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Linee guida per l'ingegneria dei tessuti

e la terapia cellulare

Linee guida per la sicurezza e la qualitd della sperimentazione in terapia cellulare
e per limpiego dei "prodotti dellingegneria dei tessuti
a sCopo terapeutico, ovvero a scopo di trapianto su pazienti

enorme progresso delle cono-
scenze nel campo della biolo-
gia cellulare e delle biotecno-
logie ha consentito, negli ultimi 10
anni, losviluppo di tecnologie mirate
alla coltivazione e alla ricostruzione
in vitro di tessuti e ha messo a dispo-
sizione dellacomunita medica nuove
possibilita terapeutiche attraverso
I'impiego di prodotti che utilizzano
cellule ottenute ex vivo dallo stesso
paziente o dadonatoree, in un minor
numero di casi, di origine animale.
Queste tecnologie contribuisco-
no a definire una nuova branca delle
scienze biomediche: I'ingegneria dei
tessuti. E' opportuno ricordare che i
prodotti derivati dall'ingegneria dei
tessuti non possono essere definiti
come farmaci, né sono assimilabili a
trapianti in senso stretto (ad es. cuore,
rene, cornea, 0Sso, €cc.), Né possono
essere definiti come tessuti artificiali
(ad es. protesi valvolari), in quanto
sono costituiti da cellule viventiisola-
te da tessuti, espanse in vitro, even-
tualmente associate a biomateriali con
origine e caratteristiche diverse.
Esempi di questi prodotti sono: i
lembi di epidermide e di altri epiteli

espansi invitro, le colture di condrociti
articolari, i sostituti ossei contenenti
osteoblasti o osteoprogenitori, le cel-
lule derivate dal pancreas ed inserite
in capsule trapiantabili che permetto-
no l'uscita dell'insulina, ma non I'in-
gresso degli anticorpi.

Nel 1977 la Presidenza del Con-
siglio dei Ministri, tramite il Comi-
tato nazionale per la biosicurezza e
le biotecnologie ha incaricato un
Gruppo di esperti* di elaborare li-
nee guida per I'ingegneria dei tessuti
e laterapiacellulare. Il documento é
stato completato e approvato nel-
I'estate del 1998 dal Comitato na-
zionale per la biosicurezza e le bio-
tecnologie (Dipartimento per il co-
ordinamento delle politiche comu-
nitarie - Presidenza del Consiglio
dei Ministri) e successivamente in-
tegrato da contributi provenienti
dalla comunita scientifica italiana e
dall'industria.

All'Istituto Superiore di Sanita &
stato richiesto di diffondere queste
linee guida.

Eventuali osservazioni potranno
essere inviate tramite e-mail al se-
guente indirizzo: chistol @iss.it.

Quadro di riferimento legislativo

Attualmente, in Italia, non esiste
una normativa che regoli l'autotra-
pianto. Il prelievo, il trapianto, le
banche, I'importazione e I'esporta-
zione di tessuti da cadavere sono inve-
ce inquadrati nella nuova legge n. 91
del 1° aprile 1999 (GU n. 87 del 15
aprile 1999) "Disposizioni in materia
di prelievi e di trapianti di organi e di
tessuti”, mentre la Direttiva 93/42
CEE sui "Medical Devices" recepita
dalla Legge n. 46 del 24 febbraio
1997 esclude esplicitamente la possi-
bilitd di utilizzare materiali ricavati
da tessuti umani per la realizzazione
di dispositivi medici. In ogni caso
dovra essere chiarito che le cellule
umane espanse invitro, anche in asso-
ciazione con biomateriali diversi, non
devono essere considerate tout court
"parti di cadavere".

Sarebbe opportuno, sia a livello
nazionale, sia a livello europeo, defi-
nire una normativa specifica che re-
goli la produzione e I'impiego
terapeutico di cellule coltivate o tes-
suti ricostruiti in vitro. Un'iniziativa
in questa direzione ¢ stata presa dalla

* Gruppo di lavoro per I'elaborazione di "Linee guida per lasicurezza e la qualita della sperimentazione in terapia cellulare e per I'impiego dei prodotti

dell'ingegneria dei tessuti”,

Presidenza del Consiglio dei Ministri, Dipartimento per il coordinamento delle politiche comunitarie, Comitato nazionale

per la biosicurezza e le biotecnologie. Presidente del Comitato: L. Santi; Coordinatore del Gruppo di lavoro: R. Cancedda; Componenti del Gruppo
di lavoro: P. Chistolini, G. Cossu, M. De Luca, M. Marazzi, F. Mavilio, G. Migliaccio, C. Pini, A. Sargentini
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FDA (Food and Drug Administra-
tion) americana che ha divulgato un
documentosull'argomento (Proposed
approach to regulation of cellular and
tissue-based products, FDA, 28 feb-
braio 1997). In Europa, la Francia
ha recentemente divulgato una nor-
mativa specifica (98-535, 1° luglio
1998) e la Spagna ha regolamentato
il settore.

La Circolare 10 luglio 1997, n. 8
"Sperimentazione clinica dei medici-
nali" del Ministero della Sanita (GU
del 21 luglio 1997) rinvia alle specifi-
che linee guida dell'Istituto Superio-
re di Sanita per l'avio degli studi
clinici di fase I/11 con cellule umane
viventi per laterapiacellulare somatica
di cui al Notiziario dell'lstituto Supe-
riore di Sanita vol. 10, n. 5, 1997.

In ambito europeo, nella"Comu-
nicazione della Commissione sulle
procedure comunitarie di autorizza-
zione e all'immissione in commercio
dei medicinali" (GU delle Comunita
europee del 22 luglio 1998), i prodot-
ti per la terapia cellulare vengono
considerati medicinali per i quali ¢
obbligatoriaun'autorizzazioneall'im-
missione in commercio se sono fab-
bricati industrialmente.

