Terapia celular y genética B

Cinco razones

Para utilizar los sistemas de terapia celular (STC) de los
CO: incubadoras en la produccion de su terapia celulary

genica
©

thermo scientific



Cada dia se desarrollan nuevas
terapias celulares y génicas que
cambian vidas. En el paso de la
investigacion

al desarrollo a escala, la
reproducibilidad de las
condiciones en las que se
desarrollo biologia es crucial. La
forma en que se cultivan las
células puede afectar a los
atributos criticos de calidad
(COA), como la frecuencia de
expresion de proteinas de la

superficie celular, la duracion,

la potencia y otros. [1]

Produccion de terapia celular y genética

Entendemos que su proceso de cultivo
celular es Unico para su nuevo bioldgico,
y los anos que ha dedicado

en desarrollo pueden culminar en un
avance que ayude a mejorar la salud
humana. Hay tantos pasos en el
proceso, tantas variables que controlar.
Nosotros podemos ayudarle. Los
incubadores Thermo Scientific™ CO2
Cell Therapy Systems Incubators (CTS™)
Series son conocidos en todo el mundo
por su calidad, rendimiento, fiabilidad y
reproducibilidad.

He aqui 5 razones por las que
puede confiar en estos modelos
como centro de su proceso de
produccion.




Caracteristicas de las incubadoras de
CO2 de la serie CTS:

- Filtracion HEPA en la camara
- Esterilizacion automatica por calor

con nivel de garantia de 12 litros
(SAL)

- Depositos de humedad protegidos

- Estantes electropulidos Juntas,
estas avanzadas tecnologias ayudan
a minimizar las posibilidades de que
los microorganismos colonicen la

incubadora o sus células cultivadas.

e Proteccion de muestras probada

Filtracion HEPA en la camara

Un filtro de particulas de aire de alta energia (HEPA)
capturara todas las particulas y microorganismos,
independientemente de su tamafio. Esto se debe a
diferentes procesos fisicos que incluyen la impactacion, la
difusion y la interceptacion. [2]

Las incubadoras de CO2 de la serie CTS de Thermo
Scientific cuentan con filtracion HEPA en camara que filtra
todo el volumen de aire de la camara cada 60 segundos,
logrando condiciones ISO Clase 5 0 mejores en cinco
minutos 0 menos después de cada apertura de la puerta.
Esta tasa de reduccion de particulas es sélo

posible con componentes internos de la camara. Algunos
fabricantes de incubadoras sitian un filtro HEPA fuera de
la camara de la incubadora en un bucle de derivacion, lo
que requiere que las muestras de aire se extraigan de la
camaray pasen a través del tubo hasta el filtro HEPA,
accionado por una bomba de aire. Esta disposicion puede
resultar en una filtracidon incompleta del aire y un tiempo
mucho mas lento para limpiar la calidad del aire de la
camara.
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Figura 1. El sistema de filtracion HEPA de CO2 Thermo Scientific™ Heracell™ Vios™ CR reduce el
nimero de particulas circulantes en la camara de la incubadora en 10.000/m3 en 5 minutos tras una
Apertura de la puerta en 30 segundos. Todo el volumen de aire de la camara circula a través del filtro
HEPA cada 60 segundos, con lo que el recuento de particulas se aproxima a cero mientras la puerta de

la incubadora permanece cerrada.



e Proteccion continua probada de las muestras
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Tabla 1. Se ha demostrado de forma
independiente que los ciclos de esterilizacion de
Thermo Scientific eliminan mas de 6 registros de
los indicadores bioldgicos de esterilizacion
especificados. Para cada modelo, el ciclo de
esterilizacion se probo utilizando la mitad del
tiempo a la temperatura de esterilizacion
especificada (180°C a 45 minutos para los
modelos Heracell Vios, 0 140 °C durante una
hora para las incubadoras de CO2 Thermo
Scientific™ Forma™ Steri- Cult™). Esto da como
resultado un registro de 12 SAL para ciclos
completos de produccion de unidades. [5,6] El
color naranja indica el BI para unidades secas
esterilizadas por calor, el verde indica el BI para
esterilizacion en autoclave.

