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WYKAZ SKROTOW

Skroét Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
A-375 linia komoérkowa wykazujaca
morfologi¢ nabtonka
A-549 linia komorkowa wyizolowana
z tkanki ptuc objetej nowotworem
ACT-B B-aktyna
ALOX15 arachidonate 15-lipoxygenase 15-lipooksygenaza arachidonianu
ALS amyotrophic lateral sclerosis stwardnienie zanikowe boczne
ALT aminotransferaza alaninowa
API active pharmaceutical ingredient  substancja czynna badanego
produktu leczniczego
AST aminotransferaza asparaginianowa
ATMP advanced therapy medicinal badany produkt leczniczy terapii
product Zaawansowanej
BDNF brain-derived neurotropic factor neurotroficzny czynnik
pochodzenia mézgowego
BM-MSC bone marrow mezenchymalne komorki
mesenchymal/stromal cells stromalne pochodzace ze szpiku
kostnego
BMI body mass index wskaznik masy ciata
BPL badany produkt leczniczy
CI90RF72 chromosome 9 open reading frame otwarta ramka odczytu 72
72 chromosomu 9
CAT Committee for Advanced Komitet ds. Terapii
Therapies Zaawansowanych
cDNA complementary DNA komplementarny DNA



Skrot Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
CFU colony-forming unit jednostka tworzaca kolonie
cGMP Current Good Manufacturing aktualne certyfikaty Dobrej
Practice Praktyki Produkcyjnej
CLDN1 klaudyna-1
CPLX2 complexin 2
CSF cerebrospinal fluid ptyn mézgowo-rdzeniowy
CXCL-9 C-X-C motif ligand 9 monokina indukowana przez
interferon gamma
CXCL-10 C-X-C motif chemokine ligand 10  biatko 10 indukowane
interferonem gamma
CXCL-11 C-X-C motif chemokine 11 chemoatraktant alfa komorek T
indukowany interferonem
DC dendritic cell komorki dendrytyczne
DMBX1 diencephalon/mesencephalon
homeobox 1
DMSO roztwor sulfotlenku dimetylu
DNMT3B DNA (cytosine-5)- DNA-metylotransferaza 3 beta
methyltransferase 3 beta
DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered buforowana fosforanem soél
Saline w/o calcium, magnesium fizjologiczna Dulbecco bez jonow
wapnia, magnezu
EMA European Medicines Agency Europejska Agencja Lekow
EMG elektromiografia
ER endoplasmic reticulum siateczka §rodplazmatyczna
ESM1 endothelial cell specific molecule 1 czasteczka 1 specyficzna dla

komorek srodblonka



Skroét Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
fALS familial amyotrophic lateral rodzinne stwardnienie zanikowe
sclerosis boczne

FDA Food and Drug Administration Agencja Zywnosci i Lekow
FGF fibroblast growth factor czynnik wzrostu fibroblastow
FOXA forkhead box protein czynnik jadrowy hepatocytow 3-
alfa
Foxp3+ forkhead box P3 czynnik transkrypcyjny
FUS heterogenna rybonukleoproteina
jadrowa P2
FUT3 fucosyltransferase 3 galaktozydowa 3(4)-L-
fukozylotransferaza
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenaza aldehydu 3-
dehydrogenase fosfoglicerynowego
G-CSF granulocyte-colony stimulating czynnik wzrostu kolonii
factor granulocytow
GDNF glial cell line-derived neurotrophic czynnik neurotroficzny
factor pochodzacy z linii komorek
glejowych
GIF Glowny Inspektorat
Farmaceutyczny
GM-CSF granulocyte macrophage colony czynnik stymulujacy tworzenie
stimulating factor kolonii granulocytow
I makrofagow
GMP Good Manufacturing Practice Dobra Praktyka Wytwarzania
GVHD graft-versus-host disease choroba przeszczep przeciw
gospodarzowi
HAND?2 heart and neural crest derivatives

expressed 2



Skrot Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
HBV hepatitis B virus wirus zapalenia watroby typu B
HCV hepatitis C virus wirus zapalenia watroby typu C
HEY1 hairy/enhancer-of-split related
with YRPW motif protein 1
HGF hepatocyte growth factor czynnik wzrostu hepatocytow
hIPS human induced pluripotent stem indukowane ludzkie
cells pluripotencjalne komorki
macierzyste
HIV human immunodeficiency virus ludzki wirus niedoboru
odpornosci
HLA-DR human leukocyte antigen — DR receptor powierzchniowy
isotype komorek MHC Kklasy Il
HLA-G human leukocyte antigen-G ludzki antygen leukocytarny G
HNF1B hepatocyte nuclear factor 1 beta czynnik jadrowy hepatocytow 1
beta
HNF4A hepatocyte nuclear factor 4 alpha  czynnik jadrowy hepatocytow 4
alfa
HO heme-oxygenase oksygenaza hemowa
HT-1080 linia komorkowa
wiokniakomigsaka
IDO indoleamine-pyrrole 2,3- 2,3-dioksygenaza indoloaminy
dioxygenase
IFN interferon
IGF-1 insulin-like growth factor insulinopodobny czynnik wzrostu
109G immunoglobuliny G
IL interleukina



Skroét Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
ISCT International Society for Cellular ~ Miedzynarodowe Towarzystwo
Therapy ds. Terapii Komorkowe;j
kB nuclear factor kappa B jadrowy czynnik kappa B
Lin- lineage negative linia ujemna
LMN lower motor neuron dolny neuron ruchowy
M1 mikroglej M1
M2 mikroglej M2
MCF-7 linia komodrkowa raka piersi
MCP-1 monocyte chemoattractant protein- biatko chemotaktyczne
1 monocytow
MFDS Ministry of Food and Drug Safety ~ Ministerstwo Bezpieczenstwa
of the Republic of Korea Zywnosci 1 Lekow Republiki
Korei
MHC major histocompatibility complex  antygen zgodnosci tkankowe;j
MIP macrophage inflammatory biatka zapalne makrofagow
proteins
MNC mononuclear cell komorki jednojadrzaste
MSC mesenchymal stromal cells mezenchymalne komorki
stromalne
MYO3B myosin 111B miozyna I11B
NCI-H727 linia komorkowa wykazujaca
morfologi¢ nabtonka,
wyizolowana z ptuc
z rakowiakiem
NGF nerve growth factor czynnik wzrostu nerwow
NK natural killers
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Skrot Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
NKX2-5 NK2 homeobox 5

NO tlenek azotu

NTC no template control

Oct-4/ POU5F1

OPTN
OUN

p75ECD

PBKM

PBS

PDGF

PDGFR-a

PET
PFEN1
PGE2

pNfH

POU4F1
PROM1

RANTES

optineurin

neurotrophin receptor p75
extracellular domain

phosphate buffered saline

platelet-derived growth factor

platelet-derived growth factor
receptor A

profilin 1
prostaglandin E2

phosphorylated neurofilament
heavy chain

POU Class 4 Homeobox 1
prominin 1

regulated upon activation, normal
T cell expressed and secreted

czynnik transkrypcyjny nalezacy
do rodziny POU (Pit, Oct, Unc)

osrodkowy uktad nerwowy

domena zewnatrzkomérkowa
receptora neurotrofiny p75

Polski Bank Komorek
Macierzystych

buforowany roztwor soli
fizjologicznej

ptytkopochodny czynnik wzrostu

receptor ptytkopochodnego
czynnika wzrostu A

pozytonowa tomografia emisyjna
profilina 1
prostaglandyna E-

fosforylowany tancuch cigzki
neurofilamentow

prominina 1

chemokina syntetyzowana
i wydzielana przez limfocyty T
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Skroét Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
RBC red blood cells krwinki czerwone / erytrocyty
ROS reactive oxygen species reaktywne formy tlenu
RT-PCR real t_ime polymerase chain reakch 1aﬁcuchov_va polimerazy
reaction W Cczasle rzeczywistym
SALS sporadic amyotrophic lateral sporadyczne stwardnienie
sclerosis zanikowe boczne
SD standard deviation odchylenie standardowe
SDF-1a stromal cell-derived factor 1 czynnik pochodzacy z komorek
zrgbowych la
SOD1 superoxide dismutase type 1 dysmutaza ponadtlenkowa 1
SOX2 SRY-box transcription factor 2
Tc limfocyty T cytotoksyczne
TDGF1 teratocarcinoma-derived growth
factor 1
TGF-B transforming growth factor g transformujacy czynnik wzrostu f3
Th limfocyty T pomocnicze
TMS transcranial magnetic stimulation  przezczaszkowa stymulacja
magnetyczna
TNF tumor necrosis factor czynnik martwicy nowotworow
Treg immunoregulatory T cell komorki T regulatorowe
TWIST1 twist-related protein 1
UBQLN?2 ubiquilin 2 ubikwilina-2
URPL Urzad Rejestracji Produktow
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Skrot Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
VCP valosin-containing protein
VEGF vascular endothelial growth factor czynnik wzrostu $§rodbtonka
naczyniowego
WJ-MSC Wharton's jelly mesenchymal mezenchymalne komorki
stromal cells stromalne pochodzace z galarety
Whartona
XF xeno-free
ZBTB16 zinc finger and BTB domain
containing 16
ZR-75-3 linia komorek nabtonkowych

wyizolowana z gruczotu
sutkowego objetego nowotworem
piersi w stadium 0
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STRESZCZENIE

Stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS) to choroba
neurodegeneracyjna osrodkowego, jak i obwodowego uktadu nerwowego, ktorej etiologia
i patofizjologia do tej pory nie zostaty W pelni ustalone. Czgsto poczatek choroby jest trudny
do zdiagnozowania, gdyz objawy moga by¢ mylone z chwilowym ostabieniem organizmu.
Objawy stopniowo staja si¢ bardziej charakterystyczne i obejmuja: postepujace uszkodzenie
osrodkowego neuronu ruchowego (m.in. ostabienie sity mig¢$ni oraz ich wzmozone napigcie),
betkotliwg wymowg oraz trudnosci z przelykaniem, a w koncowej fazie — zaburzenia
oddychania i smier¢, zwykle 5 lat od postawienia diagnozy. Stwardnienie zanikowe boczne
wystepuje we wszystkich czgsciach §wiata z roczng zapadalnoscig 3—5 przypadkow na 100 tys.
mieszkancow. Wytyczne Europejskiej Sieci Referencyjnej ds. choréb nerwowo-migsniowych
dotyczace planu leczenia W rozpoznaniu ALS sa bardzo ograniczone. Glowne zalecenia
obejmuja wprowadzenie podstawowego leku riluzol, przyjmowanego od chwili rozpoznania do
konca zycia. Tymczasowym zaleceniem jest stosowanie produktow leczniczych takich jak
edarawon i AMXO0035 oraz do konca 2023 roku zapowiedziano wprowadzenie wytycznych
dotyczacych leku tofersen, opartego na antysensownych oligonukleotydach, jako leczenie
pierwszego rzutu dla pacjentow z genetyczng postacia ALS pacjentdw z mutacja W genie
dysmutazy ponadtlenkowej 1 (SOD1). Ostatnie badania epidemiologiczne wykazaty, ze
korzystny wpltyw w przypadku riluzolu utrzymuje si¢ tylko podczas pierwszych 6 miesiecy
leczenia farmakologicznego i zycie zostaje przedtuzone jedynie 0 10-20%. Wymienione fakty
$wiadcza o zapotrzebowaniu na opracowanie nowych terapii, ktore zapewniag chorym dtuzsze
zycie i lepsza jego jakosc.

Obecnie trwajg badania nad zastosowaniem terapii komoérkowej, ktéra pozwoli na
opoznienie progresji ALS. Prace badawcze ostatnich lat skupiaja si¢ na poznaniu przyczyn
wystapienia oraz postepow choroby i wskazuja jako jeden z potencjalnych czynnikow —
dysfunkcje ukladu immunologicznego. Z drugiej strony istnieje wiele doniesien, ze
mezenchymalne komorki stromalne (ang. mesenchymal stromal cells, MSC) moga modulowaé
odpowiedz immunologiczng oraz zmienia¢ ekspresj¢ biatek pro- i przeciwzapalnych oraz
czynnikow troficznych dla neuronow. Sekrecja czynnikéw neurotroficznych przez MSC moze
pozytywnie wplywaé¢ na utrzymanie funkcji neuronéow ruchowych i komorek glejowych
niezb¢dnych do odpowiedniej aktywnos$ci neuronalnej. Stwierdzono pozytywny wptyw MSC

na ochrong przed apoptoza: neuronéw ruchowych, astrocytow oraz mikrogleju. Terapeutyczne
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zastosowanie autologicznych MSC w przypadku pacjentbw ma znaczne ograniczenia,
poniewaz ALS jest choroba wystepujaca W wieku Srednim i starszym. MSC pozyskiwane od
0sob chorych wykazujg wiele dysfunkcji, a to moze negatywnie wptywaé na skuteczno$é
terapii. Ponadto stwierdzono, ze MSC pochodzace od pacjentow z ALS cechuje zmniejszona
zdolnos¢ proliferacyjna. Biorgc pod uwage pojawiajace si¢ negatywne aspekty zwigzane z
teriapig autologiczng, optymalnym rozwigzaniem wydaje si¢ terapia MSC oparta na
allogenicznym preparacie komoérkowym. Jedng z atrakcyjnych opcji sa mezenchymalne
komorki stromalne, wyizolowane z galarety Whartona (ang. Wharton’s jelly mesenchymal
stromal cells, WJ-MSC). Zaleta podejscia allogenicznego jest mozliwo$¢ zastosowania
produktu komorkowego of-the-shelf, bez inwazyjnej ingerencji, jaka wystepuje przy
wytworzeniu autologicznego preparatu komoérek wyizolowanych ze szpiku lub tkanki
thuszczowej pacjentow. Galareta Whartona sznura pepowiny jest bogatym i bezpiecznym
zrédtem komoérek MSC ze wzgledu na tatwo$¢ procedury ich pozyskania. Komorki pochodzace
Z poptodu r6znig si¢ od komérek MSC uzyskanych z tkanek dorostych osob (szpik kostny,
tkanka tluszczowa) i posiadaja zdolno$¢ do wydzielania czynnikéw immunomodulujgcych
i neurotroficznych. Uzyskane WJ-MSC sa bardziej homogenne i majg wigksze zdolnoSci
proliferacyjne.

Celem doktoratu wdrozeniowego bylo opracowanie produktu leczniczego terapii
zaawansowanej (ang. advanced therapy medicinal product, ATMP) opartego na komoérkach
mezenchymalnych z galarety Whartona (WJ-MSC) w leczeniu stwardnienia zanikowego
bocznego. Produkty WJ-MSC wytworzono w warunkach GMP zgodnie z obowigzujacymi
procedurami oraz przy uzyciu kwalifikowanych oraz certyfikowanych materiatéw i urzadzen.
Produkcja ma miejsce w klasie A (przeptyw laminarny) w otoczeniu klasy B. Etapy
wytwarzania ATMP obejmowaty kwalifikacje materiatu sznura pgpowinowego na podstawie:
wywiadu medycznego, wynikoéw krwi matki na obecno$¢ czynnikéw zakaznych oraz
wstepnych ogledzin tkanki. Z kwalifikowanych tkanek zalozono hodowle pierwotne komorek
WJ-MSC metodg eksplantow z galarety Whartona w systemie hodowli wolnej od materiatow
podchodzenia zwierzgcego. Uzyskane komoérki poddano weryfikacji jakosciowej i ilosciowej
w celu zwolnienia produktu koncowego, potwierdzajac ich zgodnos¢ z kryteriami zalecanymi
przez Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowej (ang. International Society for
Cellular Therapy, ISCT), m.in. polegajacej na sprawdzeniu charakterystycznych markerow
powierzchniowych (negatywne Lin-: CD34, CD45, CD19, CD14, receptor powierzchniowy
komoérek MHC klasy II HLA-DR; pozytywne: CD73, CD90, CD105), a takze na ocenie ich

kariotypu, obecnosci endotoksyn i mykoplazmy oraz jalowo$ci mikrobiologiczne;j.
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Innowacyjne podejscie zrealizowane w trakcie wykonywania niniejszej pracy polegato
na precyzyjnej, rozszerzonej charakterystyce komorek WJ-MSC m.in. pod katem ich markerow
powierzchniowych, profilu wydzielniczego (sekretomu) oraz wilasciwosci
immunomodulujacych. Witasciwosci immunomodulujace zostaly ocenione na podstawie
modelu kohodowli in vitro sktadajacej si¢ z komorek jednojadrzastych krwi obwodowej
(ang. mononuclear cell, MNC) zdrowych dawcéw z allogenicznymi komoérkami WJ-MSC.
Kohodowla zostata oceniona pod wzgledem proliferacji i subpopulacji komérek MNC, takich
jak: limfocyty T, limfocyty B, monocyty, komorki NK (ang. natural killer), limfocyty T
pomocnicze (Th), limfocyty T cytotoksyczne (Tc), subklasy limfocytow Th - Thl, Th2, Th17
oraz komorki T regulatorowe (Treg), a takze ich profilu aktywacji na podstawie
charakterystycznych markerow powierzchniowych CD69, CD25 i HLA-DR. Stworzenie banku
komorek WIJ-MSC i jego klasteryzacja umozliwily pogrupowanie produktow
charakteryzujacych si¢ zblizong aktywnoscig biologiczng. Na podstawie uzyskanych wynikéw
opracowano zgloszenie patentowe pt. Sposob klasyfikacji komorek MSC ze wzgledu na
wlasciwosci terapeutyczne. Przedmiotem wynalazku jest sposob klasteryzacji produktow
komorkowych opartych na komérkach MSC ze wzgledu na ich wlasciwosci terapeutyczne oraz
dobor produktu komodrkowego przez dopasowanie dawcy do biorcy. W przysztosci
klasteryzacja moze pomoéc przy wdrozeniu zasad medycyny spersonalizowanej (ang.
personalized medicine), niosgc za sobg wzmocniony i dopasowany efekt terapeutyczny
produktow komorkowych.

Kolejnym etapem bylo podanie badanego produktu leczniczego (BPL) opartego na
komorkach mezenchymalnych z galarety Whartona (WJ-MSC) w badaniu klinicznym
0 akronimie ALSTEM. Badanie kliniczne polegato na ocenie wptywu komorek galarety
Whartona (WJ-MSC) na uktad immunologiczny pacjentow z rozpoznaniem choroby ALS.
Dzigki dostgpnosci do unikatowego materiatu biologicznego, jakim byly probki krwi
obwodowej, moczu oraz ptynu mézgowo-rdzeniowego osob z rozpoznaniem ALS, sprawdzono
m.in. status immunologiczny pacjentow, ktorzy otrzymali produkty komdrkowe WI-MSC.
Odpowiedz terapeutyczna pacjentoOw zostata okre§lona na podstawie wspotczynnika trendu
skali ALSFRS-R (ang. ALS Functional Rating Scale-Revised). Skala ALSFRS-R uwazana jest
za ztoty standard stosowany do pomiaru postepu choroby ALS, a takze odpowiedzi na nowe
leki i terapie.

