote V/001. Ex-
presion de HECA452 intensa en CSM-MO fucosiladas (rojo) y baja en las mismas células sin fucosilar

(verde).
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Figura 43. Grafico de puntos biparamétrico que muestra la expresién de HECA452 en el lote BRC-V/001.
Expresion de HECA452 intensa en CSM-MO fucosiladas (rojo) y baja en las mismas células sin fucosilar

(verde).
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Figura 44. Grafico de puntos biparamétrico que muestra la expresion de HECA452 en el lote V/002. Ex-
presion de HECA452 intensa en CSM-MO fucosiladas (verde) y baja en las mismas células sin fucosilar
(rojo).
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Figura 45. Grafico de puntos biparamétrico que muestra la expresién de HECA452 en el lote V/003. Ex-
presion de HECA452 intensa en CSM-MO fucosiladas (rojo) y baja en las mismas células sin fucosilar
(verde).
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Una vez analizada la expresion de HECA452 en las muestras de los lotes de validacién,
medimos la unidn de estas células fucosiladas al anticuerpo quimérico de E-selectina murina/Fc
humano (Figuras 47, 48 y 49) utilizando como control la linea RPMI8402 fucosilada (Figura 46).
Tanto los lotes de validacion como la linea celular control presentaron uniéon al anticuerpo
quimérico de E-selectina en presencia de Calcio. Los histogramas con las intensidades de
expresion se pueden observar en los gréficos que se muestran a continuacion (Figuras 46, 47, 48
y 49).
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Figura 46. Histograma de expresion de quimera E-selectina murina/Fc humano en la linea RPMI8402. En
verde, expresion de la quimera sin tratamiento con FTVIl y en rojo, expresion de la quimera tras el tra-
tamiento con FTVII en presencia de calcio.
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Figura 47. Histograma de expresion de quimera E-selectina murina/ Fc humano sin calcio (verde) y con
calcio (rojo) del lote V/001.
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Figura 48. Histograma de expresién de quimera E-selectina murina/ Fc humano sin calcio (verde) y con
calcio (rojo) del lote V/002.
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Figura 49. Histograma de expresion de quimera E-selectina murina/ Fc humano sin calcio (verde) y con
calcio (rojo) del lote V/003.

4.4.3.Resultados de Viabilidad postfucosilacion.

La viabilidad fue estudiada por el método de exclusion con el colorante Azul Tripan y por
citometria de flujo con el nivel de expresién de Anexina V y loduro de Propidio. Las cuatro
muestras mostraron una viabilidad superior al 75 % con ambas técnicas con una media de
84.75%8.17 con el primer método y 91,07+2,82 con el segundo (Tabla 11).
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Lote % Azul Tripan  Anexina V-/IP -
CSM-MO-FUC-V/001 96 92.16
BCR-CSM-MO-FUC-V/001 76 86.99
CSM-MO-FUC-V/002 89 94.76
CSM-MO-FUC-V/003 78 90.37

Tabla 11. Porcentajes de viabilidad de los cuatro lotes de validacién con Azul Tripan y Anexina V.
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Figura 50. Graficos de puntos biparamétricos que muestran la expresion de Anexina V y loduro de Pro-
pidio de los cuatro lotes de validacion de CSM-MO expandidas fucosiladas. En verde, las células vivas
(Anexina V-/IP-); en gris, las células necréticas (Anexina V-/IP+); en rojo, las células apoptéticas tardias
(Anexina V+/IP+) y en morado, las células apoptéticas tempranas (Anexina V+/1P-).
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4.4.4.Resultados de los estudios de tumorogénesis.
4.4.4.1. CARIOTIPO

Para demostrar que el método de expansidn celular mantenia la estabilidad gendmica du-
rante el periodo de cultivo in vitro, se llevd a cabo un andlisis del cariotipo. Las 4 muestras estu-
diadas presentaron un cariotipo normal en pase previo a la exofucosilacién enzimatica. En la

Figura 51 se expone un ejemplo representativo del cariotipo de la del lote CSM-MOFUC-V/001

YT T A YR T

&8 &4 KR &k #x 33 Wb

12

en pase 2.

(Y] 0n A Re AX Ak

13 14 15 16 17 18

AN 3 e R A "
X
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Figura 51. Cariotipo en pase 2 del lote CSM-MOFUC-V/001.

4.4.4.2.C-MYC.

C-myc es un protooncogen cuyos productos estan involucrados directamente en el desa-
rrollo de tumores por lo que se incluyd el nivel de expresiéon de C-myc como un indicador de
tumorogénesis en el producto final analizando su nivel mediante PcRq en una muestra de cada

lote de validacion.

Los resultados obtenidos para las 4 muestras fueron 1.15, 1.00, 1.18 y 0.49, lo que se pue-
de interpretar como que las células mesenquimales tenian niveles bajos de expresién de c-myc,
similares a los de la linea celular usada como control negativo, DG-75, dandose igualdad en una
de las muestras (BCR-CSM-MOFUC-V/001) y estando incluso por debajo del control negativo en
otra (CSM-MOFUC-V/003). Estos datos sugieren que los 4 lotes de validacién poseen bajos nive-

les de tumorogenicidad.
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Muestra Valor de C-myc

DG75 (Referencia) 1,00
Namalwa (Ctrl Positivo) 4,82
CSM-MO 0OSP-V/001 1,15
BCR-CSM-MO OSP-V/001 1,00
CSM-MO 0OSP-V/002 1,18
CSM-MO 0SP-V/003 0,49

Tabla 12. Niveles de expresion de C-myc de los cuatro lotes de validacion.

4.4.5.Resultados de Diferenciacion.

Para demostrar la capacidad de diferenciacion multilineal de las CSM fucosiladas, se indu-
jo su diferenciacidon hacia osteoblasto, adipocito y condrocito, de acuerdo con lo descrito en
Material y Métodos. En todos los casos se obtuvo diferenciaciéon hacia los tres tipos celulares
mencionados. El 100% de los cultivos de las CSM-MO fucosiladas mostré una correcta diferen-

ciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica.

El 100% de los cultivos de CSM en medio NH Osteodiff Médium que habian sido sometidas
al proceso de fucosilacion mostraron expresién de fosfatasa alcalina. En la Figura 52 se muestra
un ejemplo representativo de células de color purpura oscuro (B) tras aplicar solucién NBT/BCIP
(Nitroblue tetrazolium chloride 5 bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, mientras que en el con-
trol negativo (A) no se observéd. También se observaron depdsitos de calcio de color naranja tras

afiadir Alizarin Red (Figura 53, A) y en menor proporcion en el control (Figura 53, B).

Figura 52. Evaluacién de la diferenciacion osteogénica en CSM tras aplicar NBT/BCIP en uno de los lotes
de validacién. CSM-MO fucosiladas cultivadas en medio DMEM como control negativo (A) y CSM fucosi-
ladas cultivadas en medio de diferenciacion Osteodiff (B).
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Figura 53. Evaluacidn de la diferenciacion osteogénica en CSM tras aplicar Alizarin Red en uno de los
lotes de validacién. CSM fucosiladas en medio DMEM utilizadas como control negativo (A) y CSM fucosi-
ladas en medio Osteodiff (B).

Figura 54. Evaluacion de la diferenciacion adipogénica en CSM tras aplicar Oil Red en uno de los lotes de
validacion. CSM fucosiladas en medio DMEM normal utilizadas como control negativo (A) y CSM fucosi-
ladas en medio Adipodiff (B). En la imagen de abajo (C) puede observarse con mas aumentos la célula
con vacuolas citoplasmaticas lipidicas teiiidas de rojo.
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Un 100% de las CSM humanas fucosiladas sometidas a cultivos de diferenciacidn en medio
NH Adipodiff Médium mostraron vacuolas lipidicas citoplasmaticas tras afadir Oil Red (color
rojo) lo que confirma una capacidad de diferenciacién adipogénica tras el proceso de fucosila-
cién. En los controles negativos no se observaron vacuolas de grasas en el citoplasma (Figura
54).

El 100% de los cultivos de CSM en medio NH ChondroDiff que habian sido sometidas al
proceso de fucosilacién mostraron una correcta diferenciacién condrogénica identificandose
condrocitos con la tincién Azul Alcian (Figura 55). Con esta tincidon pudimos constatar la presen-

cia de proteoglicanos tefiidos de color azul. En los controles negativos no se observé diferencia-

cién condrogénica

Figura 55. Condrocitos tras cultivo de CSM fucosiladas en medio NH Chondrodiff (Azul Alcian).

4.4.6.Resultados de estabilidad.

El objetivo de este andlisis fue testar la estabilidad de las CSM-MOFUC en términos de
viabilidad e inmunofenotipo teniendo en cuenta la temperatura y el tiempo de almacenamiento.
Las muestras de tres lotes distintos se almacenaron a 4°C y se tomaron muestras para su andlisis
alas 0, 24 y 48 horas. La viabilidad se midié como porcentaje de células Anexina V-/IP- (Figura
57) y la expresién de HCELL como HECA452+ (Figura 58).