Esterilizacion térmica automatizada SAL de 12 log

El control de los microorganismos en una sala blanca de
produccion es primordial, ya que estas terapias unicas no
pueden someterse a la filtracion final. Los métodos
utilizados para la eliminacion deben ser eficaces para lograr
resultados consistentes y fiables que ayuden a proteger la
integridad del producto y, en ultima instancia, la seguridad
del paciente.

La esterilizacion se define en las farmacopeas
estadounidense y europea [3,4] como la evidencia de la
eliminacion de un millon (106) de microorganismos
especificos que son mas resistentes al tratamiento que
cualquier otra forma de vida. Para la esterilizacion por calor
seco, el organismo indicador biologico (BI) aceptado es la
forma endosporosa de Bacillus atrophaeus. Para la
esterilizacion en autoclave, el BI es la forma endosporosa
de Geobacillus stearothermophilus, y deben utilizarse cepas
especificas con resistencia al calor cuantificada.

Tabla 1. Ciclos de esterilizacion

Para la farmacopea estadounidense, se requiere una
prueba adicional de "exceso", en la que se duplica el
tratamiento letal, para un tratamiento eficaz 1012 (12-log)
nivel de garantia de esterilidad (SAL). Ademas, nivel de
garantia de esterilidad (SAL), se requiere que el aire
caliente circule constantemente "utilizando un ventilador o
soplador" para eliminar los puntos frios donde los
microorganismos podrian sobrevivir al tratamiento.

Los incubadores de CO2 de la serie CTS de Thermo
Scientific son Unicos en proporcionar esta prueba de
esterilizacion (Tabla 1), asi como extensos mapas de
temperatura de las camaras de incubacion para mostrar
que todas las areas alcanzan la temperatura de
esterilizacion especificada y que el tiempo a temperatura
de esterilizacion es al menos el doble del requerido para
eliminar las BIs [5,6]. Ningun otro fabricante de
incubadoras de CO2 cumple este nivel de evidencia.

Eficacia da esterilizagao a alta temperatura em incubadoras de CO2 - série CTS

Modelo de Microorganismo Controle Nimero Reduccié
Incubadora positivo recuperado| N de
médio (CFU) troncos
Heracell Vios Bacillus atrophaeus spores ATCC 51189 2.16x107 NG 7.3
Heracell Vios Geobacillus stearothermophilus spores ATCC 12980 4.81x106 NG -6.7
Heracell Vios Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 2.98x104 NG -4.5
Heracell Vios Mycoplasma pneumoniae ATCC 15531 1.25x106 NG -6.1
Forma Steri-Cult Bacillus atrophaeus spores ATCC 6633 4.3x10°¢ NG -6.6
Forma Steri-Cult Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 3.13x10¢ NG -6.4
Forma Steri-Cult Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 8.57x10¢ NG -6.9




Proteccion continua probada de las muestras

Fuente de humedad protegida

La humedad relativa (HR) suele proporcionarse en un
proceso de cultivo celular para limitar la evaporacion de
los medios de cultivo y mantener al mismo tiempo un
equilibrio preciso de los componentes. Los procedimientos
normalizados de trabajo (PNT) relativos a la humedad
relativa varian ampliamente. Cuando se suministra agua
para la humedad relativa en un entorno de produccion, es
extremadamente importante proteger el agua de la
contaminaciéon microbiana. Los incubadores de CO2 de la
serie CTS ofrecen diferentes enfoques para proteger el
agua. Los modelos Steri-Cult disponen de un depdsito de
agua externo (Figura 2A) que puede rellenarse
asépticamente sin abrir la camara de la incubadora. El
depdsito alimenta un atomizador que suministra una HR
controlada de 0% a 95% a la camara de incubacion.