Wspotczynnik trendu skali ALSFRS-R wyodrebnit trzy grupy pacjentow, ktore opisano
jako:
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— RESPONDER - warto$¢ wspoétczynnika ALSFRS-R > 0 wskazuje pozytywny wplyw
leczenia;

— NULL — warto$¢ wspotczynnika ALSFRS-R = 0 wskazuje neutralny wplyw leczenia;

— NON-RESPONDER - warto$¢ wspotczynnika ALSFRS-R < 0 wskazuje brak pozytywnej
odpowiedzi na leczenie.

Oceng wykonano na podstawie immunofenotypu subpopulacji komorek krwi obwodowej oraz

profilu wybranych cytokin, chemokin i czynnikow wzrostu W osoczu oraz ptynie mézgowo-

rdzeniowym. Stezenie wybranych immunoreaktywnych analitow oznaczono na urzadzeniu

MAGPIX (platforma Luminex). W wyniku przeprowadzenia analizy otrzymanych danych

z analiz biochemicznych i cytometrycznych krwi, moczu oraz ptynu mézgowo-rdzeniowego, a

takze oceny funkcji zyciowych powstal wstepny zestaw danych do predykcji odpowiedzi

pacjentow na terapi¢ komorkowa WJ-MSC.

Podsumowujac, celem projektu i rozprawy doktorskiej byto opracowanie produktu
leczniczego terapii zaawansowanej opartej na komodrkach mezenchymalnych galarety
Whartona (WJ-MSC) majacego zastosowanie W leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego
(ALS). Kluczowym elementem dzialalno$ci wdrozeniowej bylo pelne zbadanie potencjalu
komorek WJ-MSC, ich precyzyjna charakterystyka, zbadana na poziomie immunologicznym
i genetycznym w celu ich klasteryzacji, co jest wyrazng nowoscig W tej dziedzinie. Kolejny
etap polegat na charakterystyce oraz pogrupowaniu pacjentow z ALS biorgcych udziat
W badaniu klinicznym wedtug ich odpowiedzi terapeutycznej na produkt koméorkowy WJ-MSC
na podstawie skali ALSFRS-R. Analizy materiatu biologicznego pacjentoéw, m.in. na poziomie
immunologicznym, pozwolity uzyska¢ parametry predykcyjne przewidujace pozytywna

odpowiedz pacjenta na leczenie preparatem WJ-MSC.
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SUMMARY

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease affecting both the
central and peripheral nervous systems. Its etiology and pathophysiology have not yet been
fully established. Often the onset of the disease is difficult to diagnose, as the symptoms may
be mistaken for temporary weakness of the body. Gradually, the symptoms become more
characteristic and include progressive central motor neuron damage (resulting in muscle
weakness and increased muscle tone), slurred speech, difficulty swallowing, and in the final
stage, respiratory distress, typically leading to death around 5 years after diagnosis.
Amyotrophic lateral sclerosis occurs in all parts of the world with an annual incidence of 3-5
cases per 100,000 population. The guidelines from the European Reference Network for Rare
Neuromuscular Diseases regarding treatment schedules for the diagnosis of ALS are very
limited. The main recommendations include the introduction of the basal drug Riluzole, which
is taken from the time of diagnosis until the end of life. The provisional recommendation
includes the use of medicinal products such as Edaravone and AMX0035. By the end of 2023,
guidelines for the drug Tofersen based on antisense oligonucleotides are expected to be
announced as a first-line treatment for patients with the genetic form of ALS, specifically those
with a mutation in the superoxide dismutase 1 gene (SOD1). Recent epidemiological studies
have shown that the beneficial effect with Riluzole persists only during the first 6 months of
treatment and extends life by only 10-20%. The above-mentioned facts highlight the need to
develop new therapies aimed at enhancing both the quality and duration of life for patients.

Currently, research is underway into the use of cell therapy to delay the progression of
ALS. In recent years, research has focused on understanding the causes and progression of the
disease, identifying immune system dysfunction as a potential factor. On the other hand, there
are many reports that mesenchymal stromal cells (MSCs) can modulate the immune response
and modify the expression of pro- and anti-inflammatory proteins and trophic factors for
neurons. The secretion of neurotrophic factors by MSCs can positively support the maintenance
of motor neuron and glial cell function necessary for proper neuronal activity. It has been
observed that MSCs have a positive effect on protecting motor neurons, astrocytes, and
microglia against apoptosis. The therapeutic use of autologous MSCs in patients has significant
limitations, as ALS is a disease that occurs in middle and older age. MSCs sourced from ALS

patients present many dysfunctions, and this can adversely affect the effectiveness of therapy.

18



In addition, MSCs from ALS patients were found to have reduced proliferative potential. In
view of the negative aspects that occur, MSC therapy based on an allogeneic cell preparation
seems to be the optimal solution. One of the compelling options is the use of mesenchymal
stromal cells, isolated from Wharton's jelly (WJ-MSC). The advantage of the allogeneic
approach is the possibility of using an allogeneic "of-the-shelf" cell product, without the
invasive interference that occurs when producing an autologous preparation of cells isolated
from patients' marrow or adipose tissue. Wharton's jelly of the umbilical cord is a rich and safe
source of MSC cells due to the ease of the procedure for obtaining them. Cells derived from the
fetal tissues are different from MSCs obtained from adult tissues (bone marrow, adipose tissue)
and have the ability to secrete immunomodulatory and neurotrophic factors. The obtained WJ-
MSCs are more homogeneous and have higher proliferative potential.

The aim of the implementation doctorate was to develop an advanced therapy medicinal
product (ATMP) based on Wharton's jelly mesenchymal stromal cells (WJ-MSC) for the
treatment of amyotrophic lateral sclerosis. WJ-MSCs products were manufactured under
current GMP conditions in accordance with applicable procedures and using qualified and
certified materials and equipment. Production takes place in Class a (laminar flow) in a Class
B environment. The manufacturing steps of the ATMP included qualifying the umbilical cord
material based on medical history, maternal blood results for the presence of infectious agents,
and preliminary visual inspection of the tissue. From the qualified tissues, primary cultures of
WJ-MSC cells were established using the Wharton's jelly explants method in a culture system
free of animal-derived components. The obtained cells were subjected to qualitative and
quantitative verification for the release of the final product, confirming their compliance with
the criteria recommended by the International Society for Cellular Therapy (ISCT), including
checking characteristic surface markers (negative Lin-: CD34, CD45, CD19, CD14, HLA-DR;
positive: CD73, CD90, CD105), as well as assessing their karyotype, the presence of endotoxins
and mycoplasma, and microbiological sterility.

The innovative realized in the course of this work approach consisted of precise,
extended characterization of WJ-MSC cells in terms of their surface markers, secretory profile
(secretome) and immunomodulatory properties. Immunomodulatory properties were evaluated
using an in vitro co-culture model consisting of peripheral blood mononuclear cells (MNCs)
from healthy donors with allogeneic WJ-MSC cells. The co-culture was evaluated for
proliferation and assessment of MNC cell subpopulations, such as T cells, B cells, monocytes,
NK cells, Th cells, Tc cells, Thl cells, Th2 cells, Th17 cells, regulatory T cells, as well as their
activation profile based on the characteristic surface markers CD69, CD25 and HLA-DR. The
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development of a WJ-MSC cell bank and its clustering, made it possible to assign products with
similar biological activity. Based on the results, a patent application was developed: "Method
of classifying MSC cells for therapeutic properties”. The object of the invention is a method of
clustering cell products based on MSC cells for their therapeutic properties and selection of the
cell product by matching donor to recipient. In the future, clustering, may help with the
implementation of personalized medicine bringing with it an enhanced and matched therapeutic
effect of cellular products.

The next stage was to administer an investigational mesenchymal cell-based medicinal
product from Wharton's Jelly (WJ-MSC) in a clinical trial with the acronym ALSTEM. The
clinical trial assessed the effects of Wharton's jelly cells (WJ-MSCs) on the immune system of
patients diagnosed with ALS. Due to the availability of unique biological material such as
samples of peripheral blood, urine and cerebrospinal fluid of people diagnosed with ALS,
among other things, the immunological status of patients who received WJ-MSC cell products.
Patients' therapeutic response was determined by the ALS Functional Rating Scale-Revised
(ALSFRS-R) scale trend factor. The ALSFRS-R scale is considered the gold standard used to
measure ALS disease progression, as well as response to new drugs and therapies.

The trend factor of the ALSFRS-R scale distinguished three groups of patients, which
were described as:

e RESPONDER value of ALSFRS-R coefficient > 0, indicates positive effect of treatment

e NULL value of ALSFRS-R coefficient = 0, indicates neutral effect of treatment

e NON-RESPONDER value of ALSFRS-R coefficient <0, indicates no positive response

to treatment

The evaluation was based on the immunophenotype of peripheral blood cell subpopulations and
the profile of selected cytokines, chemokines and growth factors in plasma and cerebrospinal
fluid. The concentration of selected immunoreactive analytes was determined on a MAGPIX
instrument (Luminex platform). Analyzing the data obtained from biochemical and cytometric
analyses of blood, urine and cerebrospinal fluid, as well as assessments of vital functions,
a preliminary dataset for predicting patients' response to WJ-MSC cell therapy was created.

In summary, the goal of the project and dissertation was to develop a therapeutic product
of advanced therapy based on Wharton's jelly mesenchymal cells (WJ-MSCs) for the treatment
of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). The key element of the implementation activity was the
thorough exploration of the potential of WJ-MSC cells, their precise characterization, studied
at the immunological and genetic levels for their clustering, which is a clear novelty in the field.

The next stage was characterization and group ALS patients participating in the clinical trial
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based on their therapeutic response to the WJ-MSC cell product based on the ALSFRS-R scale.
The analyses of patients' biological material, among other things, at the immunological level,
have yielded predictive parameters that anticipate a positive patient response to treatment with

WJ-MSCs.
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1.  WSTEP

1.1. Stwardnienie zanikowe boczne

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS) to wyniszczajaca choroba neurodegeneracyjna,
ktora przejawia si¢ postepujacg niewydolno$cig uktadu nerwowo-migéniowego W wyniku
ostabienia migsni konczyn gornych i dolnych, a takze migs$ni opuszkowych i oddechowych. W
1869 roku francuski neurolog i anatom Jean-Martin Charcot po raz pierwszy zdiagnozowat i
opisat kliniczng patologie¢ tej choroby, a w 1874 roku zaczat uzywac terminu stwardnienie
zanikowe boczne [1]. Przyczyna ALS jest niejednorodna i tylko czesciowo poznana. Coraz
wigcej badan na poziomie klinicznym i genetycznym wskazuje ALS jako zespo6t chordb
ogoblnoustrojowych, a nie wylacznie w obszarze osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Podstawa schorzenia to selektywny i postepujacy zanik rdzeniowych, opuszkowych i korowych
neuronéw ruchowych, prowadzacy do nieodwracalnego paralizu, zaburzenia mowy i
potykania, a ostatecznie do $mierci z powodu niewydolnosci migéni oddechowych [2]. Faza
poczatkowa choroby zaczyna si¢ miejscowo, przez ostabienie migéni, czesto jednej reki.
Nastgpnie rozprzestrzenia si¢, wptywajac na wickszo$¢ migséni szkieletowych i doprowadzajac
do catkowitego paralizu. Objawy pojawiaja si¢ poczatkowo W konczynach (70% przypadkow),
w migsniach opuszkowych (25% przypadkéw) oraz tutowia (5% przypadkoéw) [1]. Z powodu
umiejscowienia i rozprzestrzeniania si¢ symptomow W 25% przypadkow rozrézniamy postac
opuszkowa (Objawiajaca si¢ dyzartrig, dysfagig czy dysfonig), a w 75% — posta¢ konczynowsa
(objawiajaca si¢ jednostronnym dystalnym ostabieniem i zanikiem mig$ni konczyn gornych lub
dolnych). Smier¢ nastepuje ok. 3-5 lat po pojawieniu si¢ pierwszych objawow, gtéwnie na
skutek niewydolnos$ci oddechowe;j [3].

Czestotliwos¢ wystepowania choroby ALS jest szacowana na 1,75-3 przypadkow na
100 000 os6b rocznie, a w przypadku Europy — 10-12 na 100 000 os6b. Obserwuje sie, ze
czestos¢ wystepowania ALS wzrasta, a co roku diagnozuje si¢ 0 1-2 nowe przypadki wiecej na
100 000 oso6b [5]. Przedzial wiekowy 0 najwyzszym ryzyku zachorowania na ALS to 4575
lat. Sredni wiek wystapienia objawow jest zmienny: 58—63 lata dla sporadycznego ALS (SALS)
1 4060 lat dla rodzinnego ALS (fALS). Oszacowano, ze ryzyko zachorowania W ciggu catego
zycia wynosi 1 : 350 u me¢zczyzn oraz 1 : 400 u kobiet. Wyniki pokazuja, ze w przypadku
mezczyzn ryzyko rozwoju SALS jest wyzsze [3]. Ponad 90% przypadkéw ALS ma charakter
sporadyczny (idiopatyczny) o nieznanej etiologii (SALS), podczas gdy rodzinne wystepowanie

0 podtozu genetycznym zidentyfikowano u 10% przypadkéw. Cztonkowie rodzin oséb z SALS
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moga by¢ narazeni na zwigkszone prawdopodobienstwo wystgpienia choroby. Jednak ryzyko
to jest stosunkowo niskie, a u wigkszosci z nich nie wystgpia objawy czy dalszy rozwoj choroby
[4]. W przypadku dziedzicznej fALS pojawienie si¢ objawOw zZwigzane jest z wystapieniem
okreslonych wariantow genow (zidentyfikowano ok. 30), m.in. SOD1, TARDBP, FUS, OPTN,
VCP, UBQLN2, C90RF72 i1 PEN1. W przypadku az 2/3 postaci fALS zmiany dotyczyly genow
C90RF72, SOD1, TARDBP i FUS [5]. Wedlug metaanalizy mutacje w C9ORF72 stanowig
40% wsrod przypadkow ALS, nastgpnie SOD1 na poziomie 20%, TARDBP i FUS na poziomie
5% (ryc. 1) [6].

Sporadyczna 90%

Nieznana 30%

S0D1 20%

Ryc. 1. Rozklad procentowy przypadkéw sALS lub fALS oraz wystepowanie najbardziej znanych
genetycznych przyczyn fALS. Zmodyfikowano na podstawie [6]

Oznacza to, ze w przypadku fALS istnieje znaczna heterogennos¢ oraz zaangazowanie Kilku
mechanizmow patologicznych [7]. Dodatowo mutacje w C9ORF72, TARDBP, SOD1 i FUS
wystepuja rowniez W SALS i odpowiadajg za mniej niz 8% przypadkoéw sALS w Europie [8].
Badania epidemiologiczne wykazaty wpltyw srodowiska i stylu zycia na rozwoj ALS.
Wydaje si¢, ze czynniki takie jak: czynniki dietetyczne, pestycydy, narazenie na obecno$é
metali cigzkich, palenie, alkohol, infekcje wirusowe i grzybicze czy promieniowanie
elektromagnetyczne mogg by¢ zaangazowane W patogeneze ALS [5]. W rozwoju ALS bierze
udziat wiele szlakow molekularnych, takich jak ekscytotoksyczno$¢, dysfunkcja
mitochondriow, stres oksydacyjny, dysfunkcja oligodendrocytow, zaburzenia funkcji

cytoszkieletu i nieprawidtowosci w transporcie aksonalnym, zaburzony metabolizm RNA,
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nukleocytoplazmatyczne deficyty transportowe i nieprawidlowa naprawa DNA, ktore

prowadza do uszkodzen neuronéw ruchowych na drodze apoptozy lub nekrozy (ryc. 2) [9].
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Ryc. 2. Mechanizm ALS. W rozwoju schorzenia ALS istotne znaczenie majg mutacje genetyczne (np. SOD1
i COORF72) oraz czynniki srodowiskowe. Do degeneracji neurondéw ruchowych na drodze apoptozy lub nekrozy
moze przyczynia¢ si¢ kilka mechanizmoéw, takich jak ekscytotoksycznos$¢, zapalenie nerwdw, zaburzenia

w transporcie aksonalnym, czy dysfunkcja mitochondriéw. Zmodyfikowano na podstawie [9]

Stres oksydacyjny pojawia si¢, gdy produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) przekracza
zdolnos$ci buforowe komorki, uszkadzajac w ten sposob DNA, biatka i lipidy. Agregaty biatek
w mitochondriach prowadza takze do zaburzen tancucha transportu elektronow, w wyniku
czego nastepuje zwiekszona produkcja ROS i dysfunkcja mitochondriow, ktora zaburza
podstawowe funkcje komorki, ostatecznie prowadzac do jej nekrozy. Jedng z funkcji siateczki
srédplazmatycznej (ER) jest synteza i skladanie bialek oraz kontrola nad prawidlowos$cig
procesu. Stres komérkowy moze zaindukowaé reakcje stresowa W ER, charakteryzujaca sie
chromatolizg i nagromadzeniem nieprawidtowych i nieprawidtowo sfatldowanych biatek w
inkluzjach cytoplazmatycznych. Ostatecznie dezagregacja ER skutkuje utrata zdolnosci tej
struktury do syntezy bialek, czesto prowadzgc do aktywacji apoptozy danej komoérki [10].
Cytoplazmatyczna agregacja biatek zostata powigzana z mutacjami w genach TARDBP i FUS
wystepujacych w fALS i SALS. Ekscytotoksycznos$¢ glutaminianu to kolejna gtéwna przyczyna
stresu oksydacyjnego. W tym przypadku zmniejszona ekspresja transportera na astrocytach
powoduje jego niepetny wychwyt, przyczyniajac si¢ do wysokiego poziomu glutaminianu, co

skutkuje nadmiernym naptywem jonéw Ca?* w okolice neuronéw. Nieprawidtowy poziom Ca?*

24



dodatkowo zwigksza produkcje reaktywnych form tlenu, powodujac uszkodzenie neuronow.
Uposledzona naprawa DNA jest rowniez obserwowana W przebiegu ALS. W tym przypadku
uszkodzenia w DNA oraz nieprawidlowo$ci W $ciezkach jego naprawy, a takze aktywacja
biatka p53 posredniczg w apoptozie motoneuronow [8]. Nie ma watpliwosci, ze
wyszczegdlnione mechanizmy s3 zaangazowane W patogenezg choroby. Powszechnie
przyjmuje si¢, ze ALS jest konsekwencja splotu procesow patologicznych, ktore nie
ograniczajg si¢ do zapalenia czy $mierci neuronow ruchowych, ale obejmujg rowniez aktywacje

mikrogleju, astroglioz¢ czy nacieki z monocytow, neutrofili i limfocytow T [11].

