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Che cosChe cos’è’è LL’’estratto Liofilizzato di Membrana Amnioticaestratto Liofilizzato di Membrana Amniotica

Anche chiamato Anche chiamato ““AMXAMX””

A. AmnioticA. Amniotic
M. MembraneM. Membrane
X. ExtractX. Extract



Che cosChe cos’è’è LL’’estratto Liofilizzato di Membrana Amnioticaestratto Liofilizzato di Membrana Amniotica

LL’’ AMX NON EAMX NON E’…’…

NULLA DI NUOVO!!!NULLA DI NUOVO!!!

MA SOLO MEMBRANA AMNIOTICA UMANAMA SOLO MEMBRANA AMNIOTICA UMANA
IN DIVERSO STATO FISICOIN DIVERSO STATO FISICO



Che cosChe cos’è’è LL’’estratto Liofilizzato di Membrana Amnioticaestratto Liofilizzato di Membrana Amniotica

LL’’ AMX AMX èè Un Metodo BrevettatoUn Metodo Brevettato
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(Issue Date: Jan 18th 2011)(Issue Date: Jan 18th 2011)

di Manipolazione Tessutale Minimadi Manipolazione Tessutale Minima
Allo scopo di modificare lo stato Fisico Allo scopo di modificare lo stato Fisico 

Della Membrana Amniotica UmanaDella Membrana Amniotica Umana



METHODSMETHODS

1.Mol. , Tox. , Cell. , and Animal Studies 1.Mol. , Tox. , Cell. , and Animal Studies 
(E. Ghinelli 3 min.)(E. Ghinelli 3 min.)

2.Why the Tissue Bank and How to Trial2.Why the Tissue Bank and How to Trial
(A. Paolin 3 min.)(A. Paolin 3 min.)

3.Standard & Appropriate Mass Production3.Standard & Appropriate Mass Production
(L. Cavenaghi 3 min.)(L. Cavenaghi 3 min.)



MOLECULAR STUDIES:MOLECULAR STUDIES:
AMX TOTAL PROTEIN CONCENTRATIONAMX TOTAL PROTEIN CONCENTRATION

BSA standard curve

y = 0,5469x + 0,4081
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concentration concentration 
(mg/ml )(mg/ml )

weighted mgweighted mg resuspension resuspension 
volume (volume (μμl)l)

μμg protein/mg g protein/mg 
weightedweighted % of recovery% of recovery

NF NSNF NS 0,209 0,209 ±± 0,0020,002 1,5 1,5 ±± 0,10,1 160 160 ±± 11 22,28022,280 100100

F NSF NS 0,119 0,119 ±± 0,0040,004 1,2 1,2 ±± 0,10,1 160 160 ±± 11 12,65812,658 56,856,8
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MOLECULAR STUDIES:MOLECULAR STUDIES:
WESTERN BLOTWESTERN BLOT

Apparent MW consistent for :Apparent MW consistent for :
Fibronectin, NGF, BDNF and NTFibronectin, NGF, BDNF and NT--3 presence3 presence
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MOLECULAR STUDIES:MOLECULAR STUDIES:
ELISA TEST (Promega NGF Emax) ELISA TEST (Promega NGF Emax) 

y = 0.0044x + 0.1642
R2 = 0.9995
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Std. Std. 
Dev.Dev.
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MOLECULAR STUDIES:MOLECULAR STUDIES:
ELISA TEST (R&D TGFELISA TEST (R&D TGF--alpha Quantikine) alpha Quantikine) 

TGFTGF--alpha levels: 15.4 pg/mL alpha levels: 15.4 pg/mL 

p < 0.01p < 0.01

Standard Standard 
CurveCurve
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MOLECULAR STUDIES:MOLECULAR STUDIES:
ELISA TEST (Promega NTELISA TEST (Promega NT--3 Emax) 3 Emax) 

NTNT--3 levels: 25.05 pg/mL 3 levels: 25.05 pg/mL 
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MOLECULAR STUDIES:MOLECULAR STUDIES:
ELISA TEST (R&D ILELISA TEST (R&D IL--1ra Quantikine) 1ra Quantikine) 