Anche se non ne viene fatto espli-
cito riferimento nel testo che segue,
sembra opportuno ricordare, anche
agli operatori di questo settore, I'ob-
bligo di rispettare la legislazione spe-
cifica sul rischio negli ambienti di
lavoro (DIvo 626 /94) e la normativa
in essere sullo smaltimento dei rifiuti
biologici.

Definizioni

Con il termine "prodotti dell'in-
gegneria dei tessuti* si intendono cel-
lule e/o tessuti di origine umana o
animale, espansi in vitro o che co-
munque abbiano subito una "esten-
siva manipolazione" a scopo terapeu-
tico ovvero a scopo di trapianto su
pazienti.

Per "terapia cellulare" si intende,
in particolare, la somministrazione
nell'uomo per scopi terapeutici,

L

diagnostici e profilattici di cellule
umane viventi autologhe od eterolo-
ghe che hanno subito qualsiasi tipo di
manipolazione ex vivo, incluso la loro
propagazione in vitro.

Viene definito come autologo
I'utilizzo di cellule e/o tessuti dello
stesso paziente, come allogenico
quello di cellule e/o tessuti derivati
dadonatore e come xenogenico quel-
lo di cellule e/o tessuti di origine
animale.

Nei "prodotti dell'ingegneria dei
tessuti” le cellule possono essere gli
unici costituenti 0 possono essere as-
sociate con biomateriali di origine e
caratteristiche diverse.

Non sono compresi nella defini-
zione "prodotti dell'ingegneria dei tes-
suti™

- cellule e/o tessuti prelevati da
vivente o cadavere per un loro diretto
trapianto (per questasituazione esiste
gia una normativa di riferimento);

- cellule e/o tessuti che hanno su-
bito una "manipolazione minima";

- prodotti chesianosecreti o estrat-
ti dalle cellule e dai tessuti. Esempi di
questi prodotti sono il latte umano, i
collageni, alcuni enzimi e fattori di
crescita (anche per prodotti di questo
tipo esistono gia, o in alcuni casi sono
in preparazione, normative di riferi-
mento specifiche);

- cellule del sangue e del midollo
0sseo che siano utilizzate direttamen-
te 0 dopo "una manipolazione mini-
ma" (per questa situazione esiste gia
una normativa di riferimento);

- cellule e/o tessuti da utilizzare a
scopo di riproduzione (in considera-
zione delle problematiche aggiuntive
si dovra fare riferimento ad una nor-
mativa specifica).

Per "manipolazione estensiva" di
cellule e tessuti si intendono tutte
quelle manipolazioni che possono
portare ad un‘attivazione delle cellule
e/o ad una stimolazione della prolife-
razione cellulare. Vengono conside-
rate "estensivamente manipolate"
anche le cellule che, pur non essendo
state specificamente attivate o stimo-
late a proliferare, risultano associate
con biomateriali, sia che si tratti di
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biomateriali sintetici, sia che si tratti
di biomateriali di origine estrattiva.
Vengono considerate "estensivamente
manipolate" tutte le cellule che han-
no subito una manipolazione del loro
patrimonio genetico.

Per "manipolazione minima" si
intendono tutte quelle manipolazio-
ni che non portano ad un‘attivazione
delle cellule e/o ad una stimolazione
della proliferazione cellulare. In par-
ticolare sono considerate "manipola-
zione minima": il taglio, la modifica-
zione della forma, la criopreservazio-
ne, la sterilizzazione mediante radia-
zioni gamma, la centrifugazione e il
trattamento con antibiotici di un tes-
suto. Analogamente sono considera-
te "manipolazioni minime" I'estra-
zione o la separazione di cellule da un
tessuto, quando questo non alteri le
caratteristiche principali delle cellule
e del tessuto rimanente dal quale le
cellule sono state estratte o separate.

Scopi delle linee guida

Queste linee guida hanno lo sco-
po di indicare norme di comporta-
mento, valide per tutti gli operatori,
con I'obiettivo di:

- impedire I'utilizzo di cellule ot-
tenute a partire da tessuti di pazienti
infetti o0 comunqgue da soggetti po-
tenzialmente in grado di trasmettere
agenti infettivi, quali ad esempio vi-
rus dell'AIDS e dell'epatite;

- impedire un'impropriamanipo-
lazione dei tessuti e delle cellule colti-
vate che potrebbe causare una conta-
minazione degli stessi con agenti in-
fettivi;

- garantire che, per i prodotti del-
I'ingegneria dei tessuti, prima del tra-
pianto su pazienti, sia stata data una
preventiva dimostrazione della loro
sicurezza. In tutti i casi in cui una
sperimentazione preclinica sia possi-
bile, questa dimostrazione dovra es-
sere data.

Nel caso di sperimentazione, svolta
da qualificate strutture di ricerca e
cliniche, che comporti il trapianto di
prodotti dell'ingegneria dei tessuti su
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pazienti, le linee guida prevedono:

- obbligo di accreditamento delle
strutture in cui la sperimentazione
viene svolta;

- obbligo di notifica, con silenzio
assenso, dei protocolli sperimentali e
delle procedure prima dell'inizio del-
la sperimentazione;

- obbligo di notificaimmediata di
eventuali problemi ed inconvenienti
che dovessero insorgere nel corso del-
la sperimentazione clinica.

Nel caso di commercializzazione
di questi prodotti, siada parte dell'in-
dustria privata, siada parte di struttu-
re pubbliche, ovvero nel caso di pro-
duzione e impiego dei prodotti nel-
I'ambito di un'attivita che possa esse-
re considerata di servizio assistenziale
anche se non a fine di lucro, le linee
guida prevedono procedure al fine di:

- consentire I'utilizzo per il tratta-
mento di pazienti solo di quei pro-
dotti dell'ingegneria dei tessuti per i
quali esista una dimostrazione certa
della loro efficacia.