Los modelos Heracell Vios CR y Thermo Scientific™ Forma™
Steri- Cycle™ CR ofrecen un sistema mas sencillo. Un
deposito de agua integrado y cubierto esta protegido por un
prefiltro para ayudar a evitar que las particulas mas grandes
y los microorganismos entren en el depdsito de agua.
Cuando el aire circulante entra en el espacio protegido,
captura la humedad y los gases acondicionados, y luego
pasa a través de un filtro HEPA en la camara para limpiar el
aire. Las pruebas internas demuestran que este disefo
ayuda a mantener el agua mucho mas limpia que una cubeta
abierta estandar [7]. La tapa es facilmente extraible para
dejar totalmente al descubierto el depdsito de agua (figura
2B) y facilitar asi su limpieza y desinfeccion como parte de
un proceso estandar de GMP [8].

Figura 2B. Los depositos de agua de Vios CR y Steri-Cycle CR son totalmente accesibles sin herramientas para su limpieza y desinfeccion programadas.
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Figura 2A. El depdsito externo de Steri-Cult
puede llenarse asépticamente sin abrir la
camara del incubador.




e Proteccion continua probada de las muestras

Figura 3. Camara de incubacion de acero inoxidable
electropulido Heracell Vios CR.

Interior electropulido

El electropulido del acero inoxidable mejora pulido
mecanico. El proceso de electropulido elimina la
rugosidad y la estructura microscépica de las superficies
de acero inoxidable. Las incubadoras de CO2 de la serie
CTS presentan interiores electropulidos (figura 3) que
reducen la rugosidad de la superficie (Ra) a menos de 0,4
pm, en comparacion con una Ra estandar de menos de 0,8
pm. Este tratamiento reduce significativamente las
pequenas areas donde podrian residir los
microorganismos, reduciendo la adhesién bacteriana
hasta en un 95% [9]. El electropulido también mejora la
resistencia a la corrosion de los desinfectantes quimicos
habituales, lo que facilita y agiliza los protocolos de
limpieza GMP.



e Cultivo reproducible gracias al rendimiento

Figura 4A. Las incubadoras Heracell Vios y Forma Steri-Cycle 255 L

C02 muestran una recuperacion de todos los parametros en diez
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Figura 4B. Un mapa de temperatura de 27 puntos de la camara
interior del Form Steri-Cult modelo 3311 muestra la uniformidad
+/- 0,2 °C, medida seglin DIN 12880.
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Las células derivadas de pacientes utilizadas para
inmunoterapia autéloga o desarrolladas para tratamientos
celulares alogénicos son extremadamente reactivas. Los
CQA del producto celular final pueden variar enormemente
en funcion de las condiciones de cultivo [1]. Debido a que
estas células responden a cambios o senales diferentes, es
crucial que las condiciones de arriba a abajo y de lado a
lado en la camara de cultivo sean uniformes para que todas
las células experimenten las mismas condiciones. Es aln
mas importante que el incubador se recupere rapidamente
a las condiciones deseadas después de la apertura de una
compuerta (Figura 4A), para que las células pasen el
maximo tiempo en sus parametros dptimos, acelerando el
tiempo de duplicacion, asi como ayudando a asegurar la
calidad. Las condiciones ¢ptimas para la salud y el
crecimiento celular no sélo tienen que ver con la
temperatura, sino que el CO2, el oxigeno y la HR también
son importantes, ya que todos ellos desempeian un papel
en la salud celular [10]. Una incubadora que garantice la
uniformidad y la recuperacion rapida ayudara a aumentar la
reproducibilidad de los lotes.

Pero la reproducibilidad no esta garantizada aunque un
incubador tenga las mismas especificaciones que otro
sensor porque el rendimiento es mas que una lista de
especificaciones de piezas. Busque mapas de temperatura
completos con un minimo de 27 puntos (Figura 4B) para
obtener datos de uniformidad. Exija un incubador con todos
los sensores y sondas situados en la camara de incubacion
para garantizar que miden y reaccionan a las mismas
condiciones experimentadas por las células cultivadas. Esto
puede parecer obvio, pero algunas incubadoras disponen de
un "bucle de by-pass" de menor calidad [11] y esta
informacion no siempre esta clara por parte del fabricante.
Un bucle de derivacion también puede representar un
reservorio de contaminacidon microbiana continua porque

es dificil de esterilizar.