ILIL--1ra levels: 851.11 pg/mL 1ra levels: 851.11 pg/mL 

p < 0.01p < 0.01
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TOXICITY AND CELL STUDIESTOXICITY AND CELL STUDIES
RESULTSRESULTS



ANIMALANIMAL STUDIESSTUDIES



ANIMAL STUDIESANIMAL STUDIES

AMX** AMX** Healing rate in a murine model of 20% ETOH Healing rate in a murine model of 20% ETOH 
for 60 seconds corneal epithelial debridement 3mm for 60 seconds corneal epithelial debridement 3mm 

diameter diameter 
Evaluated after 12 hoursEvaluated after 12 hours



ANIMAL STUDIES RESULTSANIMAL STUDIES RESULTS

12 hours after treatment with AMX** eye 12 hours after treatment with AMX** eye 
drops in Balanced Saline Solutiondrops in Balanced Saline Solution

n = 9n = 9

12 hours after Balanced Saline 12 hours after Balanced Saline 
Solution eye drops treatmentSolution eye drops treatment

n = 9n = 9

AMX +AMX + NO AMXNO AMX



2001-Treviso avvia la lavorazione della placenta 
per estrarre la Membrana Amniotica che viene 
poi crioconservata

Dal 2001 al 2010 raccolte 1.370 placente,
distribuiti 4.800 patch di membrana amniotica 
per uso oculare, dermatologico, ortopedico 

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso



Risposta alle richieste degli utilizzatori che 
chiedevano un uso della Membrana amniotica  
non solo chirurgico

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

PerchPerchèè la Banca ha avviato il progetto la Banca ha avviato il progetto 
AMX?AMX?



Allegato II  - Sez.B – Punti 1.2.3.4.5.6.7.8. della 
Direttiva Europea 2006/86

Sez. A  - Punti 1. 2. delle Linee Guida Italiane 
19/06/2007

Nel rispetto di:

abbiamo avviato un progetto per valutare la 
fattibilità di un Trial Clinico

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso



2007 - Incontro con potenziali partecipanti studio 
multicentrico

2008 - Ispezione ad ARETA s.r.l. per congruità dei          
laboratori per il processo di liofilizzazione

2009 - Presentazione ed accettazione del progetto 
da parte del Comitato  Etico Provinciale

2009 - Quality Agreement Areta/Banca Tessuti

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso



Autorizzazione 
Comitato Etico 

Provinciale



Pazienti totaliPazienti totali

Centri PartecipantiCentri Partecipanti

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

Total
37

Munich Rozzano (MI) Treviso Volta Mantovana Monselice Roma
3 3 5 6 17 3



Population 
Total Cases: 37 (age 59±20 years)

• One eye treated: 32

• Two eyes treated: 5

• Retreatment: 1

Treated Eyes
with complete CRFs: 43
(37 patients – 5 both eyes - 1 retreatment)

AMX Trial ResultsAMX Trial Results

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso



PathologiesPathologies

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

DIAGNOSE NUMBER
Post Bacterial Infection keratitits  2
Diabetes Mellitus 1
Post-Surgical PED 7
Herpes neurotrophic keratitis 9
Contact lens-related 2
Neurotrophic keratitis 7
Anhydria 1
Corneal Ulceration in sicca syndrome 3
Corneal Ulceration / Depithelialization 2
Other PED 3



Safety

Adverse Drug Reactions: 0/37

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

AMX Trial ResultsAMX Trial Results



Efficacy 

• Complete Healing of PED: 35/37 
(95%)

•Non-Healing: 2/37 (5%)

Average PED per eye : 6.7 mm2

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

AMX Trial ResultsAMX Trial Results



Efficacy 

Decreased Symptoms* : 35/37 (94%)     

* Pain, Photophobia, Burning, Foreign Body 
Sensation.