Per quanto concerne cellule gene-
ticamente modificate per un utilizzo in
terapiagenica, si dovrafare riferimento
nonsoloalle presenti linee guida, chesi
riferiscono alle norme da seguire per
garantire la sicurezza e la qualita di
cellule “estensivamente manipolate”
ma, per quanto riguardai rischi deriva-
ti dall'uso dei virus e/o dei vettori uti-
lizzati per modificare geneticamente le
cellule, si dovranno seguire anche le
indicazioni del DIvo 91/93 (che rece-
pisce la Direttiva 90/219/CEE) sul-
I'uso confinato di microorganismi
geneticamente modificati, nonché fare
riferimento alle "Linee guida per la
sicurezzadellasperimentazionein tera-
pia genica" elaborate dal Comitato
scientifico per i rischi derivanti dal-
I'impiego di agenti biologici della Pre-
sidenza del Consiglio.

Per quanto riguarda infine la tera-
pia cellulare, le presenti linee guida
intendono integrare, estendere ed
approfondire lacircolare del Ministe-
ro della Sanita citata in precedenza,
soprattutto per quanto attiene agli
aspetti di sicurezza e di qualita della
sperimentazione.

Notiziario istituto Superiore di Sanita

Istituzione di una "Commissione per
irischiderivantidall'impiego deipro-
dotti dell'ingegneria dei tessuti"

Nei casi in cuinonvisialacertezza
che un particolare trattamento delle
cellule e/o dei tessuti possa essere
considerato "manipolazione mini-
ma", dovra necessariamente essere ri-
chiesta I'opinione di una "Commis-
sione per i rischi derivanti dall'impie-
go dei prodotti dell'ingegneria dei
tessuti* costituitaa tale scopo. Chiun-
gue assuma che un particolare tratta-
mento sia da considerarsi "manipola-
zione minima", e su questa base inizi
I'attivitd senza chiedere preventiva-
mente un chiarimento alla commis-
sione, lo fa assumendosi tutti i rischi
che potrebbero derivare da una suc-
cessiva classificazione di questo trat-
tamento come "manipolazione esten-
siva”.

| pareri espressi dalla Commissio-
ne dovrebbero essere resi pubblici e
costituire precedente.

Accreditamento delle strutture e
notifica di atfivita

Come "strutture™ si intendono
gruppidi persone organizzate in modo
tale che possano essere identificati
alcuni ruoli chiave ed operanti all'in-
terno di locali destinati alle attivita
per le quali le strutture sono state
create. Queste strutture possono es-
sere dedicate sia all'intero processo
(prelievo, manipolazione ed utiliz-
20), siaad unasingola fase del proces-
s0. E' necessario che le strutture siano
accreditate e pertanto che appropriate
regole vengano stabilite per:

- I'identificazione dei responsabili
della struttura;

- le caratteristiche dei locali e del-
le attrezzature;

- I'identificazione dell'Ente Ispet-
tore e di quello Accreditante (Mini-
stero della Sanita).

A queste regole sono sottoposte
tutte le strutture che effettuino pre-
lievi, manipolazione ed utilizzo a sco-
po terapeutico di cellule o tessuti an-
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che se senza scopo di lucro. Ne sono
escluse lestrutture che effettuano solo
attivita di ricerca in vitro o su modelli
animali. Ne sono escluse le strutture
che operino con tessuto riproduttivo
0 germinale. Per queste ultime strut-
ture si dovra fare riferimento ad una
normativa apposita.

In tutti i casi, le strutture dovran-
no segnalare obbligatoriamente al Mi-
nistero della Sanita eventuali proble-
mi ed inconvenienti che dovessero
insorgere nel corso delle attivita. Nel
caso delle strutture destinate al prelie-
vo e/o all'utilizzo delle cellule e dei
tessuti la segnalazione dovra essere
fatta anche alle strutture dedicate alla
manipolazione.

Nel caso di nuove tecnologie, ap-
plicazioni o processi produttivi, 0 co-
munque nei casi in cui non esista
sufficiente documentazione o espe-
rienza consolidata di utilizzo clinico,
sara necessario sottoporre alla stessa
autorita anche ladocumentazione re-
lativa alla sperimentazione preclinica
che ne indichi il grado di sicurezza.

| requisiti richiesti alle strutture
potranno variare a seconda del tessu-
to manipolato e dello scopo d'uso,
autologo o eterologo. Infatti, questa
suddivisione hanotevole rilevanza per
la sicurezza delle operazioni e, quin-
di, per i controlli richiesti.

Identificazione dei responsabili della
struttura

Per tutte le strutture occorre iden-
tificare un responsabile legale e un
responsabile scientifico/clinico.

Nel caso di strutture dove si effettua-
no manipolazioni di cellule, oltre al-
I'identificazione di un responsabile scien-
tifico, occorre prevedere la presenza di
un responsabile del controllo di qualita.
Queste ultime figure professionali sono
necessariamente separate fra di loro. In
particolareil responsabile scientifico deve
essere laureato nel settore biomedico, e
avere una provata esperienza scientifica
nel campo specifico.

Solo nel caso di laboratori di ricer-
ca che effettuino un numero limitato
di interventi terapeutici nel corso di
unannosolare, le figure professionali

"
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del responsabile scientifico e del re-
sponsabile del controllo di qualita
possono essere cumulate nel respon-
sabile della ricerca e della struttura.