El analisis inmunofenotipico, llevado a cabo como se detalla en el punto 5.5 de Material y
Métodos, siguiendo las directrices marcadas por la ISCT, reveld un fenotipo mesenquimal normal
en los lotes analizados comparando la muestra basal y las recogidas a 24 y 48 horas. Los marca-
dores tanto positivos como negativos se mantuvieron en todo momento dentro de los rangos
exigidos de positividad mayor del 95 % en CD73, CD90 y CD105 (Figura 56) y negatividad de mar-
cadores CD45, CD34, CD14 y HLA-DR menor del 5% como muestra la siguiente tabla. A pesar de
cumplir con los porcentajes de la ISCT, se observd una ligera bajada en la expresién de CD90,
CD73 y CD105 en las muestras de 2 y 3 a las 24 y 48 horas.
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
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Figura 56. Histograma de expresidon de marcadores positivos de identidad mesenquimal CD90 (fila de
arriba), CD73 (fila del centro) y CD105 (fila de abajo) medidos en tres muestras distintas de células tron-
cales mesenquimales de médula 6sea expandidas y fucosiladas con FTVII segtin protocolo normalizado a

las 0 horas (rojo), 24 horas (verde claro) y 48 horas (verde oscuro) de su produccion.

Los resultados de viabilidad (expresién Anexina V-/IP-) de las tres muestras incluidas en
este estudio se muestran en la Figura 57, estando por encima del 88% en todas las muestras
analizadas. Estos datos indican que la viabilidad de las CSM-MOFUC humanas se mantiene

estable tanto a las 24 como a las 48 horas de su produccién y almacenamiento a 4°C.

La expresion de HECA452 también mantuvo altos niveles de positividad y por tanto
cumplimiento de la especificacidn establecida para este producto (expresion de HECA452 > 80%)
durante el estudio en todas las muestras estudiadas. Unicamente la viabilidad de la muestra 1,
como puede apreciarse en la Figura 58, descendié a 79,9% a las 48 horas de haber sido

fucosiladas, saliéndose de especificacion tan sélo por 0,1 punto de expresiéon del marcador.
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Estos datos confirman el mantenimiento del fenotipo fucosilado al menos durante 24 horas y

almacenamiento a 4°C.
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Figura 57. Graficos de puntos biparamétricos que muestran la expresion de Anexina V y loduro de Pro-

pidio de tres lotes distintos de células troncales mesenquimales de médula 6sea expandidas y fucosila-

das seguin protocolo normalizado a las 0 horas (fila de arriba), 24 horas (fila de central) y 48 horas (fila

de abajo). Las células vivas se sitiian en cada plot en el cuadrante inferior izquierdo coincidiendo con la
negatividad simultdnea a ambos marcadores, Anexina V y loduro de Propidio.
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

[A] HECA IGM RAT FITC [A] HECA IGM RAT FITC

80
&0
404

[A] HECA IGM RAT FITC

-

&0

40

OH E E E
oras 3 3 ‘ E .
HECAd52 - 99104% HECA452 + : 99.87% 509 HECA457 -+ - 09.08%
204 204
0 o A o i ‘
107 10° 107 107 10 ¢ 10 1P 10 10° 10
HECA IGM RAT FITC HECA IGM RAT FITC HECA IGM RAT FITC
A] HECA IGM RAT FITC
[A] HECA IGM RAT FITC - [A] HECA IGM RAT FITC o [A]
204
204
15 e
o - 15 -
= = =
= =1 =
24 Horas & S ] 1 L S ;
HECA452 - 00685 HECA452 + : 99.81% 204 HECA452 + :/99.95%
54 =]
0L ol
10° 100 10 3 e 10 e . "o s "
HECATGM RAT FITC HECA IGM RAT FITC HECA IGM RAT FITC
[A] HECA IGM RAT FITC [A] HECA IGM RAT FITC [A] HECA IGM RAT FITC
50
0]
- a = 304
=
3 3 s
48 Horas 3 8 3

HECA452 + : 99.65% 0] HECA452 + : 99.57%

HECA452 : 79.91%

107 10
HECA IGM RAT FITC HECA IGM RAT FITC HECA IGM RAT FITC

10° 10 107

107 RS 10°

Figura 58. Histograma de expresion de HECA452 en las muestras de tres lotes distintos de CSM-MOFUC
sometidos al estudio de estabilidad a las 0, 24 y 48 horas.

Es importante destacar que la expresion forzada de HCELL en la superficie celular es
transitoria, con reversién al fenotipo CD44 enddgeno en las 48 horas posteriores a la
fucosilacion (244) .

Las guias, registros e informes de las tres validaciones del proceso de produccion se archi-
varon en los expedientes de lote correspondientes, enviandose el protocolo de validacién del
proceso y el informe con los resultados de dicha validacién a la AEMPS junto con la solicitud de
ampliacién del dmbito del certificado GMP de la UPC para la inclusidn del medicamento “Células

mesenquimales troncales adultas autdélogas de médula &sea expandidas fucosiladas”.
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En los ultimos afios las células madre mesenquimales se han empleado ampliamente co-
mo medicamento de terapia celular. Desde 2011, hay registrados mas de 200 ensayos clinicos
utilizando estas células (http://www.clinicaltrials.gov/) en una amplia gama de patologias, la
mayor parte en el contexto de ensayos clinicos Fase |, Fase Il o Fase I/1l (398).

De los resultados publicados hasta la fecha podemos extraer principalmente conclusiones
tranquilizadoras con respecto a su seguridad, ya que la mayoria de los ensayos informaron de
ausencia de efectos adversos y pocos mostraron efectos leves y pasajeros peri-infusion. En cuan-
to al aspecto de eficacia, se han obtenido resultados muy prometedores con la infusion intrave-
nosa de MSC autélogas y alogénicas en pacientes con osteogénesis imperfecta, enfermedad
injerto contra huésped refractaria, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide vy

otras patologias.

Sin embargo, uno de los factores que podria estar limitando la obtencion de resultados
clinicos contundentes en el caso de terapias con administracién intravenosa de CSM seria el que
finalmente sean pocas las células que alcanzan el tejido diana donde deben ejercer su accion.

La exo-fucosilacion de las CSM, segun lo publicado por el Dr. Sackstein y su equipo aumen-
ta el tropismo de estas células por lugares con expresion de E-selectina como el endotelio de los
capilares de la médula dsea o tejidos inflamados, etc. lo cual constituye una herramienta enor-
memente prometedora que dirigiria a las células a su lugar de accién en el tratamiento de pato-

logias sistémicas como la osteoporosis (381,396).

Para poder trasladar el conocimiento bdsico generado por el Dr. Sackstein al dmbito clini-
co, era necesario que la autoridad competente (en nuestro caso la Agencia Espafiola del Medi-
camento) nos autorizase como Unidad de Produccién Celular para la fabricacién del medicamen-
to “Células mesenquimales troncales adultas de médula dsea autdlogas expandidas y fucosila-
das” como Producto en Investigacion (PEI) y vincularlo al desarrollo de un ensayo clinico (399-
401).

En concreto el “Ensayo clinico en fase | prospectivo, unicéntrico, abierto, no aleatorizado,
para evaluar la infusién intravenosa de células mesenquimales de médula ésea autélogas fucosi-
ladas como terapia en pacientes con Osteoporosis establecida con fractura de bajo impacto”
(CSM/0OP/2011) coordinado por el Servicio de Reumatologia del HCUVA (Dr. Luis Linares Ferran-
do) fue autorizado por la AEMPS en Noviembre de 2014.

Con este fin elaboramos un dossier del Producto en Investigacion en el cual detallamos
minuciosamente el proceso de produccidon del medicamento de terapia celular: material de par-
tida, controles de calidad y microbioldgicos (en el producto inicial, intermedio y final) y especifi-
caciones del producto final. En él aportamos toda la informacién disponible (propia y bibliografi-
ca) sobre la farmacologia del mismo: distribucién, farmacocinética, toxicidad, asi como la justifi-
cacién de su utilidad en la indicacion solicitada, apoyada en los estudios preclinicos y/o clinicos
existentes (402). Parte de esta informacion de fabricacion la obtuvimos tras fucosilar con éxito
células mesenquimales expandidas sin reactivos de origen animal y tras realizar un estudio pre-

clinico para evaluar la seguridad y eficacia de dichas células infundidas en ratones inmunode-
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primidos, cuyos resultados favorables se recogen en la Tesis Doctoral defendida por el Dr. Caba-

fias Perianes (393).

Una vez elaborado el dossier habia que realizar los ensayos de validacidon del mismo en las
instalaciones de la Unidad de Produccion celular, incluyendo la validacidn del proceso aséptico y
la validacién del proceso de produccién del medicamento. Para obtener una validacién acepta-

ble era necesario conseguir al menos 3 resultados favorables consecutivos (314).

El objetivo global del presente trabajo fue validar el protocolo de expansiéon y fucosilacion
de CSM de MO humanas a escala clinica descrito en el dossier del PEI “Células mesenquimales
troncales adultas de médula ésea autdlogas expandidas y fucosiladas” de acuerdo a los estanda-

res de calidad exigidos por las Normas de Correcta Fabricacion.

Nuestro primer objetivo fue comprobar la factibilidad de la fucosilacién de células mesen-

quimales de médula 6sea humana expandidas con lisado plaquetario y TrypLE Select.