Decreased Conjunctival Inflammation : 30/31 (97%)

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

AMX Trial ResultsAMX Trial Results



Efficacy

Time to Healing : 21 days (7-28 days)     

Stable post-PED Healing : 36/37 (98%)

Recurrent PED : 1/37 (2%)

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

AMX Trial ResultsAMX Trial Results



Parametro
(unità di 
misura)

Inizio
Median (IQ range)

Termine
Median (IQ range)

Wilcoxon 
Signed-

Rank 
(p value)

Visual Acuity
(decimi) 0.1 (0-0.5) 0.4 (0.1-0.8) <0.001

Inflammation
(score 0-3) 1 (1-1) 0 (0-0) <0.001

Symptoms
(score 0-4) 3 (1-3) 0 (0-2) <0.001

PED
(sqmm) 4 (1.25-8.25) 0 (0-0) <0.001

Banca dei TessutiBanca dei Tessuti
di Trevisodi Treviso

Statistica riassuntiva Statistica riassuntiva 



Settembre 2010 chiusura trial

Febbraio 2011 presentazione risultati al 
CBE
Avvio iter per la distribuzione:

- approvazione aziendale; 

- approvazione CRT;

- informazione CNT;



La produzione di                 prevede un processo in cui la La produzione di                 prevede un processo in cui la 
membrana amniotica viene sottoposta ad una membrana amniotica viene sottoposta ad una 

manipolazione minima manipolazione minima (vedi (vedi Regolamento CE n. 1394Regolamento CE n. 1394
del 2007 allegato 1):del 2007 allegato 1):

Liofilizzazione della membrana amnioticaLiofilizzazione della membrana amniotica

In accordo al Regolamento CE n. 1394, la In accordo al Regolamento CE n. 1394, la 
liofilizzazione della membrana amniotica non la rende liofilizzazione della membrana amniotica non la rende 

un medicinale di Terapia Avanzata pertanto viene un medicinale di Terapia Avanzata pertanto viene 
prodotta nel rispetto della prodotta nel rispetto della Direttiva UE 2004/23/CEDirettiva UE 2004/23/CE in in 

materia di qualitmateria di qualitàà e sicurezza per i tessuti e le cellule e sicurezza per i tessuti e le cellule 
umane destinati ad applicazione sullumane destinati ad applicazione sull’’uomo. uomo. 

Filling       Liofilizzazione       Ghieratura&Etichettatura    Storage



Vantaggi della produzione in condizioni GMPVantaggi della produzione in condizioni GMP
Per garantire la massima sicurezza e qualitPer garantire la massima sicurezza e qualitàà, la produzione avviene  , la produzione avviene  

nellnell’’impianto GMP di Areta International autorizzato da AIFAimpianto GMP di Areta International autorizzato da AIFA

▪ Tutto il processo di produzione è chiaramente definito e 
sottoposto a periodiche revisioni

▪ I passaggi critici della produzione sono stati validati
▪ Utilizzo di strumentazione idonea e qualificata
▪ Procedure e istruzioni sono scritte in forma chiara e 

comprensibili a tutti senza possibilità di errori
▪ Training continuo del personale e verifica delle capacità
▪ Tracciabilità della distribuzione dei lotti prodotti al fine di 

minimizzare i rischi sulla qualità degli stessi 
▪ Riproducibilità del processo e dei test di controllo qualità



La sterilitLa sterilitàà senza la sterilizzazionesenza la sterilizzazione
La sterilitLa sterilitàà del prodotto si ottiene combinando diversi parametri:   del prodotto si ottiene combinando diversi parametri:   
▪ Certificazione della sterilità della membrana amniotica 

ottenuta dalla Banca dei Tessuti
▪ Produzione in classe A con contorno di classe B
▪ Monitoraggio in continuo della contaminazione 

particellare e microbiologica di aria superfici e operatori
▪ Utilizzo di materiali disposable sterili
▪ Impiego di personale di produzione altamente qualificato
▪ Esecuzione di Media Fill simulando condizioni 

peggiorative del processo produttivo
▪ Cleaning validation e procedure di pulizia per ambienti e 

strumenti 
▪ Test di sterilità secondo Eu. Ph. sul prodotto finito



Grazie Thank you Merci

Gracias Danke Takk
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!شكراً

ありがとう