Caratteristiche dei locali e delle at-
trezzature per lamanipolazione delle
cellule e dei tessuti

In considerazione delle caratteri-
stiche tecnologiche dei processi di
manipolazione delle cellule e dei tes-
suti, le strutture fisiche, includendo
edifici e apparecchiature, dovranno
essere chiaramente identificate ed es-
sere in grado di garantire la sicurezza
e la qualita finale del prodotto. Le
strutture fisiche devono essere ade-
guate allo scopo di garantire la sicu-
rezza del paziente, del donatore e
degli operatori. Di seguito vengono
indicati i requisiti di carattere genera-
le delle strutture fisiche. Altri requisi-
ti potranno dipendere dal tipo di
tessuto e di operazione che si intende
effettuare.

Requisiti delle strutture

In assenza di una normativa speci-
fica, come quadro di riferimento ge-
nerale devono essere considerate le
norme GLP e, per aspetti specifici
GMP eSO 9002. Saracompito della
"Commissione per i rischi derivanti
dall'impiego dei prodotti dell'inge-
gneria dei tessuti" identificare tali
aspetti specifici eventualmente inte-
grandoli e aggiornandoli.

In tutti i casi dovranno essere se-
guite le indicazioni seguenti:

- tutti i tessuti e le coltivazioni
cellulari che ne risultano devono esse-
re lavorate in modo asettico utilizzan-
do materiali e strumenti sterili;

- i locali dove si processano i pre-
lievi e si coltivano le cellule per tra-
pianto devono essere di tipo BL3
(circolazione di aria autonoma, flus-
so, temperatura ed umidita control-
lati, filtri assoluti, etc.);

- tutti i locali BL3 devono essere
indipendenti e sterilizzabili all'occor-
renza;

- lecellule destinate all'utilizzo cli-
nico dovranno essere coltivate in lo-
cali adibiti esclusivamente a tale uso.

Lo

Nel caso di laboratori di ricerca che
effettuino un numero limitato di in-
terventi terapeutici concentrati in un
periodo di tempo limitato, il diverso
utilizzo dei locali destinati allacoltura
di cellule per uso clinico puo essere
consentito a condizione che siano
identificate e validate procedure di
sanitizzazione delle strutture prima
di un nuovo impiego per colture di
cellule ad uso terapeutico;

- nei locali destinati alle colture di
cellule per utilizzo clinico dovranno
essere garantite condizioni tali da im-
pedire contaminazioni crociate fra cel-
lule di origine diversa (separazione fisi-
cae/o temporale delle diverse colture);

- gli apparecchi di particolare rile-
vanza per il mantenimento della qua-
lita delle colture devono essere dotati
di allarme (ad es.: congelatori,
incubatori, cappe a flusso laminare,
impianto per la CO,, impianto per
I'azoto liquido);

- un sistema di assicurazione di
qualita verifica tra l'altro le certifi-
cazioni sui materiali in entrata e le
caratteristiche dei materiali in uscita,
garantisce I'assenza di contaminazio-
ni, virali e batteriche, e soprattutto di
cross-contaminazioni crociate tra di-
versi donatori;

- viene garantita la completa rin-
tracciabilita di ogni lotto di materiale
prodotto (ogni paziente & identificato
daun numero di lotto). Le procedure
di etichettatura di tutto il materiale
(biopsie, fiasche di coltura, conteni-
tori per le cellule pronte per la spedi-
zione, etc.), sono critiche e devono
essere condotte con ogni cura;

- la struttura deve prevedere I'ad-
destramento del personale coinvolto.

In tutti i casi, le strutture dovran-
no richiedere I'accreditamento.

Caratteristiche dei locali e delle at-
trezzature per il prelievoe/oI'utilizzo
delle cellule e dei tessuti

Le strutture dovranno essere in
grado di garantire le normali condi-
zioni di sterilita e sicurezza previste
dall'attuale normativa nel caso di pre-
lievi e di interventi chirurgici.

Le strutture dovranno richiedere
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I'accreditamento per ciascuno degli
utilizzi specifici dei "prodotti dell'in-
gegneria dei tessuti" previsti.

Identificazione dell'Ente Ispettore e
di quello Accreditante

In considerazione delle operazioni
che si intendono svolgere in queste
strutture e data la necessita di un crite-
rio omogeneo su tutto il territorio na-
zionale e nei rapporti con enti o indi-
vidui di altre nazioni I'Ente Accredi-
tante dovrebbe essere il Ministero del-
la Sanita che pud delegare per I'attivita
ispettiva un'entita di natura diversa.

Notifiche per le strutture che effettua-
no prelievi

Le strutture che effettuano il solo
prelievo, laddove si tratti di materiale
ad uso autologo, devono inviare la
sola notifica al Ministero della Sanita
senza bisogno di certificazione.

In presenza di raccolta o di uso di
materiale destinato a uso allogenico,
una notifica dell'attivita svolta deve
essere unita ad un'identificazione dei
responsabili come gia indicato prece-
dentemente. Inoltre una descrizione
dettagliata delle procedure deve essere
fornita al Ministero della Sanita che
risponde in regime di silenzio/assenso.

Notifiche per le strutture che effettua-
no manipolazioni in vitro

Nel caso di manipolazioni estensive
o di manipolazioni minime per fina-
litad'uso allogenico e xenogenico una
notifica che includa tutti i protocolli
che si intendono utilizzare, la descri-
zione dettagliata delle strutture fisi-
che e delle procedure di sicurezza,
unitamente ad un elenco del persona-
le con le informazioni riguardanti la
preparazione per i compiti specifici,
deve essere fornita al Ministero della
Sanita. Sara suo compito disporre, se
necessario ed entro un limite di tem-
po prefissato, una verifica degli im-
pianti e del personale e una valutazio-
ne dei protocolli presentati.