En los experimentos publicados por el Dr. Robert Sackstein, los cultivos y la fucosilacion de
mesenquimales humanas de médula ésea se realizaron a pequeia escala y utilizando suero bo-
vino fetal y tripsina durante la expansién. Cuando se trasladan protocolos bdsicos a produccién a
gran escala se requiere introducir ciertos cambios en el proceso como la siembra a menor densi-
dad o los pases a mayor confluencia para poder conseguir un nimero mayor de células. Ademas,
la obtenciéon de suficiente nimero de células mesenquimales, principalmente cuando la fuente
de la que se parte es un tejido adulto, requiere su expansion in vitro durante varios pases. Tradi-
cionalmente se han empleado medios de cultivo suplementados con suero bovino fetal con o sin
adicion de otros factores de crecimiento. Sin embargo de cara a la traslacién clinica, los produc-
tos xenogénicos como el suero bovino fetal no se consideran elementos idéneos en la cadena de
produccién, por ser una potencial fuente de transmisién de enfermedades por virus o priones,
reacciones inmunoldgicas asociadas a su carga de proteinas de origen animal o incluso a la pro-
duccién de anticuerpos anti-SBF sobre todo tras exposiciones repetidas (403,404).

Las agencias reguladoras aceptan el uso de SBF para la produccidon de medicamentos de
terapia avanzada para uso humano dada la escasez de alternativas, pero en la Guia de normas
para minimizar el riesgo de transmisién de agentes causantes de encefalopatia espongiforme a
través de medicamentos o productos sanitarios de uso humano de la EMA (405) establecen ex-
haustivos controles para los derivados de sangre bovina entre los que se encuentra el suero bo-
vino fetal usado en cultivo celular. Los restrictivos criterios de calidad que aplican a todo el pro-
ceso de fabricacién y que van desde la procedencia geografica, edad de los animales, métodos
de obtencidn de la sangre de partida, fabricacién, controles de calidad, trazabilidad, etc. lo con-
vierten en un producto de elevado coste econdmico. Si tenemos en cuenta que la recomenda-
cion es adquirir un lote Unico que cubra todas las producciones para un ensayo clinico evitando
asi la variabilidad lote a lote, el gasto puede ser en ocasiones inasumible para unidades de pro-

duccién pequenas.
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Si a todo esto sumamos los problemas éticos derivados de aspectos relacionados con el
bienestar animal, es entendible el interés por buscar alternativas para la suplementacion de los

medios de cultivo, siendo actualmente la mas extendida el uso de lisado plaquetario (LP).

Comparado con SBF, el LP mejora la capacidad proliferativa de las CSM ahorrando tiempo
en la expansion. Ademas intensifica su potencial de diferenciacién osteogénica
(321,353,406,407). Estas propiedades, nos resultaban muy interesantes en relacién al ensayo
clinico vinculado a nuestro PEIl en el que las células mesenquimales van a proceder de pacientes
osteoporéticas y de edad avanzada, en las que se ha descrito menor capacidad proliferativa y

una mayor tendencia a la diferenciacion adipogénica (408).

En nuestro caso, dos de las médulas dseas de partida para validacion correspondieron a
dos pacientes osteopordticas de 64 y 74 afios (V/002 y V/003). Durante el proceso de expansion
de estas muestras con medio suplementado con lisado plaquetario alcanzamos dosis de >100

x10° CSM tras sélo 2 y 3 pases en cultivo respectivamente.

Asimismo, como se ha expuesto en el apartado de resultados, todos los lotes de validacién
presentaron una adecuada diferenciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica, sin embargo

este dato se evalud Unicamente de manera cualitativa.

El LP contiene multitud de componentes entre los que se encuentran enzimas como la
neuraminidasa, que nos hizo plantearnos la posibilidad de que la fucosilacion de células tratadas
con LP no fuese eficaz si esta enzima presente en el medio de cultivo escindia el acido sialico de
la molécula de CD44 presente en la superficie de las CSM. Nuestros resultados demuestran que
no hubo interferencia para la fucosilacién en ninguna de las muestras evaluadas en Boston ni en

los ensayos de validacion llevados a cabo en la UPC.

El TrypLE Select es una proteasa de origen recombinante (no contiene derivados humanos
ni animales) apta para su uso en GMP. Es estable a temperatura ambiente lo que simplifica el
manejo y requerimientos en cuanto a condiciones de almacenamiento y controles de calidad si
lo comparamos con la tripsina porcina que se ha de mantener congelada a -202C. Su tiempo de
actuacién es mas rapido que el de la tripsina y no tiene efectos adversos sobre la viabilidad celu-
lar, no siendo necesaria su neutralizacién. Todo ello permite abaratar costes ya que las incuba-
ciones son mds cortas y se limita el gasto de medio completo como neutralizador de la reaccién.
Nuestros resultados demuestran que el tratamiento enzimatico con TripLE Select para disociar
las células mesenquimales y despegarlas de la superficie de cultivo no afecta a que posterior-

mente se fucosilen de forma eficaz.

La especificidad de la técnica de fucosilacidon la comprobamos mediante la expresion de
HCELL por medio de citometria de flujo. Para ello utilizamos un anticuerpo monoclonal que reac-
ciona con el tetrasacarido sLe®, conocido como HECA452 (232) en las muestras de CSM que hab-
fan sido tratadas con la enzima fucosiltransferasa FTVI. Para validar la eficacia de la reaccidn
enzimatica se usaron dos lineas celulares control: KG1a, que expresa de manera constitutiva la

estructura HCELL y reacciona con el anticuerpo HECA 452 y RPMI8402 que posee residuos de
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lactosamina sializados susceptibles de fucosilacidon y por tanto formacién de HCELL y deteccidn
con HECA452. Una vez que comprobada la actividad de la enzima FTVI y la afinidad del mono-
clonal HECA452 por el nuevo constructo mediante citometria de flujo, se analizé el nivel de ex-
presién en las células cultivadas en Medio 1 (con SBF y Tripsina porcina) y Medio 2 (con LP y
Tryple Select). Las CSM-MO expandidas con ambos medios expresaron altos niveles de HECA452
por citometria de flujo. Ambas células fueron positivas tras fucosilacién para el anticuerpo
HECA452. Para mayor consistencia, realizamos controles negativos con las muestras de CSM no
sometidas al proceso de fucosilacion y observamos un nivel de expresion de HECA452 muy bajo

y equiparable al control isotipico.

Por Western-Blot se analizd el andamiaje proteico sobre el que habia tenido lugar la adi-
cion de fucosa. Las bandas observadas tras la inmunodeteccion revelaron que HCELL se habia
formado mediante fucosilacién de CD44 sializado (90-100 KDa) presente en las CSM objetivan-
dose que estas bandas aparecian tanto en CSM cultivadas con SBF como con LP. Ademas el peso
molecular de esta glicoforma de CD44 se corresponde con la forma hematopoyética expresada

por células de origen mesodérmico (409).

Finalmente, con el fin de estudiar la funcionalidad del receptor fucosilado, se llevd a cabo
un ensayo de adherencia de linfocitos de sangre periférica a las CSM-MO expandidas con LP y
tratadas con FTVI. Con este experimento se pudo confirmar por microscopia dptica que el efecto
de la fucosilacién aumentaba la tasa de adhesion a linfocitos de sangre periférica en presencia
de calcio y con dindmica de flujo en las CSM fucosiladas que se habian cultivado en presencia de
LP.

Otros grupos han conseguido realizar con eficiencia el proceso de fucosilacion in vitro, y
emplean otras fucosiltransferasas o productos como el manganeso que son toxicos in vivo, lo

que les invalida para las pruebas de concepto para el uso en seres humanos (280,303,304,396).

Atendiendo al segundo objetivo de la tesis y como paso previo ineludible antes de proce-
der a la validacion del proceso de fabricacidon descrito en el dossier del PEl, hubo que trasladar
en soporte escrito lo reflejado en dicho dossier al sistema de gestidn de la calidad de la UPC.
Para ello se redactdé toda la documentacion relativa a la produccién siguiendo las pautas descri-

tas en el Capitulo 4 (Documentacion) de las Normas de Correcta Fabricacion (394).

La buena documentacién es una parte esencial del sistema de gestién de la calidad. Para
garantizar la calidad de los medicamentos no basta con el analisis del producto terminado, sino
gue es necesario controlar paso por paso todo el proceso de fabricacién. Es tan importante con-
seguir un medicamento eficaz y seguro que ninguna posible actuacidon debe dejarse al azar, sino
gue debe haber una definicidn estricta de los procesos de fabricacidn y de los controles que se

deben realizar durante los mismos, asi como de los resultados requeridos.

Uno de los objetivos de las NCF es garantizar en la medida de lo posible la reproducibili-
dad de los lotes fabricados. Sin embargo en el campo de la terapia celular garantizar este punto

es dificil ya que con frecuencia los materiales de partida son productos autdlogos, “vivos”, con
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caracteristicas distintas inherentes a cada paciente que muy probablemente van a influir en todo

el desarrollo y en las caracteristicas del producto final.

Por estas peculiaridades que posee la terapia celular personalizada y porque es nuestra
obligacion como Unidad de Produccidn Celular para investigacion clinica la recogida rigurosa de
datos, consideramos que mas que en ningln otro caso es esencial disponer de un buen sistema
documental donde todas las instrucciones estén claramente descritas y donde se puedan reco-
ger de forma sencilla y operativa el mayor nimero de datos de interés posible para futuros ana-
lisis.