1.1.1. Aktywacja mikrogleju w odpowiedzi na stres lub uszkodzenia osrodkowego

ukladu nerwowego w ALS

Mikroglej to rezydujace komorki uktadu odporno$ciowego pochodzenia
mezodermalnego wewnatrz o$rodkowego uktadu nerwowego. Populacja mikrogleju jest
utrzymywana przez lokalng proliferacj¢, bez uzupelniania przez obwodowe monocyty
pochodzace ze szpiku kostnego. Uwaza si¢, ze system ten shuzy jako wrodzona obrona
immunologiczna moézgu i rdzenia kregowego, zapewniajac staly nadzor nad infekcjami
wywolanymi przez wirusy, bakterie czy grzyby. Mikroglej jest jedng z pierwszych linii obrony
OUN przed urazem i infekcja i aktywnie uczestniczy w przebudowie OUN poprzez interakcje
z astrocytami i wspomaganie funkcjonalno$ci synaps neuronalnych czy usuwanie
zdegenerowanych neuronoéw przez fagocytoze [12]. Podczas zapalenia nerwoéw mikroglej jest
odpowiedzialny za uwalnianie cytokin pro- i przeciwzapalnych i usuwanie uszkodzonych
komorek, a takze za dziatania neuroprotekcyjne [1]. W zalezno$ci od funkcji mikroglej
wykazuje fenotyp M1, ktory byl odpowiedzialny za uwalnianie cytokin zapalnych oraz
usuwanie uszkodzonych komorek, oraz fenotyp M2, zdolny do uwolnienia neuroprotekcyjnych
cytokin przeciwzapalnych. W przypadku aktywacji mikrogleju, jak to si¢ dzieje podczas
neurodegeneracji, komorki migruja do miejsca uszkodzenia, a nastgpnie W niektorych
przypadkach dochodzi do zmiany neuroprotekcyjnego fenotypu M2, do ekspansji klonalnej i
rozwini¢cia fenotypu M1. W tym procesie wydzielane sa immunomodulujace czynniki, takie
jak NO i IL-1p, ktore negatywnie wplywaja na strukture neuronéw i ich funkcje. Aktywowane
komorki mikrogleju, przechodzac od fenotypu M2, promujacego naprawg i odbudowe
macierzy pozakomoérkowej oraz zwiekszenie przezywalnos$ci neurondw poprzez uwalnianie
BDNF, IGF-1 i cytokin przeciwzapalnych do fenotypu M1 wydzielajacego czynniki i cytokiny

prozapalne, przyczyniaja si¢ W ostatecznosci do apoptozy neuronow (ryc. 3) [13].
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PROGRESJA ALS

M1
promowanie przyspieszonej
degeneracji neuronow
motorycznych

NO
ROS
TNF-a
IL-1B
IL-6

M2
promowanie regeneracji
i naprawy tkanki

Ryc. 3. Fenotyp mikrogleju w patogenezie ALS. Progresja choroby poprzez brak polaryzacji i zmiang fenotypu
Zz M2 na M1. Zmodyfikowano na podstawie [13]

W ostatnich latach badacze ALS duzo uwagi poswiecili zaangazowaniu komorek uktadu
odpornosciowego W patogenezg choroby, koncentrujac si¢ wlasnie na mikrogleju. Badacze
obserwuja zjawisko polaryzacji M1/M2 podczas progresji ALS.

W zaburzeniach ALS rola mikrogleju jest kluczowa w:

a) efekcie neuroprotekcyjnym na wczesnym etapie choroby — poprzez ograniczenie uszkodzen

i fagocytoze martwych neurondéw oraz agregatow biatkowych czy wydzielanie czynnikow
neurotroficznych i cytokin przeciwzapalnych, takich jak BDNF (ang. brain-derived
neurotropic factor), czy interleukiny (IL-4, IL-10);

b) dziataniu neurotoksycznym w pozniejszych fazach — poprzez aktywacje astrocytow, proces

ten jest zdominowany przez wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a (ang.
tumor necrosis factor-a), IL-1p, IL-6, powodujacych dodatkowe uszkodzenia nerwow.

W patologii ALS widoczny jest zmieniony czasoprzestrzennie wzorzec aktywacji
mikrogleju w poblizu uszkodzonych neuronéw ruchowych, w szczegoélnosci w rdzeniu
kregowym, gdzie aktywacja mikrogleju jest widoczna juz przed poczatkiem wystapienia
objawow Klinicznych i nasila si¢ wraz z postgpem choroby, jeszcze przed ostabieniem migéni |
utrata neuronéw ruchowych [8]. Wykazano takze aktywacje in vivo mikrogleju u pacjentéw z
ALS przy uzyciu obrazowania pozytonowej tomografii emisyjnej (PET). Silng aktywnos$¢

zapalng potwierdzono, obserujac lokalny naciek makrofagow i limfocytow T oraz wzrost
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cytokin i chemokin, w tym TNF-a, IL-6, IL-1p i VEGF (ang. vascular endothelial growth
factor) na obwodzie [14]. Dodatkowo mikroglej uwalnia rowniez biatko chemotaktyczne
monocytow (ang. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), odpowiedzialne za infiltracje
monocytow przez barier¢ krew—mozg, ktore to rowniez przyczynia si¢ do zamierania neuronow

ruchowych [7].

1.1.2. Zaburzenia ukladu odpornosciowego w ALS

Coraz wigcej doniesien naukowych sugeruje, ze zapalenie nerwow W przebiegu ALS
powigzane jest Z ogdlnoustrojowym stanem zapalnym. Limfocyty T pomocnicze (Th,
charakterystyczny marker powierzchniowy CD4) wplywaja na aktywno$¢ innych typow
komorek biorgcych udziat w odpowiedzi immunologicznej, takich jak mikroglej/makrofagi czy
limfocyty B. Cytotoksyczne limfocyty T (Tc, charakterystyczny marker powierzchniowy CD8)
sg zdolne do bezposredniego zabijania innych komoérek poprzez aktywacje sciezki zwigzanej z
ligandem Fas (FasL) i uwalnianie perforyn i granzymow. Poprzez interakcj¢ z Fas (CD95) — Tc
aktywuja dalsze kaspazy i inicjujg apoptoze komoérek docelowych, podczas gdy uwolnione
perforyny utatwiajg tworzenie porow i aktywuja szlak apoptotyczny za pomoca granzymow.
Zbyt intensywna aktywacja ukladu immunologicznego objawia si¢ wydzielaniem przez
komorki Th cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a i IL-17, czy indukcjg apoptozy neuronow
ruchowych przez limfocyty Tc. Szczegotowa analiza limfocytow Th zdefiniowata subpopulacje
zwigzane z okreslonym profilem wydzielniczym. Wyrdézniono komorki Thl i Th17, ktore
uwalniaja mediatory i cytokiny zapalne, promujac aktywacje makrofagéw i ekspansje
limfocytow T. Komorki Th2 uwalniajg cytokiny przeciwzapalne, takie jak IL-4 [15]. Thl i
Th17 sg zaangazowane W reakcje prozapalne, podczas gdy Th2 biorg udzial w reakcjach
przeciwzapalnych. Wykazano, ze komorki naciekajace OUN pacjentow z ALS posiadaja
glownie fenotyp Thl i Th17. Natomiast w poczatkowej fazie ALS, ze wzgledu na dominujaca
ekspresje biatka wigzacego czynnik transkrypcyjny GATA3, uwaza si¢, ze limfocyty Th
wykazuja glownie fenotyp Th2, o dziataniu przeciwzapalnym [13]. Odrebng subpopulacja
limfocytow Th sga limfocyty T regulatorowe (Treg), wykazujace ekspresje czynnika

transkrypcyjnego Foxp3 (ang. forkhead box P3), 0 dziataniu immunosupresyjnym (ryc. 4).
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Ryc. 4. Zaburzenia ukladu immunologicznego w ALS. Limfocyty Th wytwarzajagce Thl, Th17 i GM-CSF
promuja fenotyp neurotoksyczny M1-podobny; Th2, Treg i niektore typy limfocytow Tc mogg przyczyniac si¢ do

promowania neuroprotekcyjnego fenotypu M2-podobnego. Zmodyfikowano na podstawie [16]

Komoérki Treg indukuja zarowno bezposrednig lize aktywowanych i autoagresywnych
limfocytow T, w ktorej posredniczy wydzielanie granzymu A i perforyny, jak i supresj¢
aktywacji komorek T, powodujac ich inhibicje poprzez hamowanie wychwytu IL-2, cytokiny
niezbednej do przezycia limfocytow T. U pacjentow z ALS chroniczne zapalenie zwigzane jest
ze zmniejszong liczba komorek Treg oraz zmniejszong ekspresja mRNA dla Foxp3, TGF-p, IL-
4 i GATA3, co skutkuje przyspieszeniem progresji choroby. Nizszy odsetek komoérek Treg
oznaczany u pacjentéw z ALS wiaze si¢ ze zwigkszong $miertelnoscia, podczas gdy wyzsze
poziomy sa zwigzane z dtuzszym przezyciem [17].

Cytokiny sg gtéwnymi modulatorami proliferacji i roznicowania komorek. Aktywnie
uczestniczag w regulacji odpowiedzi zapalnej, w tym takich procesow jak prezentacja antygenu,
rekrutowanie komorek czy ekspresja czasteczek adhezyjnych. Znanych jest ponad 300 cytokin,
w tym chemokiny, interleukiny, interferon (IFN) i czynnik martwicy nowotworéw (TNF). W
chorobach neurodegeneracyjnych niektore cytokiny uwalniane przez komorki rezydujace w
OUN we wczesnym przebiegu choroby moga przeciwdziata¢ uszkodzeniom lub stanom
zapalnym tkanek. Jednak w miar¢ progresji choroby uwalniane cytokiny odgrywaja role
neurotoksyczng. Liczne badania wykazaty, ze poziomy niektorych interleukin, takich jak IL-

1B, IL-2 i IL-4, s podwyzszone zarbwno W ptynie mézgowo-rdzeniowym (ang. cerebrospinal
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fluid, CSF), jak i we krwi obwodowej pacjentoéw z ALS w poréwnaniu z osobami zdrowymi.
Wsrod gltéwnych cytokin prozapalnych czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a) jest
wydzielany przez aktywowane makrofagi i bierze udzial w aktywacji fagocytow i ekspresji
czasteczek adhezyjnych. Jego rola w patogenezie ALS jest nadal niejasna ze wzgledu na
dziatanie plejotropowe. W rzeczywistosci W niektorych przypadkach poziom TNF-o we krwi i
CSF pacjentow z ALS wzrasta lub pozostaje niezmieniony. Wedtug ostatnich doniesien wysoki
poziom interferonu gamma (IFN-y) we krwi i CSF pacjentow z ALS wigze si¢ Z szybsza
progresja i krotszym przezyciem. Procesy zapalne, a tym bardziej neurozapalne, sg niezwykle
ztozone. Zwlaszcza pod wzgledem aktywowanych szlakow molekularnych, ktére wykazuja
swoisty dualizm, przektadajac si¢ na antagonistyczne mechanizmy neuroprotekcyjne i
neurotoksyczne. Tak jak w przypadku mikrogleju — wczesne stadia ALS charakteryzuja si¢
obecnos$cig neuroprotekcyjnych mediatorow przeciwzapalnych, podczas gdy w pdzniejszych
stadiach przewazaja cytotoksyczne mediatory prozapalne [15].

Wraz z rosnaca liczbg badan w ostatnich latach wykazano charakterystyczny profil
cytokin/chemokin we krwi obwodowej i ptynie moézgowo-rdzeniowym u pacjentow z ALS.
Obserwacje te poglebiaja zrozumienie roli cytokin i immunoprzekaznikéw w patogenezie,
wczesnej diagnostyce i potencjalnym dopasowaniu terapii. Dlatego niektorzy badacze sugeruja,
aby profil cytokin zastosowac jako narzedzie diagnostyczne przydatne w monitorowaniu oraz

predykcji progresji ALS [18].

1.1.3. Diagnostyka i leczenie ALS

Etiologia ALS pozostaje wcigz nieznana, co znacznie utrudnia zaprojektowanie
i opracowanie efektywnej terapii i precyzyjnego schematu diagnostycznego [1]. Rozpoznanie
ALS opiera si¢ na analizie historii przebiegu choroby, wywiadzie rodzinnym, wykluczeniu
innych choréb neurodegeneracyjnych, badaniu fizykalnym, podstawowym zestawie badan
krwi, badaniu elektromiograficznym (EMG), obrazowaniu mozgu oraz kregostupa oraz na
biopsji migsni szkieletowych. Badanie EMG jest bardzo przydatnym narzedziem
diagnostycznym potwierdzajacym dysfunkcj¢ dolnego neuronu ruchowego (ang. lower motor
neuron, LMN) czy czynnosci migéni [2]. Biopsja migs$ni szkieletowych pozwala na
wykluczenie nietypowych miopatii, takich jak choroba ciatek poliglukozowych, lub na
potwierdzenie diagnozy ALS poprzez rozpoznanie typowej atrofii mie$ni. Rutynowe badanie
neurofizjologiczne obejmuje badanie przewodnictwa nerwowego. Badania przewodnictwa

nerwowego s3 niezbedne do wykluczenia zaburzen nasladujacych ALS, takich jak
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demielinizacyjna neuropatia ruchowa. Nalezy wspomnie¢, ze bardzo trudno jest okresli¢
konkretng date pierwszych objawow choroby. W rzeczywisto$ci proces patologiczny w ALS
zaczyna si¢ na dlugo przed wystgpieniem pierwszych symptomoéw klinicznych. Poczatkowo
wczesna dysfunkcja neuronalna kompensowana jest przez pobliskie neurony ruchowe, ktére
tymczasowo rekompensuja powstajace deficyty [12]. Sredni czas do rozpoznania ALS wynosi
od 8 do 15 miesiecy. Biorgc pod uwagg, ze oczekiwana mediana przezycia W tej chorobie
wynosi tylko 3 lata, kluczowe jest skrocenie czasu diagnostyki, monitorowanie progresji i jak
najszybsze wprowadzenie terapii [19].

ALS nalezy do chordb nieuleczalnych. Chociaz na przestrzeni lat zaproponowano kilka
substancji kandydujacych na lek do leczenia ALS, to opracowanie skutecznej terapii nadal jest
przedmiotem badan Klinicznych. Wytyczne Europejskiej Sieci Referencyjnej ds. chorob
nerwowo-mig$niowych dotyczace planu leczenia W rozpoznaniu ALS sa bardzo ogoélne.
Glowne zalecenia obejmuja wprowadzenie leku z substancjg czynng riluzol, ktory jest
przyjmowany przez pacjentoéw od momentu rozpoznania. Pierwszy wprowadzony lek Riluzol
wykazuje aktywno$¢ neuroprotekcyjng. Jest antagonista glutaminianu, ktérego mechanizm
dziatania nie jest catkowicie zdefiniowany. Wiadomo, Zze hamuje uwalnianie glutaminianu
I inaktywuje zalezne od potencjatu kanaty sodowe. Wydtuza mediang przezycia tylko o okoto
2 do 3 miesigey [5]. Tymczasowym zaleceniem jest podawanie edarawonu, czy AMXO0035.
Edarawon (znany réwniez jako MCI-186) poczatkowo zostat odkryty jako wymiatacz wolnych
rodnikow 1 silny przeciwutleniacz w leczeniu ostrego udaru niedokrwiennego mozgu.
Eliminuje nadtlenoazotyn i produkty peroksydacji lipidow, a takze chroni neurony przed
uszkodzeniami spowodowanymi przez wolne rodniki i stres oksydacyjny [8]. Dodatkowo do
konca 2023 roku zapowiedziano wprowadzenie wytycznych dotyczacych leku tofersen,
opartego na technologii antysensownych oligonukleotydéw (ASO), jako leczenia pierwszego
rzutu przeznaczonego dla pacjentow z mutacjg w genie dysmutazy ponadtlenkowej 1 (SOD1).
Pomimo iz naukowcy i klinicy$ci na calym $wiecie poszukujg skutecznego leczenia tej
wyniszczajacej choroby, zlozony i wieloczynnikowy charakter patologii ALS utrudnia
zidentyfikowanie celowanej terapii. Obiecujace opcje, W konteks$cie opracowania nowych
strategii  terapeutycznych, wprowadzaja terapie komorkowe. Produkty oparte na
preparatach/produktach komoérkowych moglyby stanowi¢ wazne i alternatywne podejscie W
stosunku do klasycznej terapii farmakologicznej. Ich gtowne dziatanie mogtoby polegaé na
uwolnieniu czynnikéw, ktore zapewnig dziatanie neuroprotekcyjne oraz wyciszenie stanu
zapalnego [20]. Pierwsze badania kliniczne leczenia ALS oparte na produktach komérkowych

zarejestrowano w bazie clinicaltrial.gov w roku 1998. Wiele z nich zawieszono lub zakonczono
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bez publikacji, a ich wyniki sa W duzej mierze nieznane [21]. Jednym z kandydatéw na produkt
komoérkowy sg mezenchymalne komorki stromalne (ang. mesenchymal stromal cell, MSC).
MSC posiadajg zdolnos¢ regulacji odpornosci wrodzonej i nabytej poprzez uwalnianie
czynnikow takich jak prostaglandyna E2 (PGE2), 2,3-dioksygenaza indoloaminy (IDO) i TGF-
B, tym samym modyfikujac srodowisko z prozapalnego na przeciwzapalne i neuroprotekcyjne.
Immunomodulujace | wydzielnicze zdolnosci MSC potencjalnie korzystne w terapii ALS, takie
jak podwyzszenie liczby limfocytow Treg oraz populacji komérek Th2 czy wydzielanie
czynnikow neurotroficznych, odegratyby wazng role¢ W neuroprotekcyjnym wptywie w
stosunku do neuronow ruchowych. Ponadto MSC mogg modulowa¢ wtasciwosci funkcjonalne
mikrogleju poprzez wydzielanie TGF-B, przelaczajac je z fenotypu klasycznie aktywowanego

do fenotypu przeciwzapalnego [22].

1.1.4. Biomarkery — mozliwos¢ szybkiej i latwej diagnozy oraz predykcji terapii ALS

Biomarkery definiuje si¢ jako cech¢ mierzalng bedaca wskaznikiem prawidlowych
proceséw biologicznych, proceséw chorobotworczych lub reakcji i odpowiedzi na nowe
interwencije terapeutyczne. Amerykanska Agencja Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug
Administration, FDA) wyodrebnita rézne podtypy biomarkerow, takie jak: diagnostyczny,
monitorujacy, prognostyczny, predykcyjny, oceniajacy bezpieczenstwo lub ryzyko.
Znalezienie odpowiednich biomarkerow diagnostycznych, ktore pomoga W odréznieniu ALS
od innych chordb, postawieniu szybszego rozpoznania czy monitorowaniu efektywnosci
nowych lekow, jest niezwykle pozadane. Zastosowanie zwalidowanych i kwalifikowanych
biomarkeréw W badaniach klinicznych ALS mogloby znacznie zwigkszy¢ warto$¢
informacyjng na temat farmakodynamiki czy potencjalu terapeutycznego leku. Wsrdd
proponowanych biomarkeréw ALS znajduje si¢ oznaczanie domeny zewnatrzkomorkowe;j
receptora neurotrofiny p75 (p755P) w moczu, fosforylowanego ciezkiego neurofilamentu
(pNfH) w ptynie mézgowo-rdzeniowym (CSF) i lekkiego neurofilamentu (NfL) w surowicy
[23].