e Documentacion y recogida de datos

Las auditorias reglamentarias ayudan a garantizar la
seguridad, eficacia, calidad y pureza de su producto
celular. Recopilar y organizar todos los documentos para
una auditoria requiere un sistema sdlido de gestion de
calidad y mantenimiento de registros. Pero este trabajo es
fundamental para ayudarle a cumplir los requisitos legales
y reglamentarios y superar las auditorias; un
mantenimiento deficiente de los registros es una bandera
comun en los fracasos de las auditorias. Las buenas
practicas de documentacion (GDP) para sus equipos de
produccion empiezan con documentos claros y completos,
incluidos certificados, datos de pruebas de aceptacion en
fabrica (FAT), materiales de composicion, manuales,
dibujos técnicos y recomendaciones de mantenimiento y
piezas de repuesto.

Product documentation
package
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e i el Documentacion completa

Como parte fundamental de su proceso de produccion, la
elecciéon y compra de equipos es importante. Ademas de
cumplir con toda la documentacion y las estipulaciones de
calidad que acabamos de mencionar, el equipo de proceso
debe cumplir con las GMP y satisfacer el rendimiento
establecido durante el desarrollo del proceso. Los

Figure 5A. CO2 incubators CTS series are delivered with
a complete documentation binder, containing everything

you need to help pass your audits for these instruments.

la documentacion necesaria para facilitar las auditorias
reglamentarias, contenida en una Unica carpeta impresa
(Figura 5A). Carpeta de copia impresa (Figura 5A). El
paquete de documentacién FAT incluye especificaciones

piezas reemplazables sustituibles, certificaciones
completas, limpieza y desinfeccion limpieza y desinfeccién
recomendadas y protocolos de validacion.

incubadores de CO2 de la serie CTS se suministran con toda

técnicas y planos, mantenimiento preventivo recomendado,

Opcion de captura de datos (OPC-UA)

Los incubadores de CO2 de la serie CTS pueden integrarse
con firmware y protocolo OPC UA (Open Platform for Unified
Communications Architecture), lo que permite la
comunicacion del equipo a través de sistemas de control
distribuido (DCS). La introduccién de este proceso
automatizado en su laboratorio puede ayudar a simplificar
la complejidad operativa, reducir el riesgo del proyecto,
ahorrar costes operativos generales y le permite gestionar
todo el flujo de trabajo de la terapia celular. todo el flujo de
trabajo de la terapia celular.

Figura 5B. Accesorio opcional para integrar los incubadores de
CO2 Heracell Vios CR y Forma Steri-Cycle CR en los incubadores
de Distributed Control Systems.



Amplias recomendaciones
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Lea la Nota de aplicacion "Limpieza y desinfeccion de
una incubadora de CO2 Heracell Vios CR o Forma
Steri- Cycle CR en un entorno GMP" para obtener mas
informacion.

Vea el video de instrucciones: "Métodos de limpieza y
desinfeccion para un entorno de sala blanca" para
obtener mas informacion.

de limpieza y desinfeccion

Cuando se produce una hiologia celular, no se pueden
subestimar los riesgos que entrafan para el producto
celular las particulas microbianas y no viables. Esto
significa que para los ingenieros de procesos, los
cientificos, el personal técnico y el personal de
operaciones, la limpieza y la desinfeccidon son una forma de
vida. Pero los productos quimicos que se utilizan para
mantener un entorno limpio también suponen un riesgo. El
uso excesivo de la sustancia quimica equivocada puede
provocar el deterioro y la degradacion de las superficies y
los materiales de cualquier equipo de laboratorio. Ademas,
algunos de estos productos quimicos producen compuestos
organicos volatiles (COV) que pueden desencadenar
respuestas de estrés de las células cultivadas [12,13] que
afectan a los AQC. Dado que hay tantos

Si tiene dudas sobre qué productos quimicos son seguros, le
ofrecemos nuestras propias recomendaciones (Tabla 2)
sobre productos quimicos comunes que han sido probados y
han demostrado su compatibilidad y eficacia [8]. En todos
los casos, siga las recomendaciones del fabricante para la
dilucién a una concentracion de trabajo y para el tiempo de
permanencia, y siga todos los productos quimicos con
etanol al 70% o isopropanol al 70% para eliminar los
residuos que podrian acumularse con el tiempo, dafando las
células de cultivo y el equipo.

Tabla 2. Recomendaciones para los productos quimicos utilizados para la desinfeccion manual de las incubadoras de CO-.

Estos desinfectantes han demostrado su compatibilidad con el acero inoxidable, el vidrio y el cobre cuando se utilizan segun las
recomendaciones del fabricante. EtOH al 70% o IPA al 70% son excelentes opciones para usar después de cualquier otro producto
quimico para eliminar residuos que podrian causar corrosion con el tiempo. Los productos quimicos desinfectantes no incluidos en la lista
no se recomiendan debido a posibles dafos a los materiales de incubacidn. Para interiores 100% de cobre, un desinfectante quimico no es
necesario debido a las propiedades naturales del cobre. Sin embargo, se puede utilizar EtOH al 70% o IPA al 70% sin riesgo para la

superficie de cobre.

Tipo Concentra
Ethanol 70%

Ejemplo de marca

Any (common)

Isopropanol 70%

Any (common)

Quaternary ammonium

10% or less (2% or less is best)

Conflikt™, Lysol™ No Rinse, Fermacidal D2™

Hydrogen peroxide 1-3%

Any (common)

Hydrogen peroxide/peracetic 1%/0.8%/<10%
acid/acetic acid

Spor-Klenz™ Ready-to-Use (RTU) Sterilant
(STERIS Life Sciences)




Flexibilidad y escalabilidad

Figura 7A. Incubador de CO2 apilado Vios CR con CultiMaxx
Shelf Systems, con hasta 20 biorreactores G-Rex® 500M-CS.

rentables del proceso
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Con su terapia génica o celular terapéutica que le cambiara  Los sistemas de estanterias Thermo Scientific™

la vida, espera que la aprobacion normativa y la eficacia CultiMaxx™ estan optimizados para los recipientes de
continuada de los tratamientos impulsen una mayor produccion de terapia celular y génica mas populares,
demanda. Para facilitarle la ampliacion, le ofrecemos incluidos los biorreactores Wilson Wolf G-Rex®, los

opciones para aumentar la capacidad y accesibilidad de los  sistemas celulares Thermo Scientific™ Nunc™ Factory™y
recipientes. Estos accesorios pueden instalarse facilmente las bolsas de cultivo VueLife™ de Saint-Gobain.

en sus incubadoras de CO2 de la serie CTS, ayudandole a
mejorar su produccion no sélo en la misma zona, sino en las
mismas unidades.

Figura 7B. Sistema de estanterias CultiMaxx para hasta 9 sistemas Nunc Cell Factory
con 10 0 13 capas en un incubador CO2 Form Steri-Cult.

Figura 7C. Sistema de estantes
CultiMaxx en cascada en un
incubador de CO2 Vios CR con facil
acceso a los sistemas Nunc Cell
Factory.



Las consideraciones clave para la produccion GMP de las incubadoras de CO2 utilizadas en
terapia celular y génica incluyen métodos probados de control de la contaminacion como la
filtracion HEPA en la camara, esterilizacion probada, fuente de humedad protegida y un
interior electropulido. Los modelos de la serie CTS demuestran uniformidad en todo el
proceso y una rapida recuperacion a las condiciones deseadas para ayudar a proporcionar
un producto biolégico final que cumpla con sus AQC definidos. Un amplio paquete de
documentacion puede ayudarle a cumplir la normativa. Las recomendaciones detalladas
del fabricante para la limpieza y la desinfeccion pueden ahorrarle tiempo y quebraderos de
cabeza. Los accesorios compatibles ayudan a maximizar su inversién en el mismo espacio a
medida que aumenta su produccion. Los incubadores de CO2 Thermo Scientific serie CTS
son los socios de produccion con los que puede contar.
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