En base a esto, se elaboraron la férmula patrén de fabricacion del medicamento “Células
mesenquimales troncales adultas de médula dsea autdlogas expandidas y fucosiladas”, los pro-
cedimientos normalizados de trabajo inherentes al proceso de obtencién de material de partida,
expansién de mesenquimales y fucosilacién, guias de fabricacidn de lote, especificaciones, regis-
tros y protocolos de validacion, etc., tal y como se ha reflejado en el apartado Resultados del

presente trabajo de tesis.

El sistema documental de la UPC es un sistema dindmico que se revisa con una periodici-
dad establecida segun el tipo de documento, sin embargo, durante las validaciones tanto del
media fill como sobre todo, del proceso de fabricacion, se detectaron numerosos aspectos sus-
ceptibles de mejora en la documentacién, por lo que se realizaron las solicitudes de cambio per-
tinentes que, una vez aprobadas llevaron a la correccién de los documentos y edicién y aproba-

cion de las nuevas versiones que pasaron a ser vigentes, quedando las anteriores obsoletas.

En este apartado, de dificil discusién queriamos resaltar la importancia de las validaciones
en la revision de todo el sistema de calidad, incluido el sistema documental. Durante las mismas
se puede comprobar si los documentos que se han generado con anterioridad, aseguran que se
cumplan todos los pasos necesarios en la fabricacién y la toma de controles de calidad y sobre

todo si se adecuan y facilitan el ritmo de trabajo de la Unidad.

Si el sistema de recogida de datos y verificaciones que hemos disefiado hace que se pier-
dan pasos en el proceso de fabricacidn, retrasa las liberaciones de los lotes o nos obliga a tener
qgue “dejar cosas para después” deberemos asumir que es necesario un cambio para hacerlo mas

funcional. El papel del responsable de Garantia de Calidad es esencial en este sentido.

Enlazando con el objetivo anterior, una vez redactado el protocolo de validacién del pro-
ceso aséptico y la guia de fabricacion de lote en la que quedan reflejados todos los datos relati-

vos a esta validacidon se procedié a trabajar el 32 objetivo de esta tesis.

La fabricacién de productos estériles es objeto de requisitos especiales con el fin de mini-
mizar los riesgos de contaminacidn microbioldgica y de contaminacién de particulas y pirégenos.
La validacidn del proceso aséptico esta orientada a demostrar que, en las condiciones y con los
reactivos y materiales previstos, no se introducen contaminantes durante todo el proceso de

produccidén. A esta prueba se la denomina “Media Fill” y consiste en realizar el mismo proceso
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de produccién descrito en el PNT correspondiente, pero sin afiadir células. Esta prueba depende

mucho de la habilidad, la formacién y las aptitudes del personal involucrado.

A través de esta validacion se demuestra la capacidad de manipulaciéon en condiciones
asépticas de todo el personal implicado en los procesos de produccidn, asi como la idoneidad de
la instalacion, el equipamiento, los materiales empleados y el sistema de garantia de calidad, por

lo que este procedimiento supone una validacidn global de todos estos elementos.

Nuestros resultados muestran que el medio de cultivo BHI utilizado es adecuado para las
pruebas de simulacién del proceso aséptico ya que permite un crecimiento eficiente de los mi-
croorganismos aerobios meséfilos totales incluyendo bacterias, levaduras y hongos patégenos
que son de dificil crecimiento en medios no selectivos. Este medio muestra un crecimiento rapi-
do de cepas como E. coli, S. aureus, B. subtilis e incluso levaduras como Candida albicans. Asi
mismo es muy eficaz para la deteccion visual de crecimiento por turbidez gracias a la claridad
gue posee. Ademas, el crecimiento de los microorganismos patégenos en dicho medio no se vio
inhibido al ser puesto en contacto con nuestro sistema de produccién demostrandose asi que
ninguno de los materiales o reactivos utilizados tiene actividad fungicida y bactericida, por tanto
su utilizacién no daria lugar a falsos negativos. Todo lo anterior es concordante con las especifi-
caciones y recomendaciones técnicas acerca de este medio emitidas por la EMA (410). Los resul-
tados obtenidos muestran que los operarios cumplen satisfactoriamente el proceso de produc-
cion en esterilidad ya que no se observd crecimiento microbiano en ninguna de las muestras de
BHI analizadas. En general, todos los resultados obtenidos de la validacion del media fill se en-

contraban dentro de los pardmetros establecidos.

En relacion al 42 objetivo, la validacidn del proceso de produccién consistiéo en demostrar
que en las condiciones de produccion establecidas (fuente celular, cantidad de muestra de par-
tida, reactivos, método de expansion o periodo de cultivo, entre otras) se consigue un producto
final que cumple con las especificaciones requeridas (concentracién celular, viabilidad y fenoti-

po, entre otros.).

En nuestro caso llevamos a cabo dicha validacidn de forma prospectiva con la produccién
de cuatro lotes de Medicamento, uno mas de lo exigido por la AEMPS. Sin embargo el material
de partida consistio en tres muestras de médula dsea de pacientes distintos, una de las cuales se
utilizé para validar a su vez el Banco Celular de Reserva que dio lugar al cuarto lote producido. Se
aislé la fraccidn mononuclear de cada muestra de médula por método automatizado con Sepax y
se realizd su expansion siguiendo el PNT correspondiente, efectuando todas las manipulaciones
y controles y analizando los resultados. El proceso completo a escala clinica se llevé a cabo por
todo el personal implicado para demostrar la consistencia de los lotes y del proceso y la integri-

dad funcional de las células durante la fabricaciéon independientemente del operador.

Las muestras de MO se obtuvieron de donantes altruistas tras la firma de consentimiento
informado. Las especificaciones del material bioldgico de partida (médula ésea para uso autdlo-

go) incluyen un estudio seroldgico del donante para VIH, VHB, VHC, sifilis HTLV | y Il y PCR de
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VHC (310,312). Desde el punto vista técnico el harvest de médula désea fue realizado por

hematdlogos especialistas de nuestro servicio altamente cualificados.

Los sistemas automatizados de aislamiento de células se estdn desarrollando actualmente
para facilitar la aplicacidn clinica de las terapias celulares. La fraccién de células mononucleares
(CMN) de las muestras de MO se llevé a cabo con el procesador celular Sepax que permite traba-
jar en ambientes menos restrictivos ya que la muestra queda protegida en todo momento del
ambiente exterior. Este sistema ya ha sido validado por otros autores para aislar y concentrar
células nucleadas de corddn umbilical, sangre periférica o médula 6sea (411,412), habiendo con-
tribuido nuestro grupo a dichas aportaciones (413). Ademas no hay evidencias de que existan
diferencias en la expansidn, caracteristicas funcionales o subpoblaciones de CSM obtenidas con
dicho sistema frente al método de aislamiento manual y su rendimiento y reproducibilidad son

mas elevados, necesitando una minima intervencién del operador (414).

La poblacion de CMN obtenida se cultivd, seleccionando con sucesivos cambios de medio
a las CSM por su adherencia al plastico, morfologia fibroblastica e inmunofenotipo (345). El
numero de duplicaciones hasta llegar al pase adecuado para obtener la dosis clinica celular no
superd las 20 duplicaciones criterio establecido para evitar la entrada en senescencia (395), es-
tando en todos los casos por debajo de nueve. Otros autores restan importancia al nimero de
duplicaciones, dando mas valor al nimero de pase (415) que en nuestros lotes de validacién

tampoco superd los cuatro pases en cultivo.

Una vez obtenida la dosis celular prevista (en nuestro caso entre pase 2 y 3), se trataron
las células con FTVII en un buffer fisioldgico compuesto en su totalidad por reactivos de grado
GMP para forzar la exofucosilacion del antigeno de superficie CD44. Es de resaltar la peculiaridad
técnica que tiene la fucosilacion simultanea de mas de 100 millones de células mesenquimales,
algo que hasta el momento nadie habia realizado a escala clinica y en sistema abier-
to. Posteriormente se lavaron las células, se envasaron y se acondicionaron (producto final) si-
guiendo el PNT establecido, tomando muestras para analizar la viabilidad, fenotipo, microbiolog-

fa, tumorigénesis y potencial de diferenciacidn.

La viabilidad no se vio afectada por el tratamiento enzimdtico manteniéndose ésta siem-
pre por encima de la establecida previamente en la especificaciéon y siendo confirmada con dos
técnicas analiticas distintas, método de exclusién con Azul tripan y por citometria de flujo con

Anexina y loduro de Propidio (Tabla 11).

La eficacia de la fucosilacién se comprobé mediante citometria de flujo midiéndose la ex-
presion de HECA452 y su capacidad de unidn a E-selectina. Ambos parametros se fueron positi-
vos en el 100% de las muestras. Ademas las cuatro muestras analizadas (Figura 39) mostraron un
perfil inmunofenotipico aceptado por la ISCT para las Células Stem Mesenquimales humanas, es
decir elevada expresion de CD105, CD73 y CD90 y ausencia de expresion de CD45, CD34, CD14 y
CD20 (40—43). En nuestro caso, los marcadores estudiados son suficientes para discriminar a las

CSM del resto por el perfil fenotipico del los componentes de la médula.
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Nuestros resultados no mostraron contaminacidon microbioldgica ni en el producto final ni
en ninguna de las fases del cultivo de los lotes validados pese a retirar el antibiético del medio
de cultivo a partir de pase uno para evitar reacciones adversas relacionadas con las trazas de

antibidtico a la hora de infundir de las células.

Ademads, dado que el resultado del test de esterilidad en producto final no se va a obtener
antes de la administracion del medicamento, se realizé una liberacién paramétrica (es decir, se
libera de forma temprana por la caducidad de las células sin tener este resultado en producto
final en base a los resultados previos negativos) pero incluyendo un test rapido, el test de Gram,

aprobado por la Farmacopea Europea (349,350) que fue también negativo en todos los lotes.

Tampoco se detectd presencia de Mycoplasma mediante PcR, lo que confirma la baja inci-
dencia de la infeccidon por micoplasma en los cultivos celulares reportada por otros autores (416)

a pesar de ser otra determinacién exigida en la normativa (352).

El nivel de endotoxinas se mantuvo siempre por debajo de los limites aceptables para la
administracién parenteral de medicamento y el método analitico utilizado también se ajustd a

las indicaciones de la Farmacopea (351).

La tumorigénesis en nuestro caso fue testada por cariotipo y por nivel de expresion de C-
myc medido mediante qPcR. Ambos andlisis mostraron resultados normales en todos los lotes,
lo que concuerda con estudios previos (353,417). Nuestros resultados apoyan los de Crespo et al
(331) que informan de la proteccién frente a la inestabilidad cromosdmica y el mantenimiento
de la multipotencialidad de las CSM humanas cultivadas con lisado plaquetario. Por otro lado, el
andlisis de Ben- David et al. (418) revela que las CSM tienen un 4% de probabilidad de la adquisi-
ciéon de anomalias cromosdmicas. Sin embargo, este estudio ha sido discutido por el grupo de
Sensebe (419).

La potencialidad de las CSM se estudid induciendo dicha diferenciacién con medios es-
pecificos. Las células obtenidas de los cuatro lotes de validacion fueron capaces de diferenciarse

hacia tejido éseo, adiposo y cartilaginoso.

Para establecer la caducidad y las condiciones de almacenamiento del medicamento se
llevé a cabo un estudio de estabilidad. Tras la ejecucién del dicho estudio se concluyd que el
medicamento “Células mesenquimales troncales adultas autélogas de médula dsea expandidas
fucosiladas” se mantiene estables almacenado a 49C durante 48 horas. Durante este tiempo no
se observan cambios fenotipicos, la viabilidad se mantiene en torno al 90% y la expresidn de
HECA no varia.

Consideramos que en base a nuestros resultados y a las caracteristicas transitorias de la
modificacidon enzimatica, la infusidn intravenosa de este tipo celular producido a escala clinica
puede constituir un nuevo enfoque terapéutico en el tratamiento de enfermedades sistémicas,
salvando al menos parcialmente, el actual problema de la via de infusion y anidamiento de las

CSM en numero y cantidad adecuada para la reparacion tisular en enfermedades sistémicas.
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Ademas no se espera que en su traslacidn a la clinica el medicamento produzca ninguna
respuesta inmune en el receptor ya que se trata de células autélogas y en cuya producciéon no
empleamos ningun derivado de origen animal, ya que en nuestro proceso sustituimos el suero
bovino fetal por lisado plaquetario, de origen humano. La seguridad de la modificacién mediante
fucosilacién en la superficie de la célula ya ha sido probada para uso clinico en otros tipos celula-
res. Concretamente Shpall y Colaboradores han realizando en el M.D. Anderson Cancer Center
un ensayo clinico fase | con 50 pacientes con hemopatias malignas sometidos a trasplante de
sangre de corddn umbilical en el que estudian la fucosilacion como un medio para aumentar el
“homing” y el injerto. Sus resultados, publicados recientemente no mostraron ningun problema
de seguridad (420).
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CONCLUSIONES

1. Nuestros datos demuestran que hemos desarrollado un protocolo original de expansién y
fucosilaciéon de CSM de médula ésea humana a escala clinica segln las normas de correcta

fabricacion del medicamento, y ello hace posible su uso en seres humanos.

2. Las células CSM-MO se fucosilan eficazmente, expandidas con nuestro protocolo de culti-

vo, sin aditivos de origen animal y utilizando lisado plaquetario.

3. La documentaciéon elaborada para producir el medicamento CSM-MO fucosiladas a gran
escala y en condiciones GMP se ha llevado a cabo con éxito y cumple las exigencias de la
normativa europea y la establecida por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos

Sanitarios.

4. La simulacién del proceso de fabricacion del medicamento CSM-MO fucosiladas en grado
GMP se realiza en completa esterilidad por todos los operadores que participan en el pro-

ceso de produccién.

5. Se ha conseguido validar el proceso de produccién. La validacion del proceso de fabrica-
cion del medicamento CSM-MO fucosiladas en grado GMP, y utilizando por primera vez el
sistema cerrado Sepax, fue llevada a cabo en completa esterilidad por todos los operado-

res.

6. El medicamento CSM-MO fucosiladas en nuestra sala de produccion celular es apto para
su uso clinico ya que cumple con las especificaciones establecidos en base a las normas de
correcta fabricacidn. Ademds, hemos demostrado que este medicamento se mantiene es-

table y con todas sus propiedades funcionales durante 48 horas conservado a 42C.
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Anexo I:
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SOLICITUD DE ASESORAMIENTO CIENTIFICO A LA AGENCIA ESPANOLA DE MEDICAMENTOS Y PRODUC-
TOS SANITARIOS SOBRE UN CAMBIO DE REACTIVO PARA LA PRODUCCION DEL MEDICAMENTO EN IN-
VESTIGACION (ACTUALMENTE EN FASE PRECLINICA): CELULAS MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA
AUTOLOGAS FUCOSILADAS

iNDICE

1. Objeto de la consulta.
2. Introduccidn al tema.
3. Estudios preclinicos realizados para evaluar la seguridad y eficacia de las células madre me-
senquimales de médula ésea humanas fucosiladas con FT-VI.

3.1. Justificacidn de la eleccién del modelo animal.

3.2. Ensayos de toxicidad aguda.

3.3. Ensayos de toxicidad crdnica.

3.4. Ensayos de tumorogenicidad.

3.5. Ensayos de biodistribucion.

3.6. Ensayos de eficacia (prueba de concepto).
4. Argumentacién del cambio de enzima: Caracterizacién quimica y bioldgica de FTVII y su homo-
logia con FTVI. Mecanismo de accién de FTVII y homologia/diferencias con FTVI.
5. Datos sobre los resultados de FTVII en el laboratorio y en modelos in vitro, particularmente
estudios comparativos entre ambas enzimas.
6. Caracteristicas de fabricacion de la enzima. Certificado de analisis de FTVII.

7. Conclusiones de la propuesta.

1. OBJETO DE LA CONSULTA:

Presentar a la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) los da-
tos que justifican el cambio de enzima fucosiltransferasa (FT) que se emplea en la fase final de
fabricacion del medicamento en investigacién Células Mesenquimales humanas de médula dsea
autdloga fucosiladas (CSM-MO-f) para el tratamiento de la osteoporosis. Dicho medicamente

actualmente se encuentra en fase preclinica.
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Se solicita valoracion por parte del personal experto de la AEMPS sobre si dicha justifica-

cion se considera adecuada y suficiente.

2. INTRODUCCION AL TEMA:

Nuestro grupo consiguid financiacidon en la convocatoria de 2011 de Ensayos Clinicos no
comerciales del MSSSI, para la realizacion del “Ensayo clinico en fase I/1l de utilizacion de células
madre Mesenquimales de médula dsea fucosiladas en pacientes con osteoporosis establecida

|II

con fractura vertebral” (EC11-007) que se encuentra pendiente de iniciar.

Para poder realizar los estudios de fase preclinica del medicamento en investigacion, pre-
sentamos a la convocatoria AES 2012-Proyectos de Investigacion en Salud, la memoria del pro-
yecto titulado “Infusidon intravenosa de células Mesenquimales de médula ésea autdloga modifi-
cadas mediante fucosilacion CSM-MO-f para el tratamiento de la osteoporosis. Estudio preclini-
co de seguridad y eficacia” (FIS P112/00760), que resulté concedida y financiada.

Dicho proyecto, incluia la puesta a punto y comprobacién de la eficacia de la técnica de
fucosilacion de CSM-MO humanas con FT-VI mediante estudios in vitro y el andlisis de biodistri-
bucidn, seguridad y eficacia tras la infusion de CSM-MOf en modelo de ratéon inmunodeprimido
NOD/SCID.

El estudio ha concluido y el andlisis de los resultados demuestra la seguridad del medica-
mento. Dichos resultados, que han sido objeto de una tesis doctoral que se adjunta como anexo,
estdn siendo utilizados en la elaboracién del expediente de IMPD que se enviara a la AEMPS
junto con el resto de informacidn relacionada con el ensayo clinico para su aprobacién a lo largo

del presente mes de Mayo.

En este contexto, se ha producido un cese en el suministro de la enzima fucosiltransferasa
VI (FT-VI), que ha sido sustituida por su analoga FT-VII, la cual es de mas facil purificacion y man-

tiene la misma actividad junto con un mejor perfil de estereoespecificidad (ver mas adelante).