W przypadku ALS dobdr biomarkeréw powinien skupi¢ si¢ na powigzaniu procesu
chorobowego w osrodkowym uktadzie nerwowym z mozliwoscia oznaczenia ich w tkance
obwodowej, np. w CSF, osoczu, surowicy, moczu, czy $linie 1 charakteryzowaé si¢
stabilnoscig. W przeciwienstwie do ptynu médzgowo-rdzeniowego inne ptyny ustrojowe sg
tatwo dostepne i nie wymagaja inwazyjnych metod ich pozyskiwania. Krew stanowi jedno z

podstawowych zrodetl materiatu biologicznego uzywanego w diagnostyce, a jej uzyskanie od
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pacjentow jest proste I niedrogie. Probki krwi mozna latwo frakcjonowaé na sktadniki, tj.
osocze (lub surowicg) i elementy morfotyczne. Prowadzone badania wykazaty, ze rozktad
subpopulacji limfocytow T i B, komérek NK i monocytow moze odzwierciedlaé status
otaczajgcej tkanki [24]. Obserwowano zmiany w populacji limfocytow T u pacjentow z ALS,
takie jak spadek krazacych komoérek Th w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Wyniki te moga
sugerowad, ze spadek liczby krazacych limfocytéw T we wczesnej fazie choroby odzwierciedla
wzrost liczby tych komoérek w miejscu rozwoju patologii, jednak eksperymentalna walidacja
tej hipotezy jej nie potwierdzita. Rowniez liczba Treg i charakterystyczna ekspresja czynnika
transkrypcyjnego Foxp3 byly znacznie zmniejszone u pacjentdow z szybszg progresja |
odwrotnie skorelowane z dynamika postepu choroby [15]. W przypadku poréwnania poziomu
cytokin w surowicy — stwierdzono znaczace réznice w poziomach IL-1p, IL-4 i IFN-y miedzy
pacjentami z ALS a zdrowymi osobami. Wysoki poziom IL-1p we krwi powoduje ostabienie
neurogenezy i nasilenie glikogenezy, prowadzac do intensyfikacji procesow zapalnych.
Dotyczy to zarowno ALS, jak i innych chordb neurodegeneracyjnych [11]. U pacjentow z ALS
rozpoznanym ponizej 12 miesiecy poziom IL-6 byl ujemne skorelowany z progresja choroby,
podczas gdy u pacjentdw z rozpoznaniem powyzej 12 miesiecy poziomy IL-6 byty dodatnio
skorelowane z rozwojem choroby [18]. Biatko MCP-1 odgrywa rowniez wazng role W procesie
zapalnym nerwow. W wielu badaniach zaobserwowano jego podwyzszenie W ptynie moézgowo-
rdzeniowym u pacjentow z ALS, a jego wysoki poziom korelowal z cigzkim przebiegiem
choroby. Poziom biatka zapalnego makrofagéow — la i 18 (MIP-1a i MIP-1p) rowniez wptywa
na srodowisko zapalne, kumulujac si¢ w mikrogleju. Doniesienia wskazujg, ze poziom MIP-1a
I MIP-1p jest podwyzszony w plynie mozgowo-rdzeniowym pacjentow z ALS [25]. Nalezy
jednak mie¢ na uwadze, ze oznaczany profil cytokin we krwi czy CSF moze by¢ trudny do
interpretacji ze wzgledu na stan chorobowy, czynniki srodowiskowe i podtoze genetyczne.
Ponadto stosowanie niestandardowych oznaczen moze by¢ zwigzane z zastosowaniem
odmiennych procedur normalizacji czy procedury zabezpieczenia i przechowywania prob [4].
Podczas pobierania probek w réznych osrodkach klinicznych istotne jest, aby probki byty
pobierane i zabezpieczane wedtug ustalonych i zwalidowanych protokotow. Kazde odstepstwo
od protokotu moze wplyna¢ np. na poziom komodrek zaktywowanych lub zapalnych,
wprowadzajgc zaburzenia W Wyniku i jego interpretacji. Pomocng innowacjg w identyfikacji

nowych markerow W ALS moze okazac si¢ podejscie oparte na uczeniu maszynowym.
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1.2. Komérki MSC jako produkt terapii komorkowej

Najprostsza definicja komorek macierzystych wskazuje na ich dwie kluczowe cechy:
zdolnosci do podzialu oraz rdéznicowanie W inne typy komorek. Kluczowsg kwestig jest
posiadanie potencjalu do samoodnawiania W zwigzku z przechodzeniem asymetrycznych
podzialow. Komoérki macierzyste gwarantujg fizjologiczny proces regeneracji tkanek
I utrzymania homeostazy organizmu. Mozna je klasyfikowa¢ zgodnie z ich potencjalem
(totipotentny, pluripotentny lub multipotentny), czy pochodzeniem (embrionalne komorki
macierzyste, komorki uzyskane z ptodu i tkanek poptodowych oraz komorki uzyskane od
urodzonych i starzejacych si¢ organizméw). Totipotencja odnosi si¢ do zdolnosci generowania
catego spektrum typu komorek, w tym tworzacych organizm, jak i tkanki pozaptodowe, np.
tozysko. Pluripotencja dotyczy zdolno$ci réoznicowania W trzy listki zarodkowe (endodermg,
mezoderme i ektoderme). Wreszcie multipotencja to mozliwos¢ réznicowania W specyficzny
typ komorki, najczgéciej zwigzany z okreslong tkanka [20]. Istnieje wiele roznych typow
komorek macierzystych 0 réznych zdolno$ciach i zrodtach wystepowania. Mezenchymalne
komorki stromalne (MSC) sg komérkami multipotencjalnymi, co oznacza, ze majg zdolnos¢
rozwijania si¢ W Kilka typow wyspecjalizowanych komorek. Komodrki MSC sg najszerzej
stosowanym w  badaniach  klinicznych  produktem  komoérkowym.  Najczesciej
wykorzystywanym zréodtem komoérek MSC jest autologiczny szpik (ang. bone marrow
mesenchymal/stromal cells, BM-MSC), mimo niesionych za soba obaw zwigzanych z wiekiem
dawcy czy obecnymi wadami genetycznymi powigzanymi z chorobg. Dotychczasowe badania,
ktore porownaty cechy MSC wyizolowane od 0s6b zdrowych wzgledem pacjentow z ALS
wykazaly znaczace rdznice w ich morfologii, potencjale roznicowania i ekspansji, a takze
zmian na poziomie fenotypu [21]. BM-MSC sg izolowane ze szpiku uzyskanego z talerza kosci
biodrowej. Jest to metoda inwazyjna, wymagajaca znieczulenia i leczenia szpitalnego, przez co
dodatkowo moze wigza¢ si¢ z wystgpieniem powiktan. Wada stosowania komorek
autologicznych jest to, ze mogg one zachowac kluczowe znaczniki epigenetycznej choroby i
mie¢ negatywny wplyw na koncowy efekt terapeutyczny [26]. Przyktadowo MSC uzyskane od
pacjentow z ALS wykazatly zmniejszong ekspresje Oct-4 i NANOG oraz poziom czynnikow
troficznych ANG, FGF-2, HGF, IGF-1, PIGF, SDF-10, TGF-B i VEGF, czy ich obnizong
zdolno$¢ do migracji [5].

Badania nad MSC rozpoczgto ponad 5 dekad temu, w 1966 roku, gdy z mysiego szpiku
kostnego zespot A.J. Friedensteina wyizolowal komorki. W hodowli komoérki adherentne

utworzyly wrzecionowate kolonie zblizone morfologia do fibroblastow [27]. Po wielu latach,
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w roku 1991, A.L. Caplan wprowadzit termin MSC. Od tego czasu MSC staly si¢ znanym
zrodtem komorek do zastosowan klinicznych [28]. MSC izolowane sg z takich zrodet jak szpik
kostny, tkanki poptodu (sznur pepowinowy, owodnia, kosmki tozyska), tkanka zebowa, tkanka

thuszczowa i inne (ryc. 5) [27].
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Ryc. 5. Zrédlo komérek MSC i ich zdolnosci do réznicowania. Zroédtem komérek MSC jest m.in. sznur
pepowiny, szpik kostny, tkanka ttuszczowa, blona maziowa, miazga zgbowa, endometrium i in. MSC posiadajg
zdolnosci réznicowania m.in. w kierunku chondrocytow, fibroblastow, osteoblastow, adipocytow czy miocytow.

Zmodyfikowano na podstawie [27]

Migdzynarodowe Towarzystwo ds. Terapii Komorkowej ISCT zaproponowato minimalne

kryteria definiowania MSC:

a) morfologia podobna do fibroblastow i posiadanie zdolnosci adhezji do naczyn
hodowlanych;

b) obecnos¢ markeréw na powierzchni komorki CD105, CD73 i CD90 oraz brak antygenow
charakterystycznych dla linii hematopoetycznej, czyli CD45, CD34, CD14 lub CD11b,
CD79a lub CD19 i antygenéw HLA-DR;

c) zdolnos¢ do réznicowania in vitro w osteoblasty, adipocyty i chondroblasty.

Pierwotnie minimalnie ustalone kryteria miaty na celu ujednolicenie MSC wsrod laboratoriow

badawczych. Dzi§ te kryteria wymagaja modyfikacji 0 nowo dostepng wiedz¢ na temat

MSC [26].
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Pozadang cecha MSC jako kandydata na terapi¢ komoérkowa zwigzang z
immunomodulacja i dziataniem przeciwzapalnym jest wydzielanie przez te komorki wielu
cytokin i czynnikéw wzrostu. Wsrod kluczowych czynnikéw wymienia sie:

— cytokiny, w tym IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 i IL-15;

— ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF);

— czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF);

— czynnik wzrostu hepatocytow (HGF);

— neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (BDNF);

— czynnik wzrostu nerwow (NGF);

— insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF);

— czynnik pochodzenia zrgbowego-1 (SDF-1);

— czynnik wzrostu kolonii granulocytow (G-CSF);

— czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagéw i granulocytoéw (GM-CSF).

Chociaz MSC majg zdolno$¢ réznicowania si¢ W rozne typy komorek, to wigkszos¢ ich
pozytywnych efektow przypisuje si¢ dziataniu parakrynnemu. Wydzielane przez MSC czynniki
parakrynne biorg m.in. udziat w ochronie przed widknieniem, apoptozg czy stresem
oksydacyjnym, w promowaniu angiogenezy oraz dzialaniu immunomodulujagcym
I neuroprotekcyjnym. W  zaleznosci od mikrosrodowiska MSC moga wydziela¢
neuroprotekcyjne czynniki wzrostu w tkance nerwowej, ktore chronig neurony i komorki
glejowe. Wydzielanie czynnikow troficznych powoduje wzrost m.in. neurotroficznego
czynnika pochodzacego z linii komorek glejowych (GDNF), BDNF, VEGF, IGF-1, NGF,
promujac rozne mechanizmy uktadu nerwowego do jego regeneracji [29].

Proponowane S$ciezki oddziatywania produktu komodrkowego opartego na
mezenchymalnych komorkach stromalnych to m.in. immunomodulacja. Immunomodulacja ma
miejsce poprzez interakcj¢ bezposrednia komorka—komorka oraz posrednio przez wydzielanie
cytokin i substancji rozpuszczalnych. Nalezy zauwazy¢, ze W zaleznosci 0d mikrosrodowiska,
w jakim si¢ znajduja, MSC moga dziata¢ pro- lub przeciwzapalnie. Przy niskich poziomach
stymulacji IFN-y i TNF-a — MSC wykazuja fenotyp prozapalny (ryc. 6, strzatki czerwone).
MSC wytwarzaja chemokiny, takie jak MIP-1, RANTES (ang. regulated upon activation,
normal T cell expressed and secreted), chemokina motyw CXC ligand 9 (CXCL9), chemokina
motyw CXC ligand 10 (CXCL10), w swoim mikro$rodowisku, aktywujac limfocyty T. MSC
poprzez silne wydzielanie PGE2 hamuja prekursory komoérek dendrytycznych (ang. dendritic
cell, DC) w procesie ich réznicowania i dojrzewania. W przypadku braku interleukiny-6 (I1L-6)

MSC sprzyjaja proliferacji i aktywacji makrofagow MI1. Przejscie z MO (makrofagi
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nieaktywowane) do prozapalnego makrofaga M1 jest indukowane przez wydzielanie
interferonu gamma (IFN-y) i IL-1 wraz z ekspresja bialka powierzchniowego ligandu CD40
(CD40L). Ponadto makrofagi M1 eksprymujg IFN-y i czynnik martwicy nowotworu o (TNF-
a) W mikrosrodowisku W odpowiedzi na aktywacj¢ limfocytow T. Natomiast w
mikrosrodowisku przeciwzapalnym zjawisko to moze by¢ hamowane. Mechanizm sprz¢zenia
zwrotnego badany w odniesieniu do cytokin prozapalnych in vitro sprawia, ze MSC
wzmacniajg odpowiedZ immunologiczng poprzez produkcje chemokin CXCL-9, CXCL-10 i
CXCL-11. Prowadzi to do przemieszczania si¢ wiekszej liczby neutrofili w kierunku miejsca
zapalenia, w ktorym dziatajg glownie przez fagocytoze. Efekt przeciwzapalny MSC hamuje
dziatanie cytokin prozapalnych w mikrosrodowisku. MSC skutecznie hamowaty aktywacje

i proliferacje limfocytow T (ryc. 6, strzatki zielone) [28].

interakcje komodrka-komdrka PGE2
limfocyty T efektorowe makrofagi M1 niedojrzate
—_ CCR5*, CXCR3* CD86* komorki
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Ryc. 6. Rola prozapalna (strzalki czerwone) i przeciwzapalna (strzalki zielone) komorek MSC w odpowiedzi
immunologicznej. Poprzez interakcje z MSC komorka—komorka moze wystapi¢c immunosupresja proliferacji
komoérek B i1 T, indukcja i regulacja regulatorowych limfocytow T (Treg) za posrednictwem transformujacego
czynnika wzrostu B (TGF-B) / czynnika wzrostu hepatocytow (HGF). Dziatanie immunomodulacyjne MSC
nastepuje poprzez hamowanie komoérek NK, DC, a takze w zalezno$ci od ich polaryzacji — makrofagow i

mikrosrodowiska. Zmodyfikowano na podstawie [28]

To szczego6lne zachowanie MSC W obecnosci | nieobecnos$ci czasteczek zapalnych nazywa si¢
polaryzacjag MSC. Przy wysokim poziomie IFN-y i TNF-o MSC wytwarzaja cytokiny, takie jak
transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-B), czynnik wzrostu hepatocytow (HGF), oraz
wydzielajg czynniki rozpuszczalne, takie jak 2,3-dioksygenaza indoloaminy (IDO), PGE2 i
tlenek azotu (NO). Czynniki te bezposrednio aktywuja limfocyty T regulatorowe CD4+
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CD25+Foxp3+ (Treg). Odpowiadajac na stymulacj¢ IL-6, MSC ponownie wydzielaja TGF-B i
PGE2, aby wywola¢ aktywacje komoérek Treg. MSC moga réwniez posrednio promowac
aktywacje komorek Treg. MSC poprzez sekrecj¢ IDO wyzwalajg proliferacje, aktywacje i
wydzielanie immunoglobulin G (IgG) przez komorki B [28].

MSC reguluja komorki odpornosciowe zardéwno zwigzane z Wrodzong, jak i nabyta
odpowiedziag ukladu odpornosciowego poprzez uwalnianie czynnikéw takich jak
prostaglandyna E2, 2,3-dioksygenaza indoloaminy i TGF-B, zmieniajac W ten sposob
srodowisko pacjenta z prozapalnego i toksycznego na przeciwzapalne, wprowadzajac go w stan
neuroprotekcyjny. Zdolnosci immunoregulacyjne MSC, takie jak wplyw na wzrost liczby
limfocytow T regulatorowych (Treg) i limfocytoéw pomocniczych Th2, odgrywaja wazng role
w dziataniu neuroprotekcyjnym, co roéwniez wystepuje przy wydzielaniu czynnikow
neurotroficznych. Ponadto MSC maja zdolnos¢ modulowania funkcji mikrogleju poprzez
wydzielanie TGF-B oraz przelaczanie ich z fenotypu aktywowanego (M1) klasycznie do
fenotypu przeciwzapalnego (M2). Te wlasciwosci MSC moga zosta¢ potencjalnie
wykorzystane jako strategia terapeutyczna do hamowania toksyczno$ci W procesach
neurozapalnych w fazie objawowej ALS [30].

Obecnie zarejestrowanych jest ponad 900 badan klinicznych (clinicaltrials.gov)
wykorzystujacych komorki MSC w wielu wskazaniach. Badania kliniczne podzielono na
terapie komorkami autologicznymi — wykorzystujace wlasny material pacjenta (np. izolacja
MSC ze szpiku czy tkanki tluszczowej) i allogenicznymi — w celu izolacji komoérek MSC
material pobierany jest od dawcy (np. izolacja MSC z tkanek poptodu, takich jak sznur
pepowinowy, lozysko, owodnia) [31][32][33]. Terapia autologicznymi komorkami
macierzystymi wymaga pobrania komorek od biorcy, a nastepnie ich izolacji i ekspansji przez
kilka tygodni, aby uzyskac¢ niezbedng dawke. Z pierwszymi terapiami komérkowymi opartymi
na zrodle autologicznym wigzato sie kilka wad: i) wysoki koszt wytwarzania
(przygotowywanie pojedynczych serii), ii) trudnosci w utrzymaniu wysokiej kontroli jakosci,
poniewaz na jakos¢ pozyskanych komorek moze mie¢ wplyw stan zdrowia pacjenta oraz
choroby wspotistniejace. W celu umozliwienia szerszego dostepu do terapii komorkowe;j
zaproponowano zrédta allogeniczne. Wraz z postepem technologii genotypowania (w celu
genetycznego dopasowania dawcow pod katem immunogennosci), jak rowniez dzigki coraz
szerszej wiedzy dotyczacej wlasciwosci MSC pozyskiwanie allogeniczne umozliwia produkcje
serii produktow na wigksza skale dla wigkszej liczby pacjentow, proponujac terapie typu off
the shelf [34].
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Poczatkowo produkty oparte na MSC wykorzystywano glownie w medycynie
regeneracyjnej do naprawy i regeneracji tkanek, jednak takie podejscie nie zapewnilo
oczekiwanych efektow terapeutycznych. Obecnie coraz czeSciej stosuje si¢ je W przypadku
chorob powigzanych z dysfunkcja i nadmierng aktywacja komorek uktadu odpornosciowego,
takich jak choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-versus-host disease,
GVHD), choroby autoimmunologiczne, jak toczen i choroba Le$niowskiego-Crohna, oraz
choroby neurodegeneracyjne. Kliniczny potencjat preparatow MSC byl weryfikowany
w odniesieniu do terapii zawatu migénia sercowego, udaru, stwardnienia rozsianego, marskos$ci
watroby, cukrzycy czy schorzen ptuc [35]. Nalezy podkresli¢, ze wigkszo$¢ prob klinicznych
produktow MSC ukierunkowana jest w stron¢ weryfikacji bezpieczenstwa ich podania [21].

Przebieg hodowli oraz kriokonserwacji produktow MSC do zastosowania klinicznego
wymaga ustalonych standardow. Na roznice, zarowno w badaniach przedklinicznych,
jak i klinicznych, moze mie¢ wplyw odmienna charakterystyka i funkcje komorek MSC ze
wzgledu na ich naturalng heterogennos¢, ale takze ze wzgledu na ich sposoéb hodowli in vitro —
stosowane podtoza, g¢stos¢ wysiewu czy warunki tlenowe [26]. Podstawowe kryteria ISCT sa
pomocne jedynie w odréznieniu wyizolowanej populacji komoérek od komodrek
krwiotworczych, jednak nie sa unikalne dla MSC, a tym bardziej nie sprawdzaja ich
funkcjonalno$ci. Komitet w 2019 roku opublikowat zaktualizowane stanowisko, zalecajac
wykonanie dodatkowo testu funkcjonalnosci wykazujacego wiasciwosci komorek MSC, takie
jak immunomodulacja, angiogeneza czy wydzielanie czynnikow troficznych [36]. Najwicksze
ograniczenia w projektowaniu terapii opartej na produkcie komérkowym MSC to zmienno$¢
miedzy dawcami i potrzeba wydajnej ekspansji, umozliwiajacej uzyskanie dawki klinicznej.
Dzigki licznym badaniom wiadomo, Ze ekspansja, kinetyka, zdolno$¢ do rdéznicowania sa
zalezne od wieku dawcy. Komorki uzyskane od dawcow starszych wykazuja zwigkszong
obecno$¢ proapoptotycznych biatek pS3 i p21. Inne czynniki zalezne od dawcy, a majace
wplyw na jako$¢ i fenotyp uzyskiwanych komorek to: wskaznik masy ciata (BMI), styl zycia
czy obecnos¢ warunkow patofizjologicznych w organizmie. Ta heterogenno$¢ w populacji
komorek, zalezna m.in. od dawcy czy zrodta komorek, prowadzi rowniez do obserwowanej
znacznej zmiennos$ci profilu wydzielniczego MSC. Ze wzgledu na te czynniki, ktdre znaczaco
przyczyniaja si¢ do wewnatrzpopulacyjnego, ale i miedzypopulacyjnego zréznicowania
MSC, niezbedne jest opracowanie strategii ekspansji jednorodnych MSC w produkcie
komoérkowym [36].

MSC z galarety Whartona (WJ-MSC) pochodzace ze sznura pgpowiny

zakwalifikowanego jako odpad medyczny stanowig bardzo atrakcyjne zrodto pozyskiwania
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allogenicznego produktu komoérkowego [35]. Pod wzgledem wiasciwosci biologicznych
WJ-MSC wykazuja in vitro wyzszy potencjat proliferacyjny niz BM-MSC. ,,Badania wykazaty,
ze WJ-MSC mogg utrzymac¢ staty czas podwojenia do pasazu 10, podczas gdy BM-MSC do
pasazu 6. Dlatego klinicznie efektywng dawke opartg na komoérkach WJ-MSC mozna osiggnaé
wczesniej niz dawke uzyskang z BM-MSC [25]. Ze wzgledu na niski poziom ekspresji
glownego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC) oraz brak ligandu kostymulatoréw, takich jak
CD40, CD80 i CD86, komoérki WJ-MSC cechuje obnizona immunogennos¢ [37]. WJ-MSC
wykazuja ekspresje czasteczki HLA-G, nieklasycznego antygenu zgodno$ci tkankowej,
zarowno na poziomie mRNA, jak i biatka w postaci rozpuszczalnej. Plodowa ekspresja i
obecnos¢ wysokiego poziomu HLA-G moze hamowac alloreaktywnos$¢ ze strony matki,
inicjujac proces tolerogenny wystepujacy na poziomie ptoéd—matka [38].

Ekspansja MSC in vitro do celow terapeutycznych przebiega na podstawie procedur
Dobrej Praktyki Produkcyjnej (GMP) w pomieszczeniach czystych typu clean room, w klasie
czystosci A w otoczeniu Klasy czystosci B, gdzie jako$¢ powietrza i ilo$¢ czastek sg
kontrolowane [27]. W Europie kliniczne produkty komoérkowe oparte na komorkach MSC
uznawane sg za produkt leczniczy terapii zaawansowanej (ATMP), zgodnie z unijnym
rozporzadzeniem nr 1394/2007. Dodatkowo produkty komérkowe MSC mozna
przyporzadkowac, jako grupe produktow leczniczych, somatycznej terapii komorkowej (ang.
somatic cell therapy medicinal product). Grupa ta to preparaty sktadajace si¢ z komorek
niemodyfikowanych genetycznie, bez przeznaczenia do zastosowan w tych samych tkankach,
z ktorych pochodza [39]. Produkty ATMP to szybko rozwijajaca si¢ dziedzina medycyny 0
szerokim potencjale zastosowania [40]. Obecnie wiele terapii ATMP jest przeznaczonych dla
pacjentow, ktorych potrzeby nie sg zaspokajane przez leki w aktualnym standardzie opieki [41].
Wedhug obowigzujacych przepisoéw prawa polskiego, podanych na stronie https://www.gov.pl/,
»podjecie wytwarzania produktow leczniczych terapii zaawansowanej ATMP wymaga
uzyskania zgody Gléwnego Inspektora Farmaceutycznego. Zgoda wydawana jest w drodze
decyzji. Zgoda na wytwarzanie potwierdza, na podstawie przeprowadzonej inspekcji w miejscu
wytwarzania, spelnienie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania i nie moze by¢ interpretowana
jako zgoda na leczenie tymi produktami’.

Zrozumienie mechanizmow, dzigki ktorym MSC tworzg Srodowisko in vivo sprzyjajace
regeneracji komorek i tkanek, jest kluczem do opracowania skutecznej metody terapeutycznej

wykorzystujacej mezenchymalne komorki stromalne w leczeniu ALS.
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2. CELE PRACY

Celem przedstawionej pracy bylo opracowanie produktu leczniczego terapii
zaawansowanej opartej na komorkach mezenchymalnych galarety Whartona (WJ-MSC)
majgcego zastosowanie W terapii stwardnienia zanikowego bocznego (ALS). Cel ten byl oparty
na dwoch filarach.

Pierwszym filarem byto przygotowanie i charakterystyka produktu komoérkowego,
obejmujgce przygotowanie banku, jego rozszerzong charakterystyke i podzial na klastry
terapeutyczne. Kluczowym elementem bylo zbadanie potencjalu komoérek WIJ-MSC na
poziomie immunologicznym i genetycznym w celu ich klasteryzacji.

Filar drugi byl realizowany poprzez przeprowadzenie badania klinicznego ALSTEM
oraz dokonanie analiz materiatu biologicznego pozyskanego od pacjentow wlaczonych do
badania. Efektem byla selekcja czynnikéw predykcyjnych przy ocenie pacjentow w badaniu
klinicznym, dla ktérych badanym produktem leczniczym bytly allogeniczne komorki MSC.

Cel byl realizowany poprzez wymienione ponizej prace badawcze:

1) Przygotowanie banku produktéw komoérkowych WJ-MSC (zgodnie z obowigzujacymi
normami cGMP) zwolnionych do badania klinicznego ALSTEM.

2) Rozszerzona charakterystyka banku produktow komorkowych WJ-MSC oparta o: test
jednostek tworzacych kolonie (CFU), rozszerzony fenotyp z nieklasycznymi markerami
takimi jak CD119, CD200, CD120b, CD72, CD273, CD274, CD39, HO, panel
bezpieczenstwa okreslajacy poziom ekspresji wybranych genow, analiz¢ sekretomu, test
sprawdzajacy wiasciwosci immunomodulujace produktu oparty na kohodowli WJ-MSC
z aktywowanymi jednojadrzastymi komérkami dawcy zdrowego.

3) Ustalenie klasteryzacji i podziatu na klastry terapeutyczne banku produktow komorkowych
WJ-MSC na podstawie ich rozszerzonej charakterystyki oraz przy uzyciu algorytmow
bioinformatycznych.

4) Ocena pacjentoéw W badaniu klinicznym ALSTEM wedtug ich odpowiedzi terapeutycznej
na badany produkt leczniczy — BPL (allogeniczne komoérki WJ-MSC) na podstawie:
parametrow 1 standardowych ocen klinicznych, immunofenotypu krwi obwodowej, profilu
wybranych cytokin, chemokin i czynnikéw wzrostu w o0soczu i plynie mézgowo-
rdzeniowym oraz biologicznego markera progresji choroby ALS — p755“™ w moczu.

5) Identyfikacja czynnikow predykcyjnych umozliwiajagcych ocene potencjalnej skutecznosci

terapii komorkowej WJ-MSC przy uzyciu algorytméw bioinformatycznych.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Utworzenie banku produktow ATMP (ang. advanced therapy medicinal products,
produkt leczniczy terapii zaawansowanej) opartych na allogenicznych komoérkach
mezenchymalnych z galarety Whartona zgodnie z obowigzujacymi normami
Dobrej Praktyki Produkcyjnej cGMP (ang. current Good Manufacturing Practice,
aktualna Dobra Praktyka Produkcyjna)

W celu stworzenia banku komoérek WJI-MSC pobrane sznury pepowinowe
kwalifikowano do przetworzenia na podstawie restrykcyjnych kryteriow wlaczenia
I wylaczenia opartych na wywiadzie medycznym oraz wynikach wirusologicznych badan krwi
matki. Przyjecie tkanki do przetworzenia nastgpowato tylko i wytacznie wtedy, Kiedy rodzice
wyrazili swiadomg zgodg oraz ztozyli podpisy, oswiadczajac, ze:

e zostali poinformowani przez personel medyczny w sposob prosty i zrozumiaty 0 celu
| procesie pobierania fragmentu sznura pgpowinowego po porodzie ich dziecka;

e wyrazajg zgode na pozyskanie fragmentu sznura pegpowinowego W celu wytworzenia
produktu leczniczego ,.komodrki mezenchymalne galarety Whartona” przeznaczonego do
zastosowan klinicznych w oparciu 0 zgode nr GIF-IW-400/WTCO0436/01/41/UA2/14
Glownego Inspektora Farmaceutycznego 1 przeznaczonego do wytworzenia produktu
leczniczego dla potrzeb przeprowadzenia badan klinicznych,;

e wyrazaja zgod¢ na przekazanie wytworzonego produktu leczniczego 0Srodkowi
klinicznemu;

e wyrazaja zgod¢ na wykonanie badania cytogenetycznego — kariotyp wyizolowanych
komorek;

e wyrazaja zgod¢ na wykonanie badan diagnostycznych matki w kierunku: HBV, HCV, HIV,
CMV, toksoplazmozy, kity oraz badan genetycznych — kariotyp.

Kwestionariusz medyczny majacy zastosowanie przy pozyskaniu fragmentu sznura
pepowinowego stuzy kwalifikacji dawcy materiatu biologicznego i jest analizowany przez
lekarza PBKM, ktory na jego podstawie stwierdza, czy stan zdrowia matki i ojca moze mieé
wplyw na jako$¢ i przydatnosé leczniczg produktu komorkowego. Kwestionariusz zawiera
m.in. pytania dotyczace ciazy (ktora cigza, ktory pordd, czy wystapity poronienia i z jakiego
powodu, czy w trakcie cigzy byla stosowana antybiotykoterapia, czy w trakcie cigzy lub
ewentualnie poprzednich cigzach wystepowaty komplikacje/odchylenia w badaniach
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prenatalnych, czy w czasie ciazy byly wykonywane zabiegi majace kontakt z krwig), czy
przebytych chordb i przyjmowanych lekow.

Proces wytworzenia oraz zwolnienia preparatéw komoérkowych 1 produktow
leczniczych terapii zaawansowanej oparty byt na szczegdétowych procedurach produkcyjnych,
kontrolnych, jak i jakosciowych zwickszajac gwarancje wytworzenia zgodnie ze specyfikacja
zwolnienia. System oparty na procedurach czy zwalidowanych metodach ma na celu
zapewnienie powtarzalnosci wytwarzanych produktow. Nadzér mial miejsce juz od
kwalifikacji dostawcoOw materialow, poprzez ich magazynowanie, kolejne etapy wytworcze
tacznie z formulacja | mrozeniem produktu komérkowego po jego kontrole jako$ci, zwolnienie
do obrtu czy dystrybucje. Zasady postgpowania dotyczace preparatyki fragmentu sznura
pepowinowego W celu uzyskania materialu wyjSciowego oraz dalszej ekspansji komorek
WJ-MSC w celu uzyskania badanego produktu leczniczego terapii zaawansowanej na potrzeby
projektu ALSTEM zawarto w procedurze wytworni farmaceutycznej pt. ,,Wytwarzanie MSC z
galarety Whartona w ramach projektu ALSTEM”. Procedura opisuje proces od momentu
rozpakowania zestawu zawierajacego tkanke, jego kwalifikacje do preparatyki, poprzez
preparatyke i izolacje¢ komorek, do momentu zamrozenia gotowego produktu komorek
mezenchymalnych. Wyznacza rowniez zasady postepowania W celu wykonania wszystkich
badan kontroli jakosci czy zwalniania, certyfikacji i dystrybucji produktow komorkowych do
badania klinicznego. Ze wzglgdu na mozliwo$¢ naruszenia tajemnicy oraz know-how
przedsiebiorstwa W rozprawie doktorskiej zawarto jedynie ogolne opisy wykonanych metod
oraz uzytych materiatow.

Po kwalifikacji materiatu biologicznego komorki WJ-MSC izolowano z galarety
Whartona sznura pgpowiny pobranego od zdrowych noworodkéw w warunkach cGMP
(ang. current Good Manufacturing Practice, aktualna Dobra Praktyka Produkcyjna) oraz za
zgoda Gtownego Inspektora Farmaceutycznego (GIF) przy uzyciu tylko i wyltacznie
odczynnikow XF (ang. xeno-free) bez komponentéw odzwierzecych. Hodowle pierwotne
komorek MSC zatozono z eksplantow galarety Whartona. Po okoto dwoéch tygodniach pod
mikroskopem zaobserwowano wrzecionowate komorki adherentne, wygladem zblizone do
fibroblastow. Komorki poddano weryfikacji jakosciowej wedtug specyfikacji — polegajacej na
sprawdzeniu ich charakterystycznych antygenow (negatywne Lin-: CD34, CD45, CD19, CD14,
HLA-DR; pozytywne: CD73, CD90, CD105), liczby, zywotnosci, sprawdzeniu prawidtowosci

kariotypu, obecnosci endotoksyn i mykoplazmy oraz jalowos$ci mikrobiologiczne;j.
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3.1.1. Izolacja WJ-MSC z ludzkiej pepowiny (material wyjsciowy)

Fragment pgpowiny (material wyjSciowy) zostatl pobrany przez przeszkolone potozne
podczas porodu naturalnego lub cigcia cesarskiego za Swiadoma zgoda rodzicéw. Pobrang
tkanke (bedaca odpadem medycznym) umieszczono w sterylnym pojemniku transportowym
wypetnionym plynem transportowym (0,9-proc. roztwdr chlorku sodu — Fresenius Kabi,
uzupetiony 1-procentowym roztworem antybiotyku / §rodka przeciwgrzybiczego — Antibiotic/
Antimycotic Gibco). Po transporcie do laboratorium w temperaturze 4-8°C pobrany fragment
pepowiny przemyto sterylnym 0,9-proc. roztworem chlorku sodu uzupelionym roztworem
antybiotykowo-przeciwgrzybiczym. Nastepnie pobrang pgpowine podzielono na mniejsze ok.
1-cm fragmenty, z ktorych usunigto naczynia krwiono$ne. Oczyszczong galarete Whartona
rozdrobniono na mniejsze skrawki ok. 1-2 mm® i umieszczono W pozywce wolnej od
komponentow zwierzgcych i surowicy w butelce hodowlanej 3-pigtrowej 0 pojemnosci 525
cm?. Pozywka hodowlana to komercyjnie dostepne medium 3-sktadnikowe MSC NutriStem
XF (medium bazowe + suplement + roztwor fibronektyny, Biological Industries) przeznaczone
do izolacji i ekspansji komorek MSC. Skrawki umieszczono na naczyniach uprzednio
pokrytych roztworem fibronektyny, wedtug protokotu producenta. Naczynia ze skrawkami
(hodowla pierwotna/pasaz 0) inkubowano w inkubatorze hodowlanym w 37°C w 5% CO, w
powietrzu. Po maksymalnie 4 tygodniach hodowle sprawdzono przy uzyciu mikroskopu
odwroconego na obecno$¢ przylegajacych komorek, morfologia przypominajacych fibroblasty.
Wszystkie nieprzylegajace komorki obecne w hodowlach wyptukano przy uzyciu 0,9-proc.
roztworu chlorku sodu (Fresenius Kabi). Komorki adherentne odrywano od powierzchni
naczyn hodowlanych za pomocg enzymu TrypLE™ Express Enzyme 1X (Gibco) w celu ich

dalszej ekspansji.

3.1.2. Ekspansja ex vivo komorek WJ-MSC

Komorki adherentne pasazowano srednio co 3—4 dni po wizualnej kontroli poziomu
konfluencji komorek dochodzacej do 80%. Pasaze wykonano przy uzyciu metody
mechaniczno-enzymatycznej, a nastepnie komorki wysiewano na nowe naczynia/systemy
hodowlane. Komorki sktadajace si¢ na ostateczny produkt komérkowy namnazano do pasazu

trzeciego (p3).
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3.1.3. Formulacja produktu komérkowego i jego kriokonserwacja

Po zakonczeniu hodowli komérkowej (p3) pozywke hodowlang usuni¢to pobierajac jej
probki do testow kontroli jakosci. Komorki z poszczegdlnych naczyn/systeméw hodowlanych
za pomoca metody mechaniczno-enzymatycznej zbierano z naczyn hodowlanych i zawieszano
w 5-proc. roztworze ludzkiej albuminy. Nastepnie komorki wirowano przy 300 x g przez 7
minut w temperaturze 20-22°C. Osad komodrek ponownie zawieszOno W 5-proc. roztworze
ludzkiej albuminy (CSL Behring), a nastepnie filtrowano przez filtr 100 um. Wyznaczono
liczbe i zywotnos¢ komorek i ponownie odwirowywano. Osad komorek zawieszono
w mieszaninie krioochronnej, dodajac schtodzony wczesniej roztwor krioochronny DMSO
(WAK Chemie) uprzednio rozcienczony czg$cig albuminy ludzkiej. Zawiesina produktu
zostata rozdzielona do workow mrozeniowych (odpowiednio zgodnie z zamowiong dawka),
jak rowniez na proby przeznaczone do testow kontroli jakosci, w tym testow oznaczajacych
jatowos¢ produktu, czy dodatkowe proby referencyjne i archiwalne. Material zamrozono przy
uzyciu zamrazarki z kontrolowanym mrozeniem. Zamrozone Serie produktu koncowego
umieszczono w oparach ciektego azotu w celu dlugoterminowego przechowywania wedtug
ustalonej daty wazno$ci na podstawie przeprowadzonych badan stabilnosci produktu

komoérkowego.

3.14. Charakterystyka i zwolnienie produktow WJ-MSC zgodnie z ustalona
specyfikacja produktu koncowego

Reprezentatywne proby produktu przeznaczone na testy kontroli jako$ci rozmrozono w
temperaturze 37°C. Zawiesing komoérek przeniesiono do probowki wirowkowej 15 ml typu
Falcon do 5 ml kompletnego medium MSC NutriStem XF (baza + suplement) i zwirowano
w celu usunigcia DMSO (10 min, 300 x g, 20-22°C). Oznaczono liczb¢ i zywotnos¢ komorek,
anastgpnie wysiano 1 mln komoérek zywych na butelk¢ hodowlang T-75 uprzednio optaszczong
roztworem fibronektyny. Ocena obejmowata:

e ocen¢ morfologiczng

Wizualizacja zdolno$ci przylegania komorek do plastiku przy uzyciu mikroskopu

odwroconego.

e ocene fenotypu zgodnie z wytycznymi ISCT

Po uzyskaniu 80% konfluencji komorki odklejono od powierzchni naczynia

hodowlanego przy uzyciu TrypLE™ Express Enzyme 1X (Gibco), a nastgpnie

zawieszono w minimalnej gestosci 1 x 10° komérek/ml w buforze przeznaczonym do
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cytometrii przeptywowej (BD Pharminogen). Komoérki znakowano przez 30 minut,
wykorzystujac  przeciwciala skoniungowane z fluorochromami, skierowanymi
przeciwko markerom CD90, CD73, CD105, CD34, CD45, CD19, CD14, HLA-DR.
W celu wykluczenia niespecyficznego odczytu i zaklécen wykonano kontrole
izotypowe dla kazdego fluorochromu. Pomiar przeprowadzono za pomocg FACSLyric
firmy Becton Dickinson, uzywajac oprogramowania BD FACSuite.
e Kkariotyp
Zamrozone probki z produktem wystano do laboratorium zewngtrznego, ktéremu
zlecono oznaczenie kariotypu komorek, sktadajacych si¢ na produkt komérkowy WJ-
MSC.
e jalowos¢ preparatow komorkowych, obecno$é endotoksyn i mykoplazm

o Ocena jalowosci za pomoca systemu BACTEC:
Z pobranych probek nadsaczu znad hodowli oraz produktu po formulacji sprawdzono
jatowo$¢ produktéow komorkowych. Probke za pomoca sterylnej igly i strzykawki
wstrzyknieto do podtoza BD BACTEC Plus Aerobic/F Medium i BD BACTEC Plus
Anaerobic/F Medium — przeznaczonego odpowiednio do wzrostu zanieczyszczen
tlenowych i beztlenowych. Butelki umieszczono w analizatorze mikrobiologicznym
BACTEC FX na 14 dni. System Bactec wykorzystuje jakosciowa procedure
wykrywania mikroorganizmow. System BACTEC FX posiada protokoty umozliwiajace
sygnalizacje wyniku na podstawie zmiany fluorescencji w czasie. Gdy mikroorganizmy
sa obecne W zaszczepione] probce W butelce BACTEC, organizmy metabolizujg
substraty obecne w podtozu i wytwarzajg dwutlenek wegla (CO2), a aparat wykrywa
wzrost fluorescencji, spowodowany wicksza iloscig CO2, i alarmuje o wyniku
pozytywnym.

o Ocena obecnosci endotoksyn:
Obecnos¢ endotoksyn sprawdzono przy uzyciu systemu Endosafe®-PTS™ Charles
River. Metoda opiera si¢ na chromogenicznej reakcji kinetycznej z Limus Amebocyte
Lysate (LAL) i jest w pelni zgodna z wymaganiami Farmakopei Europejskiej (Ph.Eur.
2.6.14). Metoda polega na pomiarze intensywnosci barwy powstatej w wyniku
enzymatycznego rozktadu syntetycznego kompleksu peptyd—chromogen, ktora jest
wprost proporcjonalna do stezenia endotoksyn W badanej probce.

o Ocena obecnosci mykoplazmy:
W przypadku oznaczania zanieczyszczen z grupy mykoplazm wykonywany jest test

Z uzyciem zestawu Venor®GeM Classic KIT, ktory opiera si¢ na amplifikacji PCR
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z wizualizacja elektroforezy w zelu agarozowym. Zestaw przeznaczony jest do
wykrywania Mollicutes, takich jak Mycoplasma, Acholeplasma i Spiroplasma,
w hodowlach komorkowych i innych matrycach biologicznych. Celem testu jest
wykrycie wszystkich gatunkéw mykoplazm wymienionych w Farmakopei (Ph.Eur.
2.6.7).

3.2. Rozszerzona charakterystyka banku z produktami WJ-MSC i jego klasteryzacja

Charakterystyke rozszerzong przeprowadzono tylko i wytacznie na produktach
komorkowych zwolnionych do obrotu zgodnie z ATMP (ang. advanced therapy medicinal
products). Z serii pochodzacych od 14 réznych WJ-MSC uzyskanych z pepowiny dawcow
(ALS393, ALS439, ALS613, ALS558, ALS628, ALS634, ALS397, ALS432, ALS366,
ALS410, ALS502, ALS633, ALS414, ALSA487), okreslanych dalej rowniez jako ,linie
komorkowe”, rozmrozono po jednym reprezentatywnym produkcie wytworzonym przez
Wytworni¢ Farmaceutyczng PBKM. Materiat komorkowy wykorzystano do przeprowadzenia
rozszerzonej charakterystyki, umozliwiajgcej uniwersalne grupowanie (klasteryzacj¢) danego
produktu terapii komérkowej. Po odwirowaniu roztworu krioprotektanta komorki zawieszono
W tym samym kompletnym podlozu, ktére zostato uzyte do wytworzenia produktow
komorkowych (baza MSC NutriStem XF + suplement), a nastgpnie okreslono liczbe
I zywotno$¢ komorek.

Rozszerzona charakterystyka banku obejmowata:

e test komorkowy jednostek tworzacych kolonie (ang. colony-forming unit, CFU)
Z rozmrozonych produktow komodrkowych;

e pomiar ekspresji wybranych genow;

e o0znaczenie rozszerzonego fenotypu nieklasycznego;

e pomiar profilu wydzielniczego (sekretomu);

e test immunomodulacji oparty na kohodowli WJ-MSC z komoérkami jednojadrzastymi
wyizolowanymi z kozuszka leukocytarno-ptytkowego zdrowego dawcy.

Natychmiast po rozmrozeniu komorek zatozono test jednostek tworzacych kolonie
(CFU). Reszte zywych komorek wysiano na naczynia hodowlane (27 000 komoérek/cm?)
oplaszczone fibronektyng w takim samym kompletnym podtozu i warunkach hodowli, jakie
zastosowano do wytworzenia produktow komorkowych. Po 3 dniach przy uzyciu mikroskopu
inwersyjnego okreslono konfluencj¢. Tam, gdzie konfluencja byla mniejsza niz 75%,

wymieniono podtoze na §wieze. W przypadku gdy konfluencja byta wieksza niz 75%, komorki
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oddzielano za pomoca TrypLE™ Express Enzyme (1X) (Gibco). 1 x 107 (13 000 komérek/cm?)
komorek wysiano na oplaszczone fibronektyng naczynia hodowlane do kolejnego pasazu. Po
nastepnych 2 dniach hodowli komorki odczepiono za pomocg TrypLE™ Express Enzyme (1X)
(Gibco) i okreslono ich liczbe i zywotnosé. 5 x 10° komorek zabezpieczono jako osad i
zamrozono W —80°C do dalszej izolacji RNA w celu przeprowadzenia oceny bezpieczenstwa
molekularnego przy uzyciu metody ilo§ciowego PCR w czasie rzeczywistym. Kolejne 3,5 x
10° komoérek przeznaczono do okreslenia fenotypu za pomoca rozszerzonego panelu. 0,5 x 10°
komorek wysiano do 3 dotkoéw na 6-dotkowej ptytce (167 000 komoérek na dotek) w celu oceny
profilu wydzielniczego (sekretomu) 14 linii komérkowych WJ-MSC. Kolejne 0,5 x 10°
komorek wysiano do 3 dotkéw na 6-dotkowej ptytce (167 000 komodrek na dotek) i
umieszczono w inkubatorze w standardowych warunkach, tj. w temperaturze 37°C oraz
atmosferze 5% CO, na 48 godzin w celu przygotowania testu sprawdzajacego
immunomodulujgce zdolnosci komorek WJ-MSC opartego na kohodowli z aktywowanymi

komoérkami jednojadrzastymi (MNC).

3.2.1. Test komoérkowy jednostek tworzacych kolonie (CFU) z rozmrozonych

produktéw komorkowych

Do testu CFU z rozmrozonych komorek produktu - od 14 linii WJ-MSC wysiano na 6-
dotkowe ptytki 100 komorek/dotek w 4 ml kompletnego podtoza hodowlanego, ktore zostato
uzyte do wytworzenia produktéw komorkowych (baza MSC NutriStem XF + suplement)
w 3 powtorzeniach. Komorki hodowano przez 14 dni w takim samym kompletnym podtozu
i warunkach hodowli, jakie stosowano do wytwarzania produktow komorkowych, jak opisano
powyzej. Po 14 dniach w celu uwidocznienia kolonii komorek podtoze usunigto, a adherentne
komorki przemyto 1 ml PBS (ang. phosphate buffered saline, buforowana fosforanem sél
fizjologiczna) (Gibco) na dotek. Komorki utrwalono 4-proc. roztworem formaldehydu (Sigma
Aldrich), 1 ml/dotek, i inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej. Utrwalacz usunigto,
a komorki przemyto DPBS (1 ml/dotek). W celu wizualizacji komorki barwiono 0,5-proc.
roztworem bigkitu toluidynowego (Sigma), 1 ml na dotek, i inkubowano 30 minut na
wytrzasarce kotyskowej w temperaturze pokojowej. Barwnik wymyto przez dwukrotne
przemycie DPBS (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, buforowana fosforanem sol
fizjologiczna Dulbecco) (Gibco), 1 ml na dotek, oraz zliczono widoczne kolonie dla
poszczegblnych dotkow. Potencat do tworzenia kolonii (CFU) zdefiniowano jako procent

liczby kolonii do liczby wysianych komorek.
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3.2.2. Ekspresja wybranych genéw dla 14 linii komérkowych WJ-MSC opartego na
tzw. teScie panelu bezpieczenstwa molekularnego (zgloszenie patentowe
nr P.433374 pt. Zastosowanie zestawu genow do okreslania potencjatu

teratogennego komorek mezenchymalnych, ktore uzyskalo patent 2 sierpnia
2022 r.)

RNA wyizolowano i oczyszczono za pomocg zestawow PureLink RNase Mini Kit
(Invitrogen) i PureLink DNase Kit (Invitrogen) zgodnie z protokotami producenta. Otrzymany
W ten sposob kwas nukleinowy (RNA) byt materiatem wyjsciowym do kolejnego etapu, czyli
odwrotnej transkrypcji RNA przy uzyciu Maxima H Minus Kit w celu uzyskania
wysokojakosciowego cDNA pozbawionego genomowego DNA. Finalnie na otrzymanym
cDNA przeprowadzono reakcje tancuchowg polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) do
identyfikacji obecnosci, jak i relatywnej ekspresji (poprzez pordéwnanie sily sygnatu
fluorescencji) wyselekcjonowanych markerow genetycznych (ptytka niestandardowa
PrimePCR 96W, Bio-Rad).

3.2.3. Izolacja calkowitego RNA z produktow komdérkowych WJ-MSC -

oczyszczanie, pomiar stezenia oraz kontrola jakosci RNA

Izolacje wykonano za pomoca zestawu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). W celu izolacji
catkowitego RNA do rozmrozonych osadéw zawierajacych 5 x 10° komérek z 14 linii
komorkowych dodano po 350 pl buforu lizujacego i zworteksowano przez 1 min. Uzyskany
homogenat komorkowy pigciokrotnie przepipetowano przy uzyciu igty 20G i strzykawki
wolnej od RNaz i ponownie zworteksowano przez 1 min. Do otrzymanego lizatu komorkowego
dodano 350 ul 70-proc. etanolu i dobrze zawieszono poprzez pipetowanie. Przeniesiono po 700
ul kazdej z 14 prob (razem z osadem, jezeli powstal) do indywidualnej kolumny, ktora
umieszczono w probowce odbierajacej 0 objetosci 2 ml. Kolumny zwirowano z predkoscia
> 10 000 rpm przez 30-60 sekund. Probowke odbierajgca usunigto, minikolumng umieszczono
w kolejnej probowce odbierajacej. Na kolumny naniesiono po 350 ul buforu RW1, a po
zamknigciu zwirowano z predkoscig >10 000 rpm przez 30 sekund. Probowke odbierajaca
usunigto, minikolumng umieszczono W Kkolejnej probowce odbierajacej. Na kolumny
naniesiono po 80 ul mieszaniny z DNazg i i inkubowano przez 15 min w temperaturze
pokojowej. Po skonczonej inkubacji do kazdej kolumny dodano 350 ul buforu RW1. Kolumny
zamknigto i zwirowano z predkoscig >10 000 rpm przez 30 sekund. Probowke odbierajaca

usunigto, minikolumne umieszczono W Kkolejnej probowce odbierajacej. Na kolumny
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naniesiono po 500 pl buforu RPE do kolumny. Kolumny zamknigto i zwirowano z predkoscia
>10 000 rpm przez 30 sekund. Proboéwke odbierajaca usunieto, minikolumne umieszczono w
kolejnej probéwce odbierajacej. Na kolumny naniesiono ponownie po 500 ul buforu RPE do
kolumny. Kolumny zamknieto i zwirowano z predkoscig >10 000 rpm przez 2 min. Kolumny
przeniesiono do nowych proboéwek odbierajacych i zwirowano z maksymalng predkoscia przez
1 min. Kazda z kolumn przeniesiono do probowek typu RNase free o objgtosci 1,5 ml. Na ztoze
kolumn naniesiono po 30-50 ul wody wolnej od RNaz, kolumny zamykano i inkubowano 10
min w temperaturze pokojowej. Po czasie inkubacji kolumny umieszczono w wirowce |
zwirowano z predkoscig >10 000 rpm przez 1 min. Pomiar stgzenia RNA przeprowadzano
dwukrotnie na urzadzeniu BioDrop. Odpowiedni stopien czystosci RNA jest przy wartosci
wspotczynnika absorpcji A260/A280 nm w obrebie 1,9-2,1 oraz dla A230/A260 nm wynosi
powyzej 1,8. Kolejnym etapem byta analiza jakosci i integralno$ci RNA na zelu agarozowym.
W tym celu probki RNA (100 ng) potaczono z barwnikiem obcigzajacym W proporcji
objetosciowej 1 : 1, nastepnie je zworteksowano i zwirowano z maksymalng predkoscia przez
1 min w 4°C. Probki przeniesiono do termobloku i ogrzewano w 70°C przez 10 min. Kolejno
probki przeniesiono do lodu i schtadzano przez 3 minuty. Tak przygotowany material oraz
wzorcowa drabinke RiboRuler High Range RNA (Thermo Scientific™) naniesiono na 1-proc.
zel agarozowy i wykonano elektroforeze przez ok. 45 minut. Zel zwizualizowano przy uzyciu

transiluminatora UV ChemiDoc XRS+.

3.2.4. Odwrotna transkrypcja RNA przy uzyciu Maxima H Minus Kit

Odczynniki z zestawu do syntezy pierwszej nici cDNA: Maxima H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit, with dsDNase (Thermo Fisher Scientific) oraz probki RNA
zworteksowano oraz zwirowano przez 2 sekundy na programie short spin. Do probek RNA
dodano mieszaning DNazujaca (woda wolna od nukleaz, bufor dsDNase, dsDNase, matryca
RNA), nastgpnie delikatnie zworteksowano i zwirowano na programie short spin przez
2 sekundy. Probki umieszczono w termobloku o temperaturze 37°C na 2 min, a nastepnie
W celu ich schtodzenia umieszczono je W statywie ustawionym na lodzie. Do wszystkich probek
dodano mieszaning reakcyjng (woda wolna od nukleaz, startery Oligo(dT)18 Primer,
mieszanina dNTP 10 mM). Probki zamknigto, delikatnie zworteksowano i zwirowano na
programie short spin przez 2 sekundy, po czym umieszczono w termobloku o temperaturze
65°C na 5 min. Probéwki po inkubacji ponownie umieszczono W Statywie ustawionym na

lodzie. Kolejno do wszystkich probek dodano mieszaniny enzymatycznej (mieszanina
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enzymoéw zestawu Maxima H Minus Enzyme Mix — inhibitor RNaz, transkryptaza oraz bufor
5X RT) i umieszczono w termocyklerze (Thermal Cycler C1000), ustawiajac parametry reakcji
zgodnie z protokotem producenta:

e inkubacja przez 10 minut w 25°C;

e inkubacja przez 30 minut w 50°C;

e zatrzymanie reakcji na 5 minut w 85°C;

e schtadzanie probek do 4°C.

Uzyskany produkt reakcji odwrotnej transkrypcji (cDNA) jest uzywany w procedurze
wykorzystujacej tancuchowsa reakcje polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) do
identyfikacji obecno$ci, jak i relatywnej ekspresji (poprzez pordéwnanie sily sygnatu
fluorescencji) wyselekcjonowanych charakterystycznych markeréw genetycznych dla linii:
WJI-MSC, pluripotencjalnych, ludzkich indukowanych komoérek macierzystych (hIPS) oraz
nowotworowych pochodzacych z trzech roznych listkéw zarodkowych (endodermy,

mezodermy i ektodermy).

3.2.5. Reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) na bazie
zaprojektowanych plytek PrimePCR Custom Plate 96W wraz z oceng testu

panelu bezpieczenstwa molekularnego produktu komorkowego WJ-MSC

Do reakcji qPCR zastosowano termocykler Thermal Cycler C1000 z naktadkg CFX-96.
Startery rozcienczono W stosunku 1:10 i 1:25 w wodzie wolnej od nukleaz. Wszystkie
startery do analiz PCR zaprojektowano z wykorzystaniem oprogramowania NCBI Primer-
BLAST, NetPrimer oraz NCBI GeneBase. Zaprojektowana ptytka (niestandardowa PrimePCR
96W, Bio-Rad) obejmowata zbior wyselekcjonowanych charakterystycznych markerow
genetycznych dla:

e panelu charakterystycznego dla MSC (CDKN2A, HAND2, PDGFRA, TWIST1, ZBTB16);
panelu pluripotencjalnego (TDGF1, DNMT3B, IDO1, NANOG, POU5F1, SOX2);

e panelu mezodermalnego (ALOX15, HEY1, NKX2-5, ESM1);

e panelu ektodermalnego (FUT3, MYO3B, PROM1, FOXA1, DMBX1);

e panelu endodermalnego (CLDN1, CPLX2, POU4F1, FOXA2, HNF1B, HNF4A).

Na zaprojektowanej ptytce umieszczano rowniez kontrole czystosci odczynnikow (ang. no
template control, NTC), kontrole RNA, a takze uzyto referencyjnej proby WJ-MSC do
kalibracji migdzyptlytkowe;.
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Reakcje prowadzono wedlug standardowego programu, zgodnie ze schematem

przedstawionym w tabeli 1.

Tabela 1. Warunki protokotu reakcji RT-PCR

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Aktywacja 95°C 2 min 1
Denaturacja 95°C 5 sek. 40

Annealing/wydtuzanie 60°C 30 sek.
Krzywa topnienia* 65-95°C (przyrost 0,5°C) 5 sek./etap 1

* Etap krzywej topnienia jest tylko dla analizy SYBR® Green

Zebrane dane poddano analizie przy zastosowaniu komercyjnego oprogramowania
Maestro 1.1. W poszczeg6lnych panelach kazdorazowo dla danej linii komoérkowej produktu
WJ-MSC normalizowano uzyskane wyniki relatywnej ekspresji poszczegolnych gendw wedtug
patentu nr P.433374 pt. Zastosowanie zestawu genow do okreslania potencjatu teratogennego
komdrek mezenchymalnych [42]. Wedhug patentu relatywna ekspresja wyznaczona jest metoda
2(-Delta Delta C(T)), zaaprobowang przez srodowisko naukowe i zaproponowang w 2001 roku
przez grupe badawcza profesora Livaka w artykule pt. Analysis of Relative Gene Expression
Data Using RealTime Quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method [43], wzgledem
proby kontrolnej dla komorek nowotworowych, pluripotencjalnych czy komorek WJ-MSC. W
zalezno$ci od panelu biologiczne proby kontrolne to odpowiednio: linia WJ-MSC pochodzaca
z banku komorek PBKM oraz komercyjne linie: IPS (ludzkie indukowane pluripotencjalne
komorki macierzyste), ZR-75-30 (linia komorek nabtonkowych wyizolowana z gruczotu
sutkowego pacjentki z nowotworem piersi), A-375 (linia komorkowa wykazujaca morfologi¢
nabtonka, wyizolowana ze skory kobiety chorej na czerniaka ztosliwego), HT-1080 (komorki
nabtonkowe pochodzace z tkanki tgcznej pacjenta z widkniakomiesakiem), MCF-7 (linia
komorkowa raka piersi), A-549 (komoérki wyizolowane z tkanki ptuc mezczyzny chorego na
raka phuc) i NCI-H727 (linia komorkowa wykazujaca morfologie nabtonka, wyizolowana z
pluc kobiety z rakowiakiem). Na podstawie biologicznych prob kontrolnych wyznaczono
przedziat relatywnej ekspresji wybranych genoéw dla komorek WJ-MSC. Charakterystyczne
limity dla komérek MSC oraz krytyczne parametry dla produktow komorkowych WJ-MSC
oparte na zlogarytmowanych wartosciach (logarytm o podstawie 2) — ekspresja wzgledna
(tabela 2).
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Tabela 2. Parametry ekspresji wzglednej dla wybranych genow

Panel charakterystyczny dla komorek MSC

Limit gérny Limit dolny
CDKN2A 1,70802025 —1,70802025
HAND2 1,54963036 —1,54963036
PDGFR-a 3,33592988 —3,33592988
TWIST1 3,65851901 —3,65851901
ZBTB16 3,70368846 —3,70368846
Krytyczne parametry panelu pluripotencjalnego
Limit gérny Limit dolny
TDGF1 0,69021592 —0,69021592
DNMT3B 0,12036168 —0,12036168
IDO1 0,13921258 —0,13921258
NANOG 0,34607909 —0,34607909
POU5F1 0,20831123 —0,20831123
SOX2 0,11637313 —0,11637313
Krytyczne parametry panelu mezodermalnego
Limit gérny Limit dolny
ALOX15 0,685118 —0,685118
HEY1 1,4164 -1,4164
NKX2-5 0,45152 —0,45152
ESM1 1,75801 —1,75801
Krytyczne parametry panelu ektodermalnego
Limit gérny Limit dolny
FUT3 0,545514 —0,545514
MYO3B 0,203845 —0,203845
PROM1 1,672433 —1,672433
FOXA1 0,154776 —0,154776
DMBX1 0,213765 —0,213765
Krytyczne parametry panelu endodermalnego
Limit gérny Limit dolny
CLDN1 0,34684 —0,34684
CPLX2 1,250913 —1,250913
POU4F1 0,149568 —0,149568
FOXA2 1,370631 -1,370631
HNF1B 0,328734 —0,328734
HNF4A 0,118367 —0,118367
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3.2.6. Oznaczenie rozszerzonego fenotypu WJ-MSC z zastosowaniem cytometrii

przeplywowej

Do probéwki cytometrycznej zawierajacej po 3,5 x 10° komoérek WI-MSC kazdej z linii
(komérek przygotowanych zgodnie z punktem 3.2) dodano po 1 ml DPBS (Gibco). Komorki
zwirowano przy parametrach: 300 x g, 7 min. Supernatant usuni¢to, a osad zawieszono w 100
ul DBPS (Gibco). W celu oznaczenia zywotnosci do zawiesiny komoérek dodano 10 ul 100-
krotnie rozcienczonego barwnika FVS510 (BD) przygotowanego zgodnie z instrukcja
producenta — barwnik wigze si¢ z komorkami martwymi. Zawiesiny zworteksowano i
inkubowano w ciemnoséci w temperaturze pokojowej przez 7 min. Po czasie inkubacji do
probowek dodano po 1 ml DPBS (Gibco), a nastgpnie zwirowano przy parametrach: 300 x g,
7 min. Supernatant usuni¢to, a do osadu dodano 700 pl DPBS (Gibco) w celu zawieszenia
komorek. Panel fenotypu rozszerzonego rozitozony jest na 7 probéwek cytometrycznych, do
ktorych to rozpipetowano po 100 ul przygotowanej zawiesiny komoérek dla kazdej z linii.
Kolejno do kazdej cytometrowki dodano 10 ul Brilliant Stain Buffer i zworteksowano.
Nastgpnie W objetosci rekomendowanej przez producenta dodano przeciwciata (BD) wedtug

schematu przedstawionego na rycinie 7.

Probowka

1 nieznakowane

Probéwka | Fluorochrom [ BV421 | FITC
2 Przeciwcialo | CD90 | CD45

Probéwka Fluorochrom | BV421| PE

3 .. CD119
Przeciwcialo | CD90 (INFy)

Probéwka Fluorochrom | BV421 | AF647

4 Przeciwcialo | CD90 CD120b

(TNFa)
Probéwka Fluorochrom| PE |AF647
5 Przeciwcialo Ig(]3<2b IgC;Zb

Probéwka | Fluorochrom | FITC PE |[|BV421 | AF647
6 Przeciwcialo | CD274 [ CD273 | CD200 | CD105

Probéwka | Fluorochrom| FITC PE |[BV421| AF647
7 Przeciwcialo | CD72 | CD39 | CD73 | HO-1

Ryc. 7. Znakowania komérek WJ-MSC. Schemat przeciwcial skoniungowanych z fluorochromem
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Ryc. 8. Schemat bramkowania dla znakowania komérek WJ-MSC

Probowki z zawiesing komorek zworteksowano i inkubowano przez 30 min w lodowce
w 4-8°C. Po inkubacji do cytometroéwek dodano po 1 ml DPBS (Gibco), probki zwirowano
(300 x g, 7 min). Supernatant usuni¢to, a osad komorkowy zawieszono w 200 ul sporzgdzonego
wedtug instrukcji producenta odczynnika utrwalajacego CellFix (BD). Przygotowane komorki
w probowkach cytometrycznych 1-7 dla kazdej linii WJ-MSC byty gotowe do analizy. Pomiar
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wykonano w cytometrze przeptywowym Celesta (BD), a analiz¢ za pomoca oprogramowania
FACSDiva, na podstawie szablonu (ryc. 8).

3.2.7. Analiza profilu wydzielniczego (sekretomu) linii WJ-MSC

Po wysianiu 0,5 x 10% komérek w 3 dotkach na 6-dotkowej ptytce (167 000 komorek
na dotek) hodowle dla kazdej linii WJ-MSC umieszczono w inkubatorze na 48 godzin
w standardowych warunkach, tj. w temperaturze 37°C oraz atmosferze 5% CO>. Hodowla byta
przeprowadzana w takim samym kompletnym podtozu, jakie zostalo uzyte do wytworzonych
produktow komoérkowych. Po 48 godzinach podtoze znad komorek usunigto i dwukrotnie
przeptukano DPBS. Do kazdego dotka dodano 4 ml kompletnego podtoza ihodowlg
umieszczono w inkubatorze na kolejne 4 dni w standardowych warunkach, tj. w temperaturze
37°C oraz atmosferze 5% CO-. Po 4 dniach hodowli zebrano supernatant i odwirowano (600 x
g, 10 min). Otrzymane supernatanty poddano krioprezerwacji w —80°C do czasu analizy.
Sekretom oznaczono dla wszystkich 14 linii komorkowych WIJ-MSC w kierunku
nastepujacych analitow: BDNF, HGF, IL-6, IL-8, MCP1, RANTES, TGFbl, TGFb2.
Oznaczenie sekretomu przeprowadzono przy uzyciu gotowych zestawoéw Luminex Multiplex
(Merck) wedtug protokotu producenta. Z zestawu Luminex Multiplex (Merck) przygotowano
mieszaning kulek (ang. beads) dla wyselekcjonowanych analitow przez ich 30-sekundowa
sonikacje 1 worteksowanie przez 1 min. Do buteleczki oznaczonej ,.Mixing Bottle”
przeniesiono po 150 pl zawiesiny kulek kazdego analitu, a nastgpnie dopetniono buforem
oznaczonym jako ,,Assay Buffer” do 3 ml. Zestaw zawierat odczynniki do przygotowania
krzywej standardowej metoda kolejnych rozcienczen oraz kontrole niskg i wysoka. Majac
przygotowang mieszanine kulek, standardy oraz kontrole, przygotowano ptytke 96-dotkowa
dotaczona do zestawu, dodajac 200 pl buforu, a nastepnie umieszczenie jej na wytrzasarce przy
parametrach wytrzgsania 600 rpm przez 10 min w temperaturze pokojowej. Usuni¢to ptynng
zawarto$¢ plytki i osuszono ja na reczniku papierowym. Na tak przygotowana ptytke dodano
w triplikatach po 25 pl przygotowanych standardow, kontroli oraz proby slepej (bufor).
Nastepnie do wszystkich dotkow dodano po 25 ul ,,Assay Buffer”. Do dotkéw przeznaczonych
na proby badane dodano po 25 pl rozmrozonego supernatantu znad hodowli. Supernatant z
kazdej linit WJ-MSC oznaczano w tryplikatach. Kolejno do wszystkich dotkéw dodano po 25
ul przygotowanej zawiesiny kulek. Aby unikng¢ osadzania si¢ kulek na dnie butelki, Kulki
worteksowano. Plytke umieszczono na wytrzasarce (600 rpm) w temperaturze 4°C i

inkubowano w ciemnosci przez 16-18 godzin. Po inkubacji ptytke umieszczono na magnesie
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recznym | usuni¢to roztwor znad kulek. Kulki 3-krotnie przeptukano przygotowanym buforem
ptuczacym dotagczonym do zestawu. Po etapie plukania do wszystkich dotkéw dodano po 50 pl
odczynnika ,,Detection Antibody”, ktory jest biotynylowanym przeciwciatem drugorzedowym,
I umieszczono na wytrzasarce (600 rpm) na godzing w temperaturze pokojowej. Po godzinnej
inkubacji dodano do wszystkich dotkéw po 50 ul odczynnika streptawidyny—fikoerytryny,
ktora to wigze si¢ z biotyna, i poddano kolejnej 30-minutowej inkubacji na wytrzasarce (600
rpm) w temperaturze pokojowej. Po 30 min ptytk¢ umieszczono na magnesie, usuwajac
mieszaning znad kulek oraz przeplukujac je 3-krotnie. Do przeptukanych kulek na dotkach
dodano po 100 pl ptynu ostonowego przeznaczonego do urzadzenia MAGPIX i umieszczono
na co najmniej 5 min na wytrzasarce do czasu odczytu na urzadzeniu. Wszystkie ptytki
odczytano na aparacie Luminex MAGPIX zgodnie z wytycznymi producenta dla
poszczegolnych analitow. Otrzymane poziomy cytokin analizowano w programie Belysa®

Software.

3.2.8. Test immunomodulacji oparty na kohodowli WJ-MSC z komérkami
jednojadrzastymi wyizolowanymi z kozuszka leukocytarno-plytkowego

zdrowego dawcy

Jednym z glownych elementow kohodowli bylo wczesniejsze zbankowanie
I zamrozenie komorek jednojadrzastych MNC (ang. mononuclear cells) poprzez ich
wyizolowanie z kozuszka leukocytarno-ptytkowego zdrowego dawcy przez wirowanie
w gradiencie stezen.

Test immunomodulacji oparty na kohodowli WJ-MSC z MSC zdrowego dawcy sktadat
si¢ Z dwoch etapow. Etap pierwszy to przygotowanie komorek WJ-MSC i MNC. W przypadku
WJ-MSC komorki wykorzystane w tescie byty poddane przynajmniej jednemu pasazowi po ich
rozmrozeniu. W przypadku MNC komorki nalezy zaktywowacé i podda¢ ekspansji. Aktywacja
komorek MNC ma na celu zasymulowanie §rodowiska zapalnego. Etap drugi to kohodowla
adherentnych komoérek WJ-MSC ze zaktywowanymi komoérkami MNC umieszczonymi na

insercie. Kohodowl¢ przeprowadzono wedtug ustalonego schematu (ryc. 9).
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Ryc. 9. Graficzny schemat testu opartego na kohodowli komérek WJ-MSC z komérkami MNC

Etap | (przygotowanie komdrek WJ-MSC oraz MNC)

Komoérki jednojadrzaste rozmrozono (tego samego dnia co komoérki WJ-MSC) w tazni
wodnej 0 temperaturze 37°C, a nastgpnie usuni¢to podtoze krioochronne przez odwirowanie.
Osad komorek zawieszono W podtozu do namnazania limfocytow ImmunoCult™-XF T Cell
Expansion Medium (StemCell Technologies) + 1% (obj./obj.) A/A (Gibco) + 56 Ul/ml ludzkiej
IL-2 IS klasy premium (Miltenyi Biotec). Po okresleniu liczby i zywotnosci komorek za
pomoca automatycznego licznika komorek pobrano 8 x 108 komérek w 4 ml (zachowujac
gesto$é komorek 2 x 10%/ml) i wysiano na 12-dotkowa ptytke. Komorki aktywowano przez
dodanie 25 ul/ml aktywatora ImmunoCult™ Human CD3/CD28/CD2 T Cell Activator
(StemCell Technologies), po czym ptytk¢ umieszczono w inkubatorze na 72 godziny
w standardowych warunkach, tj. w temperaturze 37°C oraz atmosferze 5% COo.
Po 72 godzinach aktywacji zawiesing komoérek zgodnie z wytycznymi producenta
rozcienczono o$miokrotnie i hodowl¢ umieszczono w inkubatorze na 48 godzin w celu
namnazania. Po 48 godzinach zawiesing komorek rozcienczono dwukrotnie w celu dalszego
namnazania | umieszczono w inkubatorze na kolejne 48 godzin. Po 48 godzinach i 7-dniowym
namnazaniu aktywowane komorki jednojadrzaste byty gotowe do kohodowli z komarkami WJ-
MSC.

Komoérki wysiewano W 7. dniu w gestosci 17 361,1 komorki/cm?. Po 48-godzinnej
hodowli WJ-MSC na 6-dotkowej ptytce komorki byty liczone. Dane te postuzyty do wysiewu
prawidtowej liczby komorek jednojadrzastych, ktora ma by¢ 10 razy wieksza w dotku niz liczba
WJ-MSC. W tym celu komorki odrywano od powierzchni jednego z dotkéw za pomoca

TrypLE™ Express Enzyme (1X) (Gibco). Komoérki zliczono za pomoca automatycznego
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licznika komorek. Podtoze hodowlane WJ-MSC usuni¢to z pozostatych dwoch dotkow z

komorkami i przemyto dwukrotnie DPBS.

Etap Il (kohodowla adherentnych komorek WJ-MSC z komérkami zawiesinowymi MNC)

Kohodowle prowadzono W podlozu dla limfocytow ImmunoCult (StemCell
Technologies), aby zapewni¢ jak najlepsze warunki ich namnazania. W celu przetestowania
wlasciwoséci immunomodulacyjnych WJ-MSC komorki jednojadrzaste umieszczono na
insercie 0,4 um (Greiner Bio-One) w dotku z WJ-MSC. Na insercie umieszczono dziesie¢ razy
wiecej komorek jednojadrzastych niz WJ-MSC. Insert umozliwia kohodowanym komérkom
posrednig interakcj¢ poprzez wydzielanie czynnikow wzrostu i cytokin w 4 ml podtoza dla
limfocytéw. Jeden z dotkow z WJ-MSC dziatat jako kontrola namnazania komérek MSC w
medium dla limfocytow — 4 ml podtoza ImmunoCult™-XF T Cell Expansion Medium
(StemCell Technologies) + 1% (obj./obj.) roztworu penicyliny/streptomycyny i amfoterycyny
B (Gibco) + 56 Ul/ml ludzkiej IL-2 IS klasy premium (Miltenyi Biotec). Kolejng kontrola byt
dotek z identyczng liczbg samych komorek jednojadrzastych (w 4 ml podtoza dla limfocytow),
ktorg umieszczono W kohodowli. Wszystkie kontrole i kohodowl¢ na 6-dotkowej ptytce
umieszczono w inkubatorze na 4 dni w standardowych warunkach, tj. w temperaturze 37°C
oraz atmosferze 5% CO>. Po 4 dniach test immunomodulacyjny sprawdzono poprzez okreslenie
liczby komorek jednojadrzastych i ich fenotypu. Liczbe i zywotnos¢ komorek jednojadrzastych
z kontroli i kohodowli okre§lono za pomocg automatycznego licznika komorek. Komorki
jednojadrzaste przemywano jednokrotnie DPBS (Gibco) i znakowano, oznaczajac wybrane
subpopulacje limfocytow i markery charakterystyczne dla poziomu aktywacji. Osad
zawieszono w Brilliant Stain Buffer Plus (Becton Dickinson) przy minimalnej gestosci 1 x 108
komorek/ml. Zawiesing komorek inkubowano z przeciwciatami sprzgzonymi z fluorochromem
(BD) przez 30 min na lodzie w ciemnosci wedtug schematu zaprezentowanego na rycinie 10.

Analiz¢ komorek przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeplywowego Celesta
i oprogramowania FACSDiva (Becton Dickinson). Wyniki przedstawiono jako procent
komorek dodatnich dla odpowiednich markerow w stosunku do izotypu komorki kontrolne;j

i niewybarwionej.
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Probéwka 1 | nieznakowane
PE- PE- APC- | APC-
) Fluorochrom | BV421 | BV605 | BV650 | BV786 | BB515 crs94 | crs04 BB700| APC R700 H7
Probowka 2 ALA:
Przeciwcialo | CD25 DR CD3 | CD69 | CD45RO| CD16 CD56 CD4 |CD45RA| CD19 | CD8
Fluorochrom | Bv421 | PE | PerCP | AF647
Probowka 3
Przeciwcialo | CD40 | CD16 | CD45 | CD14
APC-
Fluorochrom | BV421 | BV650 | BV786 | BB515 PE BB700 H7
Probowka 4
Przeciwcialo | CD25 | CD183 | CD4 |CD196 | CD127 | CD194 CD3

Ryc. 10. Znakowania komérek MNC. Schemat przeciwcial skoniungowanych z fluorochromem

3.3. Klasteryzacja

W celu przyporzadkowania komoérkowego produktu leczniczego do danego klastra
Z probki referencyjnej zwalnianego produktu leczniczego — po rozmrozeniu probki wykonano
dodatkowe badania pozwalajace na ocen¢ rozszerzonej charakterystyki produktow WJ-MSC.
Dodatkowe badania sktadatly si¢ na rozszerzony panel cytometryczny z dodatkowymi
markerami takimi jak: CD119, CD200, CD120b, CD72, CD273, CD274, CD39, HO, test
jednostek tworzacych kolonie (CFU), dane z ekspresji gendw zwigzanych zZ oceng
bezpieczenstwa badanych, analiza sekretomu i opracowana technologia kohodowli MSC
z produktu komorkowego z MNC (komorki jednojadrzaste) od zdrowego dawcy. Poszerzona
charakterystyka i uzyskane wyniki pozwolity stworzy¢ algorytm i przypisa¢ seri¢ produktow
komorkowych (WJ-MSC) do odpowiedniego klastra terapeutycznego. Serie produktow
komorkowych przypisane do klastréw terapeutycznych na podstawie stworzonego algorytmu
maja podobng aktywno$¢ biologiczng. Klastrowanie dla zmienno$ci produktu komérkowego
oparto na uczeniu maszynowym. Analizowany problem wymagatl przygotowania procedury
statystycznej obejmujacej dwa etapy. W pierwszym etapie przeprowadzono klasteryzacje
nienadzorowang. Nastepnie, W drugim etapie, wyznaczono pulg parametrow, ktore najlepiej

charakteryzowaty wskazany podziat.
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3.4. Badanie kliniczne

Rozpoczecie badania klinicznego wigzato si¢ Z uzyskaniem niezbednych zgod oraz
pozwolen dotyczacych badanego produktu leczniczego (BPL) opisanego i zatwierdzonego
w dossier produktu (ang. Investigational Medicinal Product Dossier, IMPD), czy m.in. zgody
komisji bioetycznej i organu regulacyjnego na protokot badania oraz formularz swiadome;j
zgody pacjenta. IMPD zawiera informacje dotyczace wytwarzania, kontroli jakosci, oceny
stabilno$ci, danych z badan nieklinicznych, a takze przeprowadzonych badan rozwojowych nad
produktem.

W przypadku badania klinicznego o akronimie ALSTEM kryteria wlaczajace pacjentow
do badania to m.in.:

e osoby doroste, powyzej 18 roku zycia,

e waga pacjenta > 40 Kg;

e rozpoznanie choroby > 6 miesiecy, przy historii wystapienia pierwszych objawow choroby
nie dhuzszej niz 2 lata;

e co najmniej 30 punktow w skali ALSFRS-R podczas wizyty kwalifikacyjnej;

e progresja choroby w ostatnich 6 miesigcach, co najmniej 3 punkty w skali ALSFRS-R;

e nat¢zona pojemnos¢ zyciowa > 70% warto$ci przewidywanej dla wieku, ptci | wzrostu;

e leczenie ustabilizowang dawka (2 x 50 mg na dobe) riluzolu przed wizyta kwalifikacyjna
(przez co najmniej 1 miesiac);

e zdolnos$¢ do wyrazenia pisemnej $wiadomej zgody;

e zdolno$¢ do przestrzegania wymogow dotyczacych badania oraz wszystkich procedur
badawczych i wizyt kontrolnych;

e Kkobiety w wieku rozrodczym oraz mezczyzni majacy partnerki W wieku rozrodczym musza
wyrazi¢ zgodg na stosowanie dwoch form antykoncepcji przez caty czas trwania badania;

e pacjenci postugujacy sie biegle jezykiem polskim.

Kryteria wytaczenia z badania klinicznego obejmowaty takie kryteria jak:

e cigza i/lub karmienie piersia,

e tracheostomia oraz zalezno$¢ od respiratora;

e choroby nerek przy kreatyninie >2 mg/dL;

e choroby watroby z aktywno$cig ALT, AST lub GGTP 2-krotnie wyZzszg niz gorna granica

normy,
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pozytywny wynik testu w kierunku HBV, HCV, HIV oznaczenie metoda NAT;
pozytywny wynik testu na kite;

inne istotne klinicznie nieprawidtlowos$ci w ocenie laboratoryjnej;

jakikolwiek stan uniemozliwiajgcy wykonanie naktucia ledzwiowego;

sztywno$¢ karku 1 inne objawy zwigzane z zapaleniem opon mozgowych;

aktywna choroba ogo6lnoustrojowa;

choroba autoimmunologiczna (dozwolona leczona choroba Hashimoto);

nieleczona cukrzyca (HbAlc > 8%);

choroby pluc mogace wptywac na prawidtowg interpretacje spirometrii;

wspotistniejace choroby neurologiczne;

pacjenci przewlekle leczeni przeciwzakrzepowo (heparyna/warfaryna/acenokumarol/
(N)OAC);

nieustabilizowane wspotistniejagce choroby 0 podlozu psychicznym, wysokie ryzyko
samobdjstwa,

naduzywanie substancji odurzajacych W ciggu ostatniego roku;

pozytywny wywiad nowotworowy w ciagu ostatnich 5 lat;

kazdy inny istotny klinicznie stan chorobowy, ktéry W opinii badacza moze zagrozi¢
bezpieczenstwu pacjenta;

leczenie lekami immunomodulujacymi (np. immunoglobulinami, kortykosteroidami lub
innymi lekami immunosupresyjnymi) w ciagu ostatnich 6 miesigcy;

udziat w innym badaniu klinicznym w ciggu ostatnich 6 miesigcy;

otrzymanie jakiejkolwiek innej terapii komorkoweyj;

nadwrazliwo$¢ na jakikolwiek sktadnik uzyty przy wytwarzaniu produktu komorkowego.

Kazdy pacjent uczestniczyt w trzech wizytach kwalifikacyjnych i obserwacyjnych (wizyta 1 —

3 miesigce przed pierwszym podaniem, wizyta 2 — 2 miesigce przed pierwszym podaniem,

wizyta 3 — miesigc przed pierwszym podaniem), W kolejnych trzech wizytach, podczas ktorych

podano BPL, sktadajacy si¢ z zawiesiny komorek WI-MSC, oraz kolejno w wizytach

monitorujacych. Wizyty odbywaty si¢ w odstepie 30 dni (+7 dni w przypadku wizyt, podczas

ktorych nastepuje podanie BPL, oraz +£14 dni w przypadku pozostatych wizyt). Podczas wizyt,

w czasie ktorych podano BPL, obowigzywata czterodniowa hospitalizacja. Produkt byt
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podawany dokanalowo (ang. cerebrospinal fluid, CSF) poprzez wykonanie punkcji
ledzwiowej. W czasie wizyty 4 (podanie pierwsze) wedlug ustalonego i zaakceptowanego
protokotu badania klinicznego zaaplikowana dawka to zawiesina 70-80 x 10° komorek
W postaci dwoch preparatow po 5 ml. Wizyta 5 (podanie drugie) i wizyta 6 (podanie trzecie) to
dawka 35-40 x 10° komoérek w postaci jednego preparatu 0 objetosci 5 ml. Produkt BPL byl
transportowany do apteki osrodka klinicznego W postaci zamrozonej W specjalnym
(zwalidowanym oraz  zaplombowanym) transportowym  zbiorniku  Kkriogenicznym
(CryoShipper) w oparach cieklego azotu (temperatura —196°C), wedtug ustalonych procedur
przez przeszkolony personel zajmujacy si¢ transportem produktéw komorkowych oraz
materiatu biologicznego. Preparat z zawiesing komoérek WIJ-MSC byt rozmrozony
i rekonstytuowany przez wykwalifikowany personel o$rodka klinicznego w gabinecie
zabiegowym przy t0zku pacjenta bezposrednio przed podaniem.

Zgodnie z protokolem badania w czasie kazdej wizyty ambulatoryjnej lekarza
wykonywano badanie fizykalne oceniajgce ogdlny stan pacjenta, m.in. pomiar BMI, ci$nienia
krwi, tetna, saturacji, czestosci oddechow, spirometrii czy sity migsniowej oraz pobierano krew
obwodowa. Podczas wizyt obejmujacych podanie BPL pobranie krwi nastepowato w sumie
dwukrotnie — podczas przyjecia do szpitala i przy wypisie. Na kazdej z wizyt przeprowadzona
zostata ocena skali ALSFRS-R (Skorygowana Funkcjonalna Skala Stwardnienia Zanikowego
Bocznego, ang. Revise Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale) oraz ocena

jakosci zycia na podstawie skali EQ-5D (ryc. 11).
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Wizyta 1

Wizyta 2

Wizyta 3

* Dzien —90 (+14d)

« Badania fizjoterapeutyczne

* Materiat biologiczny (krew obwodowa / mocz)
« Skala ECAS, ALSFRS-R i EQ-5D

*Dzien —60 (+14d)

« Badania fizjoterapeutyczne

* Materiat biologiczny (krew obwodowa / mocz / CSF)
+ Skala ALSFRS-R i EQ-5D

*Dzien —30 (+14d)

« Badania fizjoterapeutyczne

* Materiat biologiczny (krew obwodowa / mocz)
+ Skala ALSFRS-R i EQ-5D

* Dzien 0 (£7d)

- Pierwsze podanie BPL (zawiesina 70-80 x 10° komorek) — hospitalizacja
« Badania fizjoterapeutyczne

* Materiat biologiczny (krew obwodowa / mocz / CSF)

« Skala ALSFRS-R i EQ-5D

* Dzien 30 (£7d)

« Drugie podanie BPL (zawiesina 35-40 x 106 komorek) — hospitalizacja
« Badania fizjoterapeutyczne

*» Materiat biologiczny (krew obwodowa / mocz / CSF)

« Skala ALSFRS-R i EQ-5D

* Dzien 60 (+7d)

« Trzecie podanie BPL (zawiesina 35-40 x 10 komorek) — hospitalizacja
« Badania fizjoterapeutyczne

* Materiat biologiczny (krew obwodowa / mocz / CSF)

« Skala ALSFRS-R i EQ-5D

* Dzien 90 (£14d)

» Wizyta moniturujaca

+ Badania fizjoterapeutyczne

* Materiat biologiczny (krew obwodowa / mocz)
«Skala ALSFRS-R i EQ-5D

Ryc. 11. Schemat wizyt pacjentow w badaniu klinicznym ALSTEM
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34.1. Pobranie, zabezpieczenie i badania materialu biologicznego pacjentow
ALSTEM

3.4.1.1. Krew obwodowa

Krew obwodowg pobierano na kazdej wizycie (1-7), w przypadku wizyty
hospitalizacyjnej przy podaniu BPL (wizyty 4-6), trzykrotnie: 1) podczas przyjecia, 2) po
podaniu BPL oraz 3) przy wypisie. Krew pobrano na wyniki podstawowe, jak i biochemiczne,
pozwalajgce oceni¢ funkcje zyciowe organizmu, m.in. wydolno$¢ watroby, nerek, wydolnos¢
uktadu krzepnigcia czy gospodarki elektrolitowej. Do laboratorium zewngtrznego wysytano
material Krwi na nastgpujace badania: morfologi¢, sod, potas, chlorki, fosfor, magnez,
kreatyning, mocznik, aminotransferaz¢ asparaginianowa (AST), aminotransferaze alaninowa
(ALT), gamma-glutamylotranspeptydazy (GGTP), kinaze¢ keratynowa (CK), biatko catkowite
(TP), albuming, czas protrombinowy (PT), kwas moczowy (UA), biatko C-reaktywne (CRP).
Dodatkowo probowke z 10 ml krwi obwodowej z antykoagulantem CPD tego samego dnia
przetransportowano w temperaturze 4-8°C w specjalnie do tego przeznaczonym
i zwalidowanym pojemniku transportowym do Laboratorium PBKM w celu oznaczenia
immunofenotypu oraz zabezpieczenia osocza na oznaczenia panelu wyselekcjonowanych

cytokin.

Krew obwodowa — postepowanie w Centralnym Laboratorium PBKM

Wszystkie etapy wykonano zgodnie z aktualnymi i sporzadzonymi procedurami.
Z przetransportowanej w kontrolowanych warunkach petnej krwi obwodowej pobrano probke
1,5 ml na ocen¢ immunofenotypows. Pozostalg krew poddano wirowaniu 1500 x g przez
15 min w 21°C. Oddzielong frakcj¢ osocza zebrano i rozdzielono do specjalnych probowek
kriogenicznych (NUNC CryoTubes) po 100 pl, a nastgpnie umieszczono W zamrazalce (—80°C)
w celu pézniejszej analizy cytokin, chemokin i czynnikow wzrostu, a takze jako unikatowy

materiat archiwalny.

a) Ocena fenotypowa krwi pelnej pacjentéw z ALS

Do proboéwki cytometrycznej zawierajacej ok. 0,7 ml krwi petnej dodano 4,5 ml buforu
lizujacego ACK (Gibco). Zawarto$¢ probowki wymieszano poprzez obrocenie probowki gora—
dot i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15-30 min. Po inkubacji probke zwirowano
(300 x g, 5 min, 21°C). Supernatant usuni¢to, a osad komoérek zawieszono w 1 ml DPBS

(Gibco) i ponownie zwirowano (300 x g, 5 min, 21°C). Supernatant usuni¢to, osad komorek
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zawieszono w 100 pl DBPS (Gibco) i dodano 10 ul 100-krotnie rozcienczonego barwnika
FVS510 (BD) do oznaczenia populacji komoérek zywych. Zawiesing zworteksowano |
inkubowano przez 7 minut w ciemnosci W temperaturze pokojowej. Po wyznaczonym czasie
inkubacji do zawiesiny komoérek dodano 1 ml DPBS (Gibco) i zwirowano (500 x g, 5 min,
21°C). Supernatant usuni¢to, a osad komorek zawieszono w 200 ul DPBS (Gibco). Zawiesing
komorek rozdzielono po 50 pl na 4 probowki cytometryczne 1-4. Do probowek
cytometrycznych nr 1, 2, 3 i 4 dodano 10 pl Brilliant Stain Buffer Plus (BD) i przeciwciata

sprz¢zone z fluorochromem (BD) wedtug schematu przedstawionego na rycinie 12.

Probowka
1 nieznakowane
PE- PE- APC- | APC-
Probéwka | Fluorochrom | BV421 [ BV605 [ BVE50 | BV786 [ BB515 | oo, | cpsgs |BB700| APC [ oo |77
2 Przeciwcialo | CD25 HDLRA CD3 | CD69 | CD45RO| CD16 | CD56 | CD4 |CD45RA | CD19 | CD8
Probéwka | Fluorochrom | BV421 | PE | PerCP | AF647
3 Przeciwcialo | CD40 | CD16 | CD45 | CD14
APC-
Probéwka | Fluorochrom [ BV421 | BV650 [ BV786 [ BB515 [ PE | BB700 | °/
4 Przeciwcialo | CD25 | CD183 | CD4 |CD196 | CD127 | CD194 | CD3

Ryc. 12. Znakowania komérek MNC. Schemat przeciwcial skoniungowanych z fluorochromem

Probowki zworteksowano 1 inkubowano na lodzie, w ciemnosci przez 20 min.
Po uptywie czasu inkubacji do probdéwek cytometrycznych dodano po 1 ml DPBS (Gibco)
i zwirowano (500 x g, 5 min, 21°C). Supernatant odebrano, a osad komérkowy z probowek
nrl, 2 i3 zawieszono w 250 ul CellFix (BD). Probki doktadnie zworteksowano i do czasu
analizy umieszczono w lodéowce w 4-8°C. Do posadu komorek pozostatej probowki nr 4
dodano 1 ml buforu A (BD) z zestawu do znakowania Foxp3, osad doktadnie rozpipetowano
i inkubowano w temperaturze pokojowej, w ciemnosci, przez 10 min. Po uptywie inkubacji
probke zwirowano (500 x g, 5 min, 21°C), supernatant usunigto, a osad komorkowy zawieszono
w 0,5 ml sporzadzonego buforu C (BD) zestawu do znakowania Foxp3. Probke inkubowano w
temperaturze pokojowej, w ciemnosci, przez 20-30 min. Po inkubacji do probéwki dodano 1
ml DPBS (Gibco) i zwirowano (500 x g, 5 min, 21°C). Supernatant usuni¢to, osad zawieszono
w 100 ul DPBS (Gibco), dodano 10 pl przeciwciata anty-FoxP3 AF647 (BD) i inkubowano na
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lodzie, w ciemnoéci, przez 20 min. Do probowki dodano 1 ml DPBS (Gibco) i zwirowano (500
x g, 5 min, 21°C). Supernatant usunigto, a osad zawieszono w 200 pl odczynnika utrwalajgcego
CellFix (BD). Przygotowane komorki w probéwkach cytometrycznych 1-4 byty gotowe do
analizy. Pomiar wykonano w cytometrze przeptywowym Celesta (BD) z wykorzystaniem

oprogramowaniu FACSDiva.

b) Analiza wybranych cytokin, chemokin i czynnikéw wzrostu W osoczu pacjentéw z ALS

Analize wykonano za pomoca urzadzenia MAGPIX, opartego na technologii Luminex,
oraz zestawu Milliplex Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Merck Millipore).
Wyselekcjonowane anality do oznaczenia w osoczu to: TGF-p 1/2/3, IL-10, IL-4, GM-CSF,
VEGF-A, IFN-y, IL-17A, IL-1b, IL-6, IL-8, MIP-1b, RANTES, FGF-2, IL-12p40, MCP-1, G-
CSF, TNF-a, IL-13. Zabezpieczone probki osocza rozmrozono i procedowano zgodnie z
zaleceniami producenta zestawu Milliplex Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel
(Merck Millipore). Przygotowano ptytke 96 dotkéw dotaczong do zestawu poprzez dodanie
200 ul buforu (Assay Buffor, zestaw Merck Millipore) i umieszczenie na wytrzasarce (600 rpm)
w temperaturze pokojowej na 10 minut. Bufor usuni¢to, do odpowiednich dotkéw dodano po
25 pl przygotowanego standardu, kontroli wysokiej oraz niskiej. Nastepnie do tych samych
dotkow dodano 25 pl Assay Buffer (zestaw Merck Millipore). Dodano po 25 ul Assay Buffer
do dotkow, na ktore miaty zostaé przeniesione probki badane. Kolejno dodano 25 pl probek
osocza. Kulki optaszczone i wychwytujace wybrane anality zworteksowano (butelka Mixing
Bottle, zestaw Merck Millipore) i dodano po 25 ul ich zawiesiny do wszystkich dotkow. Phytke
poddano catonocnej inkubacji na wytrzagsarce (600 rpm), W ciemnosci, W temperaturze 4°C. Po
inkubacji plytke trzykrotnie przeptukano buforