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« GTDB-UC3M (Coordinador)
e CIRPLAS-HULP ‘
FUPOL-CSIC
GOFB-UPM
LASBIO-UPM
LCA-HGUGM
PRI-ISCII
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BIOPIELTEC-CM éQué objetivos planteamos?

1.

Tecnologias de Bioimpresion por extrusion para Ingenieria de Tejidos.
Pruebas de Concepto en Modelo de Piel.

Tecnologias Laser para Ingenieria de Tejidos. Pruebas de Concepto en
Modelo de Piel.

Desarrollo de sistemas y chips microfluidicos avanzados para el poder
desarrollar modelos de piel en un chip (advanced skin on a chip).

Inclusion del sistema inmune en equivalentes de piel.
Desarrollo de nuevas matrices dérmicas.

Desarrollo de tejidos (piel) con funcionalidades adicionales no biolodgicas.
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BIOPIELTEC-CM iQué resultados hemos obtenido?

e ~ 60 Publicaciones (revistas y capitulos de libro). Alrededor del 80%
en abierto.

e ~ 80 Comunicaciones a congresos (invitadas, oral y poster)

e 18 tesis doctorales directamente relacionadas con las actividades del
proyecto y 15 tesis de master.

* 5 patentes registradas.
* 1 EBT en proceso de creacion (iFabCell)

* Una monografia publicada asociada directamente con el proyecto:
“Bioimpresion en la medicina del futuro”. Fundacion Instituto Roche.
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Nuevos Extrusores:

Mezclador Extrusor neumatico
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Cristina Quilez et al “Evaluation of different methodologies for primary --
human dermal fibroblast spheroid formation: automation through 3D
. bioprinting technology” 2022 Biomed. Mater. 17 055002 ‘
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Importante impacto en medios generalistas:

% Piel’humana‘con impresoras 3D

@ Universidad Carlos Ill de Mgdrid_, Bioi... c »

- Watch Later Share

Watch on 3 YouTube ‘ Watch on & YouTube

El Mundo, El Confidencial, La Sexta Columna....
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Impresion celular con BA-LIFT (Blister-actuated laser-induced forward transfer):
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High-speed imaging of
laser cell printing
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Control

Estudios de proliferacion en
tejidos imprimidos con laser

Laser
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Funcionalizacion de la piel con laser:

Laser microperforation at 355 nm and ns pulses I
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BA-LIFT CELL INCLUSION

Matrix of Histological section of 20000
perforation with  pulses at 50Khz and 70cc]
different laser pulse energy

condition

Supresion de todas las moléculas HLA Clase |
excepto HLA-A2 en queratinocitos y células
inmunes para generar un equivalente funcional

inmunitario histocompatible con el mayor
N P | numero de pacientes posibles. (Objetivo 4)
Referencia del Pro;r:::i;: F.:’:Omlhg;;;A—MSO

Acrénimo: BIOPIELTEC-CM



* ok ok ok

Direccion General
de Investigacion
e Innovacion Tecnologica

UNION EUROPEA
5 S

Fondos Estructurales

Advanced Skin-on-chip (Obj 3) s 8

Aplicacion adicional: sistema neuronal

Comunidad
de Madrid

CONSEJERIA DE EDUCACION,
CIENCIA Y UNIVERSIDADES

1] 1 « Y A v.dn

Pri disef (culture medium T2t 3 a2 - A

rrmer diseno PDMS i H  Hi § 3.5 4 - 8 400} f |
- . 8 = A

. i Outlet channel A . o [ X A

de Chlp Vinyl A | waste ¥ 1 3 | T
! v " ‘ ..1 g 200 ¢ .\A 2
. s . i L B 2 558
microfluidico Vinyl B i W " § s

ok A

06 . . B,
basado GLAsS R T
3 \ A\ [\ —=— shortestPamsacc | ,
= Q0 X/ \ “

en arquitectura P N 53 2 [¥ WA _ A

ey . y : ' 5, A he O S

PDMS, vidrio y . . : 3|
ini N e "o 5 10 15 20

V|n||0 Inlet . Outlet - g Days in Vitro
® Chamber ®

Chip

Inlet channel

Divot

DIVIS

Biotechnology Journal (DOI: 10.1002/biot.202000355)

microfluidico 0
basado en - -
Arquitectura @ ™ . =
PDMS , vidrio y : P I ‘
vinilo que e} W
incorpora v I;l—! .'I ~
unsistemade -
inyeccion

e nl
I BIOPIELTEC
ooooo
S Madna s

Referencia del Programa: P2018/BAA 4480
Acrénimo: BIOPIELTEC-CM

International Journal of Molecular Science (DOI: 10.3390/ijms23052549)

Shortest Path
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Modelo de melanoma en modelo de piel:
cocultivo fibroblastos+queratinocitos + células de
melanoma (SK-MEL)

HPF + HACAT - DIV 6

HPF + HACAT - DIV 5

HPF + HACAT + SK-MEL-24 - DIV 7 HPF + HACAT + SK-MEL-24 - DIV 7
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’ .. . ‘
Sistemas Skin-on-chip | Epidermis Upper
N 2 chamber
completos Dermis
s » - Lower
chamber
4
I
». Human Fibroblasts — = = Polycarbonate porous membrane
* Human keratinocytes B Vvinyl block
Fibrin hydrogel B ovem flowing to perfuse the culture
Width Length Height
(mm) (mm) (mm) J. Vis. Exp. 2021 May 17;(171)
C Upper https://www.jove.com/v/62353?status=a64359k
chamber 0.8 31 0.9
 — (UQ) Scientific Reports volume 11, 13160 (2021)
Ny Lower
— .. facsei 08 -_ - APL Bioeng. 5, 030901 (2021)
(LO)
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Uso de un modelo animal para identificar las moléculas de histocompatibilidad no comunes a la mayoria de la poblacidn:

~—— Generation of an HLA-B7 specific response in HLA mouse model ———
1x108 cells
1 cm? ®
2x10¢8 splenocytes / DC HLA-A2
3 weeks
ig% @ ~ ;
2 months Receptor DC HLA-B7
HLA-A2B7 HLA-A2 spleen 25
DC HLA-A2B7
e HLA A2 + HLA A2 skin (3 wk)
<0.0001 <0.0001 e HLA A2 + HLA AB skin (3 wk)
— + HLA A2 +HLA AB skin (2 mth)
<0.0001 <0.0001
M [
2 151 . ic % 15 4 <00001  <0.0001
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2 o [=] *
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wEW WEW® P AT ADS ALY
RO o% MRS FFF FEF FfF
Knowing our mouse model is able to recapitulate a rejection reaction, and with the idea to generate an
immune rejection against HLA-B7, we grafted HLA-A2B7 mouse skin in HLA-A2 mice. We saw HLA-A2B7
grafted HLA-A2 mice elicited an HLA-B7 specific CD8 T Cell response when exposed to HLA-B7
—1OPIELTEC expressing DCs. This response could not only be seen 3 weeks after transplant, when the graft is rejected,
but persisted at least 2 months after transplant.
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Eliminacidn de genes HLA con CRISPR. Estudio de compatibilidad :
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HLA targeted disruption in JY lymphoblastic cell line

Bulk of edited cells

JY A2ABC

A"02:01:01:01  B*07:02:01:01 C*07:02:01:01
A*02:01:01:01  B*07:02:01:01 C*07:02:01:03 Double A*02:01:01:01  B*07:02:01:01 C*07:02:01:03

knock out
’,' ;4
~ Al A S
g
e A JK/\ ]\

JY cell line

A®02:01:01:01  B*07:02:01:01 C*07:02:01:01

1 cell cloning
(To reach individual
populations)

1
CLONOF /—< [ y—
o 1w0f ef 3 0t w0’ o 1w0¢ 10
HLA - A2 HLA-B7  HLA-Class | INTEREST ' : hu j\ )
HLA-A2ABC | P4 | \_/ i
Clones 48 & 58 PCR &
SEQUENCING
£ A0201 3 C0702 B0702 L ERETETIC
>
- A0201 3 €0702 B0702
Clon 13 A36pb Alpb
A0201 3 1102 B0702

83 pb de C7 e
A0201 3 1102 102

A20ph A105pb Clon 13
Clon 15 A2ABC

B0702 Clon 15
A2ABC

A0201 E C07  BO702 ’

JY HLA-A2ABC
|

A0201 E co7

i s
o W 3 W 3 W

HLA - B7 HLA - Class |

By genetic edition of the HLA loci with the CRISPR/Cas9 system, we generated cells that exclusively express one of the three major class | HLA molecules (HLA-A2).
First, we designed an appropriate crRNA to simultaneously delete HLA-B and -C molecules. Then, we carried out the CRISPR experiment and characterized the
pool by flow cytometry. Finally, we cloned to one cell to reach individual populations and caracterized them by flow cytometry, PCR and subsequent sanger sequen-
cing. Selecting our clones of interest, the HLA-A2ABC cells.
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In vitro HLA-A2ABC cells compatibility assesment

HLA-A2B7 grafted HLA-A2 mice
splenocytes
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When splenocytes from HLA-A2 mice grafted with HLA-A2B7 skin are exposed to JY WT cells, which do express HLA-B7,
CD8 T cells activate and cytokines production (IFNg or TNFa) increases. In contrast, when these splenocytes are challenged
with our HLA edited cells, which do not express HLA-B7, no CD8 T cell activation occurs. In addition, none of the mice groups
promote a CD4 T cell response. Regarding NK cells, we notice a high cytokine production result of challenging mice cells with
human cells. Even so, we do not see differences between the transplanted group and the control. All in all, suggesting
HLA-A2ABC cells would not be attacked by CD8 T Cells, main players in rejection, if transplanted.
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Incorporacion de polimeros naturales en las matrices dérmicas de fibrina. (Plasma humano, acido hialurénico,
elastina, alginatos):

P1,2 mg/ml o

P2,4 mg/ml !

H|drogeles de plasma (1,2 vs 2,4 mgr/ml) Polymers (Basel). 2021 Jun 28;13(13):2114
= Plasma H&E B HA 0.05% 2:1 Filaggrin (¢ HA 0.05% 2:1 Vimentin
5 o s & Plasma By
2 SR R T 2 7 » - CaCl2 Fibrin/Elastin gel
By £ SRS - Amchafibrin J 37°C

' o] oo SRR~ o - Nacl + N W 7§ E;&

D HA 0.05% 2:1 E HA0.05% 2:1K5 F HA 0.05% 2:1K1 - SKS-N3 =— Sl
OQ % H&E - 0.05% : 0 RGD RGD
5 -«-A,"‘
S N %
_sooum. Goorn S Organotypic skin model and uses thereof Application number: EP 22 383 318.7
(European patent) (2022) PCT/ EP2023/087991; HE-Ref.: 909 135- Filed PCT

application.

ddddddd

- “ Hidrogeles de plasma/HA-SH-PEGDA
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Generacion de matrices con polimeros sintéticos y naturales formando redes interpenetradas (IPNs y mallas por
impresion 3D o tecnologia fluidos supercriticos).

Matrices PCL por impresion 3D por SCCO,

Desarrollo como prueba de concepto de sistemas de liberacion controlada de farmacos encapsulando
antibidticos mediante la tecnologia CO2 supercritico para incorporar a matrices dérmicas

|dentificacidon de las matrices mds biocompatibles y estables mecdanicamente (IPNs, copolimeros sintéticos
funcionalizados DMA-AS y alginatos funcionalizados).
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Funcionalizacidon de hidrogeles con moléculas activas épticamente (porfirinas) para medida de oxigeno.
Desarrollo de las matrices y estudio de viabilidad.

- ——

A) : 0) WA

Stratum corneum’
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B) . ’\,.;: tum corneum D)

Stratum corneum

AlgNHS 0.5 mg/ml
AlgNHS05_0.05%
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Medida de concentracidon de oxigeno en un hidrogel (two-photon fluorescence lifetime) con células validando la
hipotesis.

Phasor Plot

Phasor Plot

Phasor Plot

e 200 0 y=.00912x+2,3335
“’ ;’(5)8 ~~o L R?=0,9228
2 1.024 ns / 15% O, B 1'50 ® “5- S|
£1, 5
~ 1,00 e o
1.4015 ns / 9% O, 0,50 “~o
. 0,00
REVERSIBLE 0 O 3 6 9 12 15 18 21
0y B92ns/0%0 [0,]% Estimation
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Posibilidad de sacar imagenes 3D de la concentracidon de oxigeno.
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Granja de impresion 3D
PDI y PAS de la UC3M

> 50 impresoras
Donaciones:

. C.D. Leganés
. Leroy Merlin

225 piezas
adaptadoras para

. L3ON 3D
. Dagol Ibérica .
. Copaer respiradores
. Asociacion de vecino San Nicasio
. Taxistas
15172 correas 4224 pantallas

“sujeta-mascarillas” de proteccién

N BIOPIELTEC Lt
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Respirador de UCI
HGUGM y UC3M

Disefo de respirador de
UCI en cédigo abierto

Exito en los ensayos con
modelos animales

98.000 euros recaudados:

Fundacion Fundacion
. uc3 ‘ Universidad
Carlos Il

Fundacion santalucia

3, Wolters Kluwer "= W ESECUROSE M B =

> 1600 donantes individuales

Pendiente de acreditacion
por la AEMPS

omun oo Soca Euopeo
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Sensores para deteccion precoz de la COVID-19, presencia de virus en
agua y otros biomarcadores relevantes.

GOFB-UPM-GTDB-UC3M

0 UNIVERSIDAD Estudios y Tulaciones | Saka de Prenss | English | Sede Blectrénica

=42 POLITECNICA DE MADRID §§| ; S ’]\ .‘f::‘:::""” Sinc CEREBRO UVA ALZHEIMER CHINA  AGUJERO NEGRO Q @

uPM Estudiantes Futuros Estudiantes | Personal | Investigacién

FlEne cona E ERRAROL IBEROAMERICA OPINION CIENCIA SALUD INNOVA TIERRA TECNOLOGIA SOCIEDAD
:Se puede predecir la gravedad de la COVID19? ;Se puede monitorizar la epidemia
mediante tests en saliva de bajo coste? Varios ensayos desarrollados en la UPM
apuntan a quesi
Investigadores de la UPM lideran un piloto en saliva como mas de 2200 diagndsticos que valida un nuevo método para el
diagnéstico precoz del COVID y un ensayo clinico en suero con mas de 650 diagnosticos que apunta a que es posible |NNOVAC|ON
predecir la gravedad de la enfermedad en funcién de la cantidad de anticuerpos asociada a otros marcadores.
01022021

L] i~ L] r L]

COVID 19: Una clase magistral de Gencia y tecnologia” Ese fue el titulo de la leccién magistral que impartieron los investigadores Araceli Diaz Perales, del Centro de Biotecnologia y D d t
Gendmica de Plantas de la UPM; y Miguel Holgado Bolafos, del Cantr Tecnologia Biomédica de la UPM en el acto de conmemoracién de la festividad de Santo Tomds de Aquino. En
o e U e s ot e w s e Tt e ISenan un sensor ae anticuerpos quimicos

“dificultad que conlieva y dejando constancia de la importancia de |a transferencia de la investigacion”

- T R para detectar el coronavirus en la saliva

Investigacion Sanitaria del Hospital Clinico (IDISSC) y al apoyo de |s empresa de base tecnoldgica BIOD, los investigadores de la UPM, han realizado hasta la fecha mis de 2200
diagnésticos en saliva y mas de 650 diagnésticos en sangre. Su trabajo arroja sobre la evol del. ¥ su deteccién precoz, pone de manifiesto que
“cuando eres grave da igual la edad que tengas”.

Un equipo de la Universidad Carlos lll de Madrid ha desarrollado el primer aptasensor fotoelectroquimico.
Sus creadores afirman que es capaz de detectar la presencia del virus de la covid-19 con mayor
sensibilidad que una prueba de antigenos y de forma mas econdémica que una prueba PCR.
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BIOPIELTEC-CM — éiCoOmo hemos continuado?

1. Lasactividadesy colaboraciones asociadas a los diversos objetivos
(fundamentalmente los 3, 4, 5 y 6) continlan en la actualidad y se siguen
obteniendo y publicando resultados.

2. En Septiembre de 2020 tuvo lugar un encuentro informal del consorcio
para evaluar la continuacion de las actividades a |a vista de los resultados
obtenidos:

* |dentificacion de nuevos objetivos relevantes
* Incorporacion de nuevos socios al consorcio.

3. Preparacion de propuestas conjuntas a diversas convocatorias (Plan
Nacional/Fundaciones privadas/Europeas). Desde que finalizo el
proyecto se han presentado ya tres propuestas a estos programas en la
que participan miembros del consorcio en temas afines a BIOPIELTEC-

CM.