Con motivo de este cambio de reactivo, mantuvimos una reunidn presencial el dia
13/12/13 en la sede de la AEMPs con el Dr Ferndndo Méndez Hermida del Servicio de evaluacidn
farmaco-toxicolégica del Departamento de Medicamentos de uso humano, en la que participa-
ron por parte de nuestro grupo el Dr Jose M2 Moraleda Jiménez, el Dr Robert Sackstein y otros
investigadores del equipo. El Dr. Sackstein, con quien colaboramos estrechamente, ha desarro-
llado en la Universidad de Harvard la técnica de fucosilacion del antigeno CD44 de las células
Mesenquimales para mejorar su migracidn a tejidos diana y explicé a los asistentes los motivos y
consecuencias de emplear una u otra enzima fucosiltransferasa. En su laboratorio se han reali-
zado los ensayos pertinentes para comprobar la equivalencia entre ambas enzimas. Por nuestra
parte, hemos reproducido con FT-VII los ensayos in vitro realizados previamente con FT-VI vy,
realizando los mismos controles de calidad en proceso, hemos comprobado que conseguimos

fucosilar células mesenquimales de médula 6sea humana de forma eficaz con ambas enzimas.

174



ANEXOS

La fabricacion del medicamento consiste, brevemente, en: expansién in vitro de CSM de
médula ésea autdlogas segln protocolo habitual (en nuestro caso con adicién al medio de lisado
plaquetario, sin empleo de derivados de origen animal) y tras despegarlas en pase 3-4, incuba-
cidn de las mismas a 37°C con la enzima fucosiltransferasa y su sustrato, en un medio tampona-
do que protege la viabilidad celular. Tras finalizar la incubacién, se realizan lavados para eliminar
posibles trazas de enzima y las células se resuspenden en solucidn salina fisiolégica y se envasan

para su administracion al paciente.

La fucosilacién, a nivel molecular, consiste en la adicidn de una molécula de fucosa en po-
sicién alfa-(1,3) al azlcar N-acetilglucosamina presente en una unidad terminal de lactosamina

tipo 2 que posee el antigeno de membrana CD44 de las células mesenquimales.

Gal-NAcGlc--(Asn)CD44

-Gal-NAcGlc---CD44
Fucosiltransferasa ﬂ

-Gal-NAcGlc---CD44
Fuc HCELL

Con la adicidn de este azlcar, CD44 se convierte en HCELL, que es un potente ligando de
E-selectina, lo que permitira que las células mesenquimales puedan migrar de forma mas efecti-

va al tejido 6seo donde ésta se expresa.

Se trata de una modificacidn transitoria, de manera que la expresion de HCELL en las
células fucosiladas se mantiene estable durante 24 horas, haciéndose progresivamente indetec-

table en torno a las 72-96 horas, debido al propio turnover de la proteina de superficie.

Como se desarrolla mas adelante, tanto FT-VI como FT-VII son capaces de llevar a cabo esta re-

accion, con incluso ventajas de estereo-especificidad y pureza para FT-VII.

Se trata por tanto de un cambio en un reactivo empleado en una de las Ultimas etapas
del proceso de fabricacion del medicamento en investigacion, que no se acompaina de cambios
en la actividad ni las especificaciones establecidas para el producto final. Abre la posibilidad de
gue existan dos "reactivos", lo que siempre es positivo para la cadena de trabajo y proporciona
ademas mayor disponibilidad de proveedores, lo que también podria, en consecuencia, abaratar

costos.

3. ESTUDIOS PRECLINICOS REALIZADOS CON FT-VI:

Para probar la seguridad de la infusion de células mesenquimales de médula ésea
humana fucosiladas, hemos realizado un estudio prospectivo analitico de tres brazos, con infu-

sidn intravenosa del medicamento a través de la vena caudal de ratones NOD/SCID de ambos
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sexos. En el primer brazo (n=13) infundimos a los ratones 1x10° células stem mesenquimales
humanas fucosiladas, en el segundo brazo (n=14) infundimos 1x10° células stem mesenquimales
humanas sin fucosilar para comparar perfil de seguridad, anidamiento y formacion dsea y en el
tercero y ultimo (n=4) se infundid suero salino fisioldgico (SSF) al 0,9% como grupo control. El

estudio completo, se adjunta en forma de tesis doctoral como anexo |.
Las conclusiones de los ensayos realizados son, de forma resumida:

1. La fucosilacién ex vivo de Células Mesenquimales de médula ésea humanas con FT-VI se ha

implantado de forma exitosa en nuestro centro.

2. La fucosilacién ex vivo no modifica las caracteristicas bioldgicas intrinsecas de las Células
Stem Mesenquimales manteniendo éstas su integridad morfoldgica, inmunofenotipica, fun-

cional y citogenética.

3. Lainfusién intravenosa de Células Stem Mesenquimales fucosiladas mostrd un perfil de segu-
ridad 6ptimo en los ratones NOD/SCID, con iguales resultados en términos de bienestar ani-
mal, pardmetros hematicos y bioquimicos en suero y una menor frecuencia de alteraciones
histoldgicas que los infundidos con Células Stem Mesenquimales sin fucosilar o con suero sa-

lino fisioldgico.

4. Lainfusion intravenosa de Células Stem Mesenquimales fucosiladas asocié mayor nimero de
ratones NOD/SCID con osteoblastos osteocalcina humano positivos y una mayor osteoblas-
togénesis cuantitativa que los infundidos con Células Stem Mesenquimales sin fucosilar o

suero salino fisioldgico.

5. La biodistribucion de las Células Stem Mesenquimales fucosiladas, evaluada mediante reac-
cién en cadena de la polimerasa por retrotranscripcién, fue normal, sin objetivarse expresion
de ARNm humano en corazén, pulmoén, higado, bazo, rifidn, génadas, sistema nervioso cen-

tral ni sangre periférica de los ratones NOD/SCID.

6. La infusidn intravenosa de Células Stem Mesenquimales en ratones NOD/SCID es segura y
eficaz en el modelo murino NOD/SCID por lo que puede convertirse en una herramienta util

para el tratamiento de la osteoporosis en humanos.

4. ARGUMENTACION DEL CAMBIO DE ENZIMA: CARACTERIZACION QUIMICA Y BIOLOGICA DE

FTVII Y SU HOMOLOGIA CON FTVI. MECANISMO DE ACCION DE FTVII Y SUS DIFERENCIAS CON

FTVI.

El cambio de enzima, que se realiza como consecuencia de un cese en el suministro (al
menos temporal) de FT-VI, no tiene efectos deletéreos sobre el proceso de fabricacién y la cali-
dad del producto, dado que ambas enzimas consiguen la misma modificacidn, tal y como se ex-

plica a continuacion.
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Las enzimas FTVI y FTVII pertenecen al mismo tipo de glicosiltransferasas conocidas como
“a-(1,3) flucosiltransferasas” que catalizan la unidn en posicién a-(1,3) de la fucosa a un azucar
N-acetilglucosamina presente en una unidad terminal de lactosamina tipo 2: Gal-B(1,4)-GlcNAc-R
(siendo “R” una cadena de polilactosamina). Ambas enzimas tienen estereoespecificidad para
llevar a cabo la a-(1,3) fucosilacién y comparten el 43% de homologia en su secuencia peptidica
(Sasaki K, et al. “Expression of Cloning of a Novel a-(1,3)-Fucosyltransferase that is Involved in
Biosynthesis of the Sialyl Lewis X Carbohydrated Determinant in Leukocytes”. J Biological Che-
mistry 269:14730-737, 1994).

Tanto FTVIy FTVII producen exclusivamente a-(1,3) fucosilacion, sin embargo FTVII sélo es
capaz de fucosilar la N-acetilglucosamina cuando ésta se encuentra dentro de una cadena de
lactosamina tipo 2 que posee un acido neuraminico terminal (“NeuAc”) conocido también como
acido sialico, en posicion a-(2,3) de la galactosa terminal: NeuAc-a(2,3)-Gal-B(1,4)-GlcNac-R (esta
estructura es conocida como “lactosamina sializada”). Cuando esta reaccion ocurre, se forma un
tetrasacarido llamado “sialyl Lewis X” (sLex): NeuAc- a(2,3)-Gal- B(1,4)-[Fuc- a(1,3)]GIcNAc-R).

FTVI puede fucosilar la N-acetilglucosamina cuando se encuentra en un residuo terminal
de lactosamina tipo 2 tanto no sializado como sializado. Cuando se fucosila una lactosamina no

sializada, se crea el trisacarido conocido como “Lewis X" (Lex): Gal-B(1,4)-[Fuc-a(1,3)] GIcNAc-R).

Asi, dado que FTVII sélo puede fucosilar la lactosamina tipo 2 sializada, Unicamente dara
lugar a sLex, mientras que FTVI puede crear tanto sLex como Lex. La estructura sLex es el ligando
por excelencia de E-selectina mientras que Lex carece de la funcion de ligar dicha proteina. Por
tanto, FTVIl es mas especifica en la produccién enzimatica de determinantes de unién a E-
selectina que FTVI, ya que la primera esta especializada en producir sélo sLex (Sackstein R. “Gly-
cosyltransferase-Programmed Stereosubstitution to Create HCELL: Engineering a Roadmap for
Cell Migration”. Immunological Reviews 230:51-74, 2009).

5. DATOS SOBRE LOS RESULTADOS DE FTVII EN EL LABORATORIO Y EN MODELOS PRECLINICOS,

PARTICULARMENTE ESTUDIOS COMPARATIVOS ENTRE AMBAS ENZIMAS.

Para los estudios in vitro realizados hasta ahora, las enzimas FTVI y FTVII empleadas han
sido suministradas por dos proveedores distintos, que utilizan métodos propios para determinar
la actividad de cada enzima. FTVI se suministra en unidades de actividad mientras que FTVII se
suministra en unidades de concentracién (mg/ml). Dado que ninguno de los proveedores pro-
porciona enzima al otro para poder calcular su equivalencia, en el laboratorio del Dr Sackstein,
se ha efectuado una curva de dosis-respuesta para normalizar los niveles de enzima necesarios
para la reaccion utilizando FTVI y FTVII, buscando establecer la eficacia de cada enzima en la
produccién de sLex en la superficie de las células madre mesenquimales humanas (MSCs) tra-
tando en mismo numero de células (20 millones de células por mililitro). También demostraron
que ninguna de ellas necesita Manganeso (idn altamente téxico) para llevar a cabo la exofucosi-

lacién de la superficie celular.
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En la figura 1 pueden verse los niveles de expresion de sLex en la superficie celular con ca-
da enzima. Por citometria de flujo se observa una meseta de intensidad media de fluorescencia

(MFI) de 100 para cada enzima medida con el anticuerpo monoclonal HECA452 que detecta sLex.

Fig. (1) Comparisonof sLex production by FTWI and FTVIlonthe MSC Surface
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La figura 2 muestra el western blot de lisados celulares de células mesenquimales huma-
nas tratadas con FTVI y FTVIl. Usamos el anticuerpo monoclonal HECA452 para medir la expre-
sién de sLex y una inmunoglobulina quimérica de E-selectina para medir la expresién del ligando
de E-selectina. Se observd que tanto FTVI como FTVII crean de manera similar la estructura sLex
(medido con HECA452) y confieren actividad ligando de E-selectina a la estructura CD44 de las
células mesenquimales. El inmunoblot de la parte inferior es un control de la expresién de CD44,

mostrando que todos los extractos tienen el mismo nivel de CD44.

Fig. (2) Comparison of HCELL productionin MSCwith FTVItreatment and FTVIltreatment
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Como se muestra en la figura 3, también se realizaron ensayos de adhesidn bajo condicio-
nes de flujo hemodindmico. Se observé que las células mesenquimales humanas tratadas con
FTVIl tienen gran capacidad de unién a la E-selectina expresada en las células endoteliales
humanas dentro del rango de flujo fisioldgico (1-4 dinas/cm?). Por tanto, FTVII es un potente

catalizador de la formacién de HCELL en la superficie de las células mesenquimales humanas.

Fig. (3) Rolling of MSCs over HUVEC stimulated for E Selectin expression of thecell surface.
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6. CARACTERISTICAS DE FABRICACION DE LA ENZIMA. CERTIFICADO DE ANALISIS DE FTVII

La mayor ventaja de FTVII con respecto a FTVI, es que FTVII es producida en células CHO
como una proteina marcada con histidinas en su carbono terminal y puede ser purificada a partir
de sobrenadantes de cultivos por cromatografia en columna de niquel. FTVI era producida en
levaduras (Pichia pastoris) y no contenia marcas de histidina, por lo tanto, FTVI sélo podia ser
purificada por cromatrografia de intercambio iénico, y como tal, la pureza de la proteina no su-
perd nunca el 85%. Como se muestra en las hojas adjuntas del proveedor (R&D Systems), la en-
zima se resuspende en solucién salina estéril equilibrada de Hans (HBSS), la pureza es superior al
95% con niveles de endotoxinas <2,5 UE/ml y los anélisis microbioldgicos no muestras contami-

nacion fungica o bacteriana. (ver Anexo Il).

7. CONCLUSIONES DE LA PROPUESTA:

La enzima FTVII cumple o supera todas las caracteristicas de FTVI, con la ventaja adicional
de que se puede purificar mas facilmente gracias a la incorporacion de una secuencia de histidi-
nas en el extremo C-terminal. El uso de FTVII no tiene efectos deletéreos sobre el proceso de
fabricacion y la calidad del producto y nos permite ser versatiles en situaciones como la actual

de problemas de suministro (al menos temporal) de FT-VI.

En el presente documento, mostramos que los estudios preclinicos de seguridad y eficacia
de la infusién intravenosa de células Mesenquimales de médula ésea humanas modificadas me-

diante fucosilacion con FT-VI en modelo murino NOD/SCID han demostrado seguridad (Anexo I).
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Dada la homologia entre FT-VI y FT-VII, con ventajas en cuanto a especificidad y pureza
para FTVII, nuestra posicion es la de poder validar ambas enzimas en condiciones GMP para la
fabricacion del medicamento en investigacidon “células mesenquimales de médula ésea humana

fucosiladas”.

Planteamos una alternativa equivalente en cuanto a calidad y eficacia en un reactivo em-
pleado durante la fase final del proceso de fabricacién del medicamento en investigacion, que
no se acompafia de cambios en la actividad ni las especificaciones establecidas para el producto
final. Abre la posibilidad de que existan dos "reactivos", lo que siempre es positivo para la cade-
na de trabajo y proporciona ademas mayor disponibilidad de proveedores, lo que también podr-

fa, en consecuencia, abaratar costos

Agradeceremos la revisiéon de esta propuesta por parte de la Agencia reguladora corres-
pondiente (AEMPS), asi como conocer los comentarios u objeciones que pudiesen surgir tras la

misma.
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Anexo Il

HOJA DE INFORMACION PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS
(MEDULA OSEA) PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

En el proceso de donacién de muestras bioldgicas serd de aplicacion la Ley 142007 de 3
Julio de Investigacion Biomédica y conforme a la cual, previa a la firma del consentimiento para
la utilizacién de una muestra bioldgica con fines de investigacién biomédica recibira la
informacion que se detalla en el capitulo Ill de la ley citada referente a la finalidad, beneficios
esperados, posibles inconvenientes, identidad del responsable, derecho de revocacién del
consentimiento, lugar de realizacién de los andlisis y destino de las muestras, derecho a conocer
los datos genéticos, garantias de confidencialidad, conservacién de los datos y muestras, acceso
a datos y derecho a no ser informado. Para ello se le entrega una hoja de informacién sobre Ila
donacidon de muestras bioldgicas que podra leer detenidamente asi como preguntar las dudas
que le surjan previo a la firma del consentimiento especifico para dicha donacién.

El procedimiento que se le propone a usted como paciente de traumatologia, que va a ser
intervenido quirdrgicamente bajo anestesia general o raquianestesia, consiste en donar
voluntariamente médula ésea sin que la obtencién de ésta le suponga dolor alguno ni interfiera
con el manejo habitual de su patologia quirudrgica. Dicha muestra bioldgica (médula dsea) serd
utilizada en el proyecto de investigacion biomédica titulado: “Validaciéon de la obtencién de
células mononucleadas de médula ésea asociada a la puesta en marcha de ensayos clinicos de
terapia celular” que esta siendo realizado por el equipo de investigacion coordinado por el Dr.
José M. Moraleda Jiménez, en la Unidad de Produccidn Celular del Servicio de Hematologia y
Hemoterapia y que ha sido ya evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HCUVA).

OBJETIVO

El avance de la ciencia y de la medicina exige la realizacidn de investigacién sobre muestras
humanas, ya sea de donantes sanos o de enfermos.

Se solicita su participacidn en este proyecto de investigacion consistente en aislar células
madre localizadas en la médula dsea, que le serdn extraidas durante el transcurso de la
intervencién quirdrgica de su patologia de base.

Las células de nuestro organismo, en mayor o menor medida, estdn en continuo proceso
de renovacion. Esta renovacidn incluye la sustitucidn de células dafiadas y/o muertas por células
nuevas; esto hace que los tejidos mantengan su estructura y funcién de manera adecuada. Este
proceso de renovacidn se realiza a partir de células madre que son capaces de diferenciarse hacia
distintos tipos celulares segln las necesidades del tejido dafiado. Las células madre se localizan
en muchos tejidos (hueso, cartilago, tejido adiposo...) asi como en la médula ésea, siendo éste su
reservorio principal.

Se pretende validar la obtencién de las células mononucleadas de médula ésea con el
objetivo de profundizar en el conocimiento de la biologia de las células madre, y que los avances
obtenidos puedan trasladarse lo antes posible a la préctica clinica con la puesta en marcha de
ensayos clinicos de terapia celular.

En ningln momento se utilizara la muestra con otra finalidad distinta a la mencionada.

¢COMO SE REALIZA LA DONACION DE MEDULA OSEA?
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La donacidn de médula dsea se realizara en el quiréfano de traumatologia del HCUVA una
vez anestesiado el paciente y preferentemente antes de la intervencidn de su patologia
quirdrgica, si las condiciones de quiréfano lo permiten. El procedimiento de extracciéon que
normalmente dura menos de 15 minutos sera realizado por hematdlogos de la Unidad de Terapia
Celular mediante puncion de la cresta iliaca (hueso de la pelvis) del paciente, ya anestesiado para
la intervencién de su patologia traumatoldgica, por lo que son totalmente indoloras. La cantidad
de médula dsea que se extraera sera de 50 ml.

Una vez otorgado su consentimiento y obtenida la muestra habra concluido su
participacidn en el proyecto y no se le exigira que dedique ningun tiempo extra al mismo.

¢ CUALES SON LOS RIESGOS GENERALES DE LA DONACION DE MEDULA OSEA?

La muestra de médula dsea que se le va a extraer no forma parte del protocolo habitual de
actuacién médica para su patologia de base, pero no se esperan riesgos especiales afadidos por su
participacion en este estudio.

La experiencia de miles de donaciones de médula ésea efectuadas en el mundo demuestra
gue el procedimiento no comporta dafio o merma alguna. Existen unos riesgos minimos ligados al
procedimiento, menos del 0.5 por 100, como son la aparicién de un pequeio hematoma en los
sitios de puncidn, la posibilidad de infeccion en los sitios de extraccidén y raramente, lesiones de
algun tejido local (durante la extraccién de la sangre medular es posible provocar dafios locales a
los tejidos causando, por ejemplo, ciatalgia).

El organismo no advierte ningln sintoma por la carencia de esta médula, que se recupera
en unos dias. Aunque es posible que en los 2-3 dias posteriores a la extraccidn, usted presentara
dolor local en la zona de puncién, no es necesario tomar ningun analgésico adicional al estar
contemplado en tratamiento que le prescriba el traumatdlogo por su patologia de base.

BENEFICIOS ESPERADOS Y COMPENSACION

Tal como recoge la Ley de Investigacién Biomédica de 3 de Julio de 2007, “La donacidny la
utilizacidon de muestras bioldgicas humanas sera gratuita, cualquiera que sea su origen especifico,
sin que en ningun caso las compensaciones que se prevén en la ley tengan un caracter lucrativo o
comercial. La donacidn implica, asi mismo, la renuncia por parte de los donantes a cualquier
derecho de naturaleza econémica o de otro tipo sobre los resultados que pudieran derivarse de
manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con dichas muestras
biolégicas”.

Los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y
de muchas otras pretenden ayudar al avance médico y no se espera que le beneficie a usted
directamente. Sin embargo, esta informacion ayudara a investigar las propiedades de las células
madre, por lo que en el futuro, en caso de resultar positivas, tanto usted como otras personas
podrian beneficiarse.

No percibira ninguna compensacién econdmica o de otro tipo por las muestras donadas y
éstas no tendran valor comercial.

La donacion implica, la renuncia por parte de los donantes a cualquier derecho de
naturaleza econdmica o de otro tipo sobre los resultados que pudieran derivarse de manera
directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con las muestras bioldgicas.

La donacidon de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer uso de ellas

siempre que estén disponibles, cuando por razones de salud puedan ser necesarias.
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La titularidad de los resultados de la investigacion realizada con las muestras
correspondera a los investigadores responsables.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO

La decisidn de donar sus muestras es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a donarlas
e incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna
explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la relacién con su médico ni perjuicio
alguno en su diagndstico/tratamiento y/o seguimiento.

Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, se procederd a la destruccion
inmediata de la parte de las muestras que no se haya utilizado en la investigacién, sin perjuicio
de la conservacion de los datos resultantes de las investigaciones que se hubiesen realizado con
caracter previo.

¢A QUIEN PUEDO PREGUNTAR EN CASO DE DUDA?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para donacidén de muestras
biolégicas (médula désea).

Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacion que desee sobre cualquier aspecto de la
donacidn y sus implicaciones contactando con el investigador principal del proyecto, el Dr. José
M. Moraleda Jiménez en el teléfono 968 369532.

CONFIDENCIALIDAD

Los investigadores responsables de la investigacion se comprometen a asegurar la
intimidad y confidencialidad de los datos de cardcter personal de los sujetos que participen en el
estudio, de conformidad a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos
de Caracter Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el
Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la Ley 412002, de 14 de noviembre, basica
reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion
y documentacién clinica y documentos contenidos en el archivo.

Toda la informacion que se obtenga de analizar las muestras sera considerada confidencial
y tratada en consecuencia.

Para garantizar el anonimato de su identidad (asegurar que la informacion de su muestra
de médula 6sea no se relaciona con su identidad), su muestra sélo ird identificada desde el
momento mismo de la extraccidn con un cédigo, no con su nombre. Sélo este codigo, y nunca su
identidad, aparecera donde figure la informacion clinica referida a usted. La relacién entre su
codigo y su identidad quedara custodiada por alguna persona autorizada del equipo investigador,
adoptandose medidas estrictas para que tal informacidn no esté disponible mds que para este
personal autorizado, que en ningln caso podrd desvelar su identidad a terceros. Asi, podemos
asegurar que cualquier informacidon que se obtenga a partir de sus muestras bioldgicas sera
confidencial.

Asimismo, se informa que los resultados obtenidos de los diferentes estudios llevados a
cabo con las muestras, pueden ser publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca sera
facilitada su identidad o datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE LA DONACION
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Los datos que se obtengan del analisis de la muestra seran archivados, y formaran parte
del estudio referido. Los métodos utilizados en investigacién Biomédica suelen ser diferentes de
los aprobados para la practica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor clinico
para usted.

A estos efectos, se entendera que no desea recibir tal informacién, tanto en relacién con
su persona como con su familia, salvo que manifieste lo contrario.

En el caso de que el médico responsable considere que usted debe recibir dicha
informacion para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares bioldgicos, se
informard a un familiar préximo o a un representante, previa consulta del comité asistencial si lo
hubiera. En todo caso, la comunicacién se limitara exclusivamente a los datos necesarios para
estas finalidades.

Los productos bioldgicos que se generen en este estudio, se podrdn mantener en el
Biobanco de la Regién de Murcia para ser utilizadas para cualquier otra investigacion futura y
para ello, se le entrega junto con esta informacidn Hoja de informacién y autorizacién especifica
del Biobanco.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS
(MEDULA OSEA) PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

Titulo del Proyecto: Validacion de la obtenciéon de células mononucleadas de médula 6sea
asociada a la puesta en marcha de ensayos clinicos de terapia celular.

Investigador principal: José M. Moraleda Jiménez
Servicio: Hematologia y Hemoterapia

Yo, he sido informado por

el Dr. , investigador del proyecto de investigacién arriba

mencionado, y declaro que:

— Entiendo que la muestra biolégica (médula dsea) sera utilizada con fines de investigacién
biomédica.

— Entiendo que la muestra de médula 6sea no forma parte de la practica habitual para el
diagndstico, tratamiento y seguimiento de mi enfermedad.

— Entiendo que la identidad de mi persona sera tratada de forma confidencial y codificada,
de forma que quede protegida, de acuerdo a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999 del
13 de diciembre de proteccidn de datos de caracter personal.

— Entiendo que cualquier resultado patoldgico detectado en los estudios realizados me sera
comunicado por el médico responsable.

— Entiendo que mi consentimiento no obliga a recoger ni guardar la muestra bioldgica
(médula) si se considera que las circunstancias no son idéneas.

— Conservo la posibilidad de renunciar a este consentimiento.

— Entiendo que no recibiré compensacién econdmica alguna por autorizar el uso de las
muestras bioldgicas.

— He comprendido la informacién recibida, he podido formular todas las preguntas que he
creido convenientes y me han aclarado todas las dudas planteadas, y en consecuencia, doy
mi consentimiento.

Donante Firma Fecha



ANEXOS

(Nombre completo en mayusculas del donante)

Representante legal Firma Fecha
(si el donante es un menor o legalmente autorizado

para actuar como representante personal para

firmar por nombre del donante)
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ANEXOS

Anexo Il

HARVEST DE MEDULA OSEA

Preparar mesa de quiréfano estéril con:

= 2 agujas de aspirado de médula 6sea.
= 2 duquesitas abiertas.

= Verter con jeringa de 10ml y aguja gruesa el contenido
de 2 viales de heparina 5% en una de las duquesitas.

= Con la misma aguja gruesa purgar 8 jeringas estériles de
10 cc con la heparina que hemos vertido en la duquesita
y cargarlas con 0.5 ml de heparina, depositandolas sobre
la mesa.

= Abrir una bolsa de transferencia de 150 ml, sellandole el
tubular con un nudo y acoplarle un SSC con una llave de
3 pasos que debe permanecer cerrada en todo momento
excepto cuando se vaya a introducir la médula 6sea.

AYUDANTE

= Si el paciente esta Unicamente sedado, cargar 2 jeringas
con anestésico local (mepivacaina)

= Con el paciente en decubito prono, desinfectar la zona de puncién con betadine en
abundancia.

= Poner anestesia local si precisa.

Puncionar y aspirar enérgicamente las crestas iliacas para obtener un maximo de 3
ml por plano mientras se gira el trécar. Cambiar de plano profundizando el punto de
punciéon mediante el giro de la aguja sobre su eje o bien, cambiar a un nuevo punto
de puncion 6sea, empleando si es posible el mismo orificio cutaneo.

= Una vez finalizado el procedimiento, describirlo en el parte de quir6fano, que que-
dara incluido en la historia clinica del paciente segun practica habitual.

|

Una vez obtenidos 10ml por jeringa, se agitara para obtener homogeneizacion de la
misma y se pasara al ayudante de quir6fano que vertera el contenido en la bolsa de
transferencia a través de la llave de 3 pasos. El ayudante debe agitar continuamen-
te la bolsa para evitar codgulos.

HEMATOLOGOS

Una vez recolectada la médula se ocluird la llave de 3 pasos mediante un
tapon estéril. La bolsa externa (bolsa de nutricién) se doblara sobre la que
esta en contacto con las células.

AYUDANTE

Dicha bolsa se introduce a su vez envuelta en un pafio estéril con pegatina identifi-
cativa de la muestra
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