E' auspicabile che venga stabilito
per ogni tessuto e/o procedura delle
caratteristiche di riferimento che rap-
presentino lo stato dell'arte e che per-
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mettano una valutazione rapida della
fattibilitae commerciabilita del prodot-
to di ingegneria dei tessuti proposto.

I Ministro della Sanita dovrebbe
provvedere a rendere pubblico an-
nualmente un elenco delle strutture
accreditate per la produzione ed uti-
lizzo di "Prodotti dell'ingegneria dei
tessuti™.

Qualsiasi modifica che non sia di
pura sostituzione fra apparati, 0 rea-
genti analoghi, ma significhi una mo-
dificazione sostanziale delle procedu-
re utilizzate deve essere notificata al
Ministero della Sanita primadella mes-
sa in atto. | cambiamenti si ritengono
approvati se entro un periodo di tem-
po limitato e prefissato non viene fatta
alcuna comunicazione a riguardo da
parte del Ministero della Sanita. Se del
caso, dovra essere ripetuta la dimo-
strazione dell'efficacia del prodotto
dell'ingegneria dei tessuti ottenuto.

Controllo di qualita

Criteri generali

Nel caso di cellule e tessuti mani-
polati in vitro, I'obbiettivo da rag-
giungere nel controllo dei processi
di produzione e della qualita del
prodotto finale & quello di garantire
la sicurezza e I'efficacia dei prodotti
da immettere nell'uso clinico per-
mettendo allo stesso tempo che lo
sviluppo e I'innovazione tecnologi-
ca nel settore possa procedere senza
I'aggravio di regolamentazioni ec-
cessivamente complesse 0 non ne-
cessarie.

Il livello di controllo che é ragio-
nevole prospettare e variabile e dipen-
de dal rischio che le cellule/tessuti:

- vengano contaminate da agenti
biologici potenzialmente dannosi per
il ricevente;

- perdano, durante il processo di
manipolazione, tutte o parte delle
caratteristiche funzionali o strutturali
richieste per I'utilizzo specifico;

- acquistino, durante il processo
di manipolazione, caratteristiche in-
desiderate (ad es.: trasformazione neo-
plastica).
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Il livello di rischio finale € dipen-
dente dai seguenti fattori, che identi-
ficano diversi livelli di rischio specifi-
co per i quali € necessario applicare
diversi standard di controllo di quali-
ta di processo e di prodotto:

- manipolazione: va operata una
distinzione in base al grado di mani-
polazione e trattamento a cui vengo-
no sottoposte le cellule/tessuti tra il
prelievo e I'utilizzo finale nel pazien-
te, distinguendo tra materiale non
trattato o minimamente manipolato
dal materiale manipolato estensiva-
mente;

- conservazione: va distinto il caso
in cui le cellule/tessuti vengono im-
piegate direttamente o a breve distan-
za dal prelievo da quello in cui vengo-
no conservate, spedite o trattate in
banche o strutture in cui vengono
conservate o trattate cellule da dona-
tori differenti;

- tipo di utilizzo: va distinto I'uti-
lizzo di cellule/tessuti per uso autologo
dall'utilizzo per uso allogenico e xeno-
genico;

- categoria di utilizzo: va distinto
I'utilizzo di cellule/tessuti per unafun-
zione identica a quella normalmente
svolta nell'organismo da quello per
unafunzionediversa, se lafunzionein
oggetto & di tipo ricostruttivo o di
riparo (ad es.: impianto di cartilagine/
0ss0) 0 metabolico (ad es.: impianto
di cellule con funzioni secretorie).

Ingenerale, cellule/tessuti non ma-
nipolati o manipolati in modo mini-
mo, non conservati in banche, e desti-
nati ad uso omologo ed autologo (ad
es.. trapianto di cellule staminali
ematopoietiche mobilizzate e purifi-
cate per ricostituire tessuto emato-
poietico), andrebbero assimilati per
gli aspetti di controllo di processo e di
qualita ai trapianti d'organo o alle
trasfusioni di sangue. Per tutti gli altri
casi, in cui le manipolazioni effettuate
possono, 0 hanno lo scopo di, modi-
ficare le caratteristiche biologiche o la
funzione di cellule/tessuti, sara neces-
sario il rilascio di un‘autorizzazione
preventiva all'utilizzo clinico da parte
di un'autorita preposta, sulla base di
una descrizione dettagliata del pro-
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cesso, dei materiali, dei test e dei cri-
teri di validazione impiegati.

Controllo di qualita del processo pro-
duttivo

Origine delle cellule/tessuti

L'origine anatomica, l'identita
tissutale o cellulare e altre informa-
zioni rilevanti per l'identificazione
dovrebbero essere descritte. Queste
includono le caratteristiche del dona-
tore quali eta, sesso, etnia, informa-
zioni diagnostiche rilevanti e storia
clinica e, nel caso di impianti perma-
nenti di "Prodotti dell'ingegneria dei
tessuti" allogenici, tipizzazione
sierologica e degli antigeni di
istocompatibilita (HLAdiclasse I e 11
nonché, in alcuni casi, gli antigeni
minori).

Le cellule/tessuti ottenuti all'ini-
zio del processo dovranno essere pre-
liminarmente classificati come desti-
nati ad impiego autologo oallogenico.
L'impiego allogenico comporta il ri-
schio di trasmissione di malattie in-
fettive, in quanto il donatore potreb-
be essere portatore di agenti patogeni
ai quali il ricevente potrebbe essere
suscettibile. Il donatore andrebbe
quindi testato per la presenza di virus
dell'AIDS (anti-HIV-1, anti-HIV-2,
HIV-1-Ag)virus T-linfotropici (anti-
HTLV-I/11), epatite (HBsAg, anti-
HCV) sifilide e citomegalovirus.
L'esame medico dovrebbe includere
I'identificazione di fattori di rischio
specifici per AIDS, epatite, malattia
di Creutzfeld-Jacob e tubercolosi. Cel-
lule/tessuti da donatori positivi 0 a
rischio per uno o piu degli agenti
patogeni elencati nonandrebbero pre-
levati, o se prelevati andrebbero di-
strutti. Questa regola non si applica
in caso di utilizzo autologo e pud
avere eccezioni, in caso di utilizzo
allogenico, per lagravita dellasindro-
me oggetto del trattamento o per la
rarita del genotipo del donatore. In
questi casi € possibile autorizzare sia
la conservazione che I'utilizzo di ma-
teriale positivo ad uno o piu test di
patogenicita. Il materiale deve co-
munque essere opportunamente iden-
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tificato ed etichettato (ad es.: Bio-
hazard o per esclusivo uso autologo),
e conservato in contenitori separati
da quelli contenenti materiale esente
da patogeni. Le ragioni che giustifica-
no un utilizzo di cellule/tessuti po-
tenzialmente associato a rischio di
infezione andrebbero documentate e
corredate di consenso informato del
ricevente o di persona legalmente au-
torizzata a fornirlo.

Le procedure e le metodologie
utilizzate per laselezione dei donatori
e per la raccolta e la conservazione
delle cellule/tessuti devono essere de-
scritte nel dettaglio.

Coltura, espansione e/o ingegnerizza-
zione delle cellule in vitro

| materiali e i reagenti utilizzati
nel processo di produzione (materia-
le plastico, terreni di coltura, fattori
di crescita, citochine, anticorpi, etc.)
dovranno essere dotati di certifica-
zione per uso clinico. Per tutti i mate-
riali non disponibili con questo tipo
distandard, dovrebbe essere prodotta
documentazione che ne attesti I'ido-
neita all'utilizzo. Nel caso dei mate-
riali, dovrebbero essere garantite ste-
rilita, apirogenicita e assenza di con-
taminanti chimici, biologicie daagen-
ti avventizi. Nel caso dei reagenti, e
per ogni lotto usato, andrebbe fornita
identificazione del produttore e del
lotto, data di produzione, di acquisto
e di scadenza, composizione chimica,
grado di purezza, attivita biologica,
livello e naturadei contaminanti noti,
assenza di contaminazione da agenti
avventizi (virus, batteri, lieviti, fun-
ghi, micoplasmi) e grado di pirogenici-
ta. Dovrebbe, inoltre, essere tenuto
un registro che permetta di risalire,
per ogni campione processato, a tutti
i materiali e i reagenti utilizzati du-
rante il processo di produzione.

Mezzi di coltura o sostanze che
possano indurre sensibilizzazione o
reazioni immunitarie, quali sieri ani-
mali, proteine del siero, penicilline o
altri antibiotici beta-lattamici ed
antimicotici, dovrebbero essere evi-
tati o limitati alle prime fasi di mani-
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polazione/coltura, e dovrebbero esse-
re comunque assenti nel prodotto
finale. In caso di utilizzo di siero non
umano, andrebbero comungue do-
cumentate le ragioni che lo rendono
necessario e non sostituibile da siero
umano o terreno di coltura sintetico
a composizione nota.

Controllo di qualita del prodotto

Durante I'espansione in vitro, le
cellule sono esposte ad una varieta di
rischi biologici che dovranno essere
analizzati accuratamente a varie fasi
dell’espansione e obbligatoriamente
prima dell'eventuale reintroduzione
delle cellule nel paziente. Questi ri-
schi includono:

-Contaminazione da agenti
avventizi: (provenienti dall'ambiente
e/o dai mezzi di coltura) quali virus,
batteri, micoplasmi, miceti e lieviti.
Nei limiti del ragionevole, lapresenza
diogni possibile agente patogeno deve
essere verificata periodicamente con
ogni mezzo diagnostico commercial-
mente disponibile.

- Senescenza: cellule primarie uma-
ne sono capaci di un limitato numero
di divisioni cellulari in coltura, al
termine delle quali, entrano in una
fase di senescenza. In questo caso le
cellule non soltanto non sono capaci
di ulteriori divisioni, anche se stimo-
late opportunamente, ma spesso non
sono nemmeno piu capaci di svolgere
le funzioni differenziate proprie del
tessuto di appartenenza. Il raggiungi-
mento della senescenza in vitro nella
maggior parte della popolazione
cellulare renderebbe I'utilizzo di det-
te cellule per lo meno inutile. Conse-
guentemente sara necessario misura-
re il numero medio di divisioni
cellulari di una data popolazione
cellulare a partire dall'espianto, in-
cludendo i passaggi precendenti e suc-
cessivi ad un'eventuale criopreserva-
zione. Sara inoltre necessario utilizza-
re le cellule entro un limite di passaggi
in vitro che garantisca il manteni-
mento di una sufficiente residua ca-
pacita proliferativa in vivo. Nel caso
di popolazioni che contengano cellu-
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le staminali, la capacita di automan-
tenimento e di produrre progenitori
maturi dovraessere verificata durante
I'espansione in coltura.

- Alterazioni del corredo cromosomi-
co: lacoltivazione prolungata di cellu-
le di mammifero normali aumenta la
probabilita di insorgenza di anomalie
guantitative e qualitative del corredo
cromosomico. Taleevenienzadovreb-
be essere verificata mediante analisi
del cariotipo, da effettuarsi con criteri
in uso per la diagnosi prenatale di
anomalie cromosomiche.

- Perdita del fenotipo differenziato:
durante la coltivazione in vitro, alcu-
ni tipi cellulari possono perdere, in
parte o totalmente, la capacita di espri-
mere i prodotti genici tipici del tessu-
to di appartenenza. Questo potrebbe
compromettere sia la possibilita delle
cellule di reintegrarsi nel tessuto d'ori-
gine, sia la capacita di svolgere in vivo
la nuova funzione eventualmente ac-
quisita durante la manipolazione in
vitro. Cio dovra essere verificato at-
traverso analisi immunocitochimica
mediante anticorpi specifici per pro-
dotti genici del tessuto in questione
(esempio cheratine per epiteli). Esiste
inoltre la possibilita che una popola-
zione cellulare contaminante, presente
in piccola proporzione al momento
dell'espianto in coltura, possa proli-
ferare pit rapidamente e quindi sosti-
tuire progressivamente la popolazio-
ne cellulare che si intende manipola-
re. Anche in questo caso, la diversa
proporzione di popolazioni eteroge-
nee, dovra essere analizzata quantita-
tivamente mediante analisi immuno-
citochimica per marcatori specifici
delle diverse popolazioni cellulari.

- Insorgenza di fenotipo neoplastico:
benché trasformazione neoplastica
spontanea sia un fenomeno raro nei
mammiferi e rarissimo nelle cellule
umane, I'esposizione di cellule ad
agenti potenzialmente patogeni, quali
farmaci o sostanze chimiche, ormoni
e fattori di crescita o vettori virali e
non, potrebbe aumentare questo ri-
schio. Cio dovra essere verificato pri-
ma dell'utilizzo delle cellule in vivo e/
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0 della criopreservazione mediante
saggio di crescita in adeguato terreno
dicolturae, incaso di risultati positivi
0 dubbi, mediante saggio di crescita
in animali immunodeficienti.

I punti precedenti dovranno esse-
re attentamente considerati in fase di
validazione del processo. Successiva-
mente |'assenza di agenti avventizi ed
il numero di divisioni cellulari effet-
tuate dovranno essere determinati per
ogni coltura. La presenza delle cellule
staminali, le eventuali alterazioni del
corredo cromosomico, il mantenimen-
to del fenotipo desiderato e I'assenza
di un fenotipo neoplastico dovranno
essere controllati, quando applicabile,
periodicamente e/o a campione.

Crioconservazione

A seconda della necessita operativa,
unacolturacellulare pud essere criocon-
servataa diversi passaggi, siain formadi
prodotto finito dell'ingegneria dei tes-
suti, ad esempio lembi di epitelio espan-
S0 in vitro e associato a biomateriali
diversi, sia in forma di sospensione di
singole cellule. Quando una coltura
cellulare viene crioconservata, preferi-
bilmente il congelamento dovrebbe es-
sere effettuato con cellule ai primi pas-
saggi della coltura.

Il protocollo di crioconservazione
indichera:

- composizione della soluzione
crioconservante (sono utilizzabili
agenti crioprotettivi diversi. E'in tut-
ti i casi essenziale che il crioprotettore
sia facilmente allontanabile unavolta
terminato il compito crioprotettivo,
abbia bassa tossicita alle concentra-
zioni utilizzate e sia completamente
privo di ogni effetto mutageno);

- le modalita di raggiungimento
della temperatura di conservazione
(solitamente il decremento graduale
e costante della temperatura fino a -
80°C, primadel trasferimentoinazoto
liquido, consente un piu efficace ri-
pristino della capacita vitale cellulare
dopo scongelamento);

- la temperatura di mantenimen-
to (il mantenimento della temperatu-
ra di crioconservazione deve essere
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garantito da congelatori a -80°C e/o
da bidoni di azoto liquido -196°C
provvisti di allarme. Gruppi di conti-
nuita o sistemi con CO, garantiranno
la costante temperatura dei congela-
tori -80°C qualora, in assenza del
personale, si determinasse un'assenza
di energia elettrica);

- i tempi di conservazione (i tempi
massimi di conservazione dovranno
essere determinati per ciascun pro-
dotto dell'ingegneria dei tessuti);

- le modalita e i tempi di sconge-
lamento (generalmente I'azione cito-
tossica dei crioconservanti atempera-
tura ambiente impone I'adozione di
tempi rapidissimi per la fase di scon-
gelamento).

Nel protocollo saranno anche re-
peribili tutte le informazioni su:

-la vitalita a breve termine e a
lungo termine delle cellule o dei tes-
suti ricostruiti in vitro dopo lo scon-
gelamento;

- i controlli da eseguire per verifi-
care il mantenimento della vitalita:
"colony formingefficiency" (breve ter-
mine) e "life span” (lungo termine).

Sterilita

Ogni fase del processo di criocon-
servazione deve svolgersi in modo
sterile.

Confezione ed etichettatura

Le cellule ed i tessuti ricostruiti in
vitro vengono congelati, conservatiin
ampolle e contenitori ermeticamente
chiusi di materiale sterile, non
permeabile a gas e vapori e non tossi-
co per le cellule contenute, né prima
né dopo la sterilizzazione, né a segui-
to di eventuale termosaldatura.

L'etichettatura sulla confezione
deve contenere tutti i dati necessari
allaidentificazione e corretto utilizzo
del campione. Ad esempio:

- numero della preparaziong;

- nome del paziente o sigla (per
autotrapianti);

- data di congelamento;

- scadenza del preparato;

- temperatura di conservazione;

- sigla del produttore.
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Soprattutto nel caso di un'attivita
su largascalaéauspicabile I'utilizzo di
codifiche mediante codice a barre.

"Banche per la conservazione dei
prodotti dell'ingegneria dei tessuti"

Le ampolle di cellule e/o i conte-
nitori dei tessuti ricostruiti devono
essere conservati in contenitori di
azoto liquido o in congelatori dedica-
ti. Laposizione, I'identita e un inven-
tario delle singole ampolle di cellule
e/o dei contenitori dei tessuti rico-
struiti devono essere disponibili.

Deve essere attivata una procedu-
ra mirata con la quale si controlla che
la temperatura di conservazione
nell*azoto liquido (temperature tra -
180°C e -130°C) e nel congelatore
(temperature tra -70°C e -85°C) ri-
manga costante.

Origine dei materiali

Origine dei materiali da utilizzare
per colture cellulari

| terreni che vengono a contatto
con cellule o tessuti devono essere
idonei alle colture cellulari, certificati
perlaloro composizione, qualita, con-
tenuto in sali, aminoacidi e altri com-
ponenti rilevanti e provvisti di una
scadenza definita. Analogamente, i
materiali plastici utilizzati per colture
di tessuti, cosi come i biomateriali con
i quali le cellule siano eventualmente
associate, devono essere certificati.

Particolare attenzione deve essere
postaal siero (fetale bovino o, in gene-
re, di origine non umana), se utilizza-
to, a causa delle patologie encefaliche
trasmissibili (TSE). Idonea certificazio-
ne e conformita con le normative vi-
genti devonoessere ottenute dall'utiliz-
zatore e associate alladocumentazione
del lotto di materiale prodotto con
quel particolare lotto di siero.

Origine di tutti gli altri reagenti
Tutti gli altri reagenti comuni de-
vono essere certificati dal produttore
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per i parametri previsti o devono esse-
re certificati dal laboratorio di con-
trollo di qualita dell'utilizzatore se-
condo una procedura definita e codi-
ficata.

Selezione del donatore per utilizzo

Categorie dei donatori

a) donatori viventi;

b) donatori deceduti.

Le due categorie verranno indica-
te nel testo di sequito come a) e b).

Informazioni sul donatore e I'impianto
allogenico

Il dossier del donatore, che viene
conservato presso la struttura che ef-
fettua la biopsia e/o il prelievo, con-
tiene le seguenti informazioni:

- numero di sequenza;

- identita, sesso, eta del donatore;

- identita delle strutture alle quali
sono inviate le biopsie e/o i prelievi;

- il donatore & donatore multi-
organo? (solo b);

- causa del decesso /0 altre soffe-
renze;

- data e ora del decesso (solo b);

- data e ora del prelievo;

- origine e dimensione o volume
della biopsia e/o del prelievo;

- eventuali dati sulla conservazio-
ne della biopsia e/o del prelievo.

Eta e anamnesi medica

Di norma I'eta dei donatori deve
essere inferiore a 30 anni (& d'obbligo
I'approvazione dei genitori con dona-
tori minorenni).

Dall'anamnesi si devono esclude-
re donatori con:

-setticemiaoppure infezione estesa
con potenziale setticemia;

- malattie contagiose: sifilide, epa-
tite B, epatite C, AIDS (inclusi i
gruppi a rischio per AIDS), HIV | e
HIV 11, sindrome di Jacob-
Creutzfeldt;

- affezioni neurologiche di origine
virale oppure sconosciuta;

- trattamento con I'ormone della
crescita derivante da ipofisi umana;

- trattamento con dura madre;

- trattamento con 0sso deminera-
lizzato;

- trattamento con pericardio bo-
vino;

- tumori maligni;

- malattie genetiche o acquisite
che compromettano l'integrita del tes-
suto di interesse.

Sono esclusi i donatori con causa
di decesso sconosciuta.

Donatori del gruppo a) che ri-
spondono ai suddetti requisiti do-
vranno ripetere gli esami sierologici
per le patologie per le quali lacompar-
sa di una sieropositivita non si abbia
immediatamente dopo I'infezione a
distanza di almeno 6 mesi dal prelievo
per donazione. In assenza del secondo
prelievo potra essere considerata la
possibilita di utilizzare la PCR.

| prelievi provenienti da donatori
dei gruppi b) devono essere analizzati
per PCR, per le patologie per le quali
lacomparsadi unasieropositivitanon
siabbiaimmediatamente dopo I'infe-
zione.

Consenso informato

La legislazione esige il consenso
informato dei donatori viventi. | do-
natori (oppure i genitori dei donatori
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in caso di minorenni) devono firmare
una dichiarazione di consenso.

Tecnica di biopsia e trasporto

La biopsia dovra essere eseguita
secondo le norme della sala operato-
ria.

La biopsia deve essere trasportata
in una soluzione sterile, privilegian-
do, quando possibile, I'uso di terreni
di colturacon massimo apporto nutri-
zionale. Il contenitore per il trasporto
deve essere chiuso ermeticamente e
deve permettere una conservazione
sterile ad unatemperaturaappropria-
ta. In attesa della lavorazione, la
biopsia viene conservata alla stessa
temperatura.

Definizione diun "gold standard" per
"prodotti dell'ingegneria dei tessuti
specifici"

Per alcuni "prodotti dell'ingegne-
ria dei tessuti" che sono stati impiega-
ti con successo dalla comunita scien-
tifica e clinica nazionale ed interna-
zionale gia daalcuni anni, sia nel caso
di uso autologo sia nel caso di uso
allogenico verra definito dalla Com-
missione un “gold standard" per quan-
to riguarda la produzione, il control-
lo di qualitae I'impiego degli specifici
prodotti dell'ingegneria dei tessuti.

Per quanto riguarda un‘eventuale
sperimentazione su prodotti e proce-
dure alternative che si discostino dal
"gold standard" sopradefinito, si con-
ferma I'obbligo di natifica, con silen-
zio assenso, dei protocolli sperimen-
tali e delle procedure prima dell'ini-
zio della sperimentazione.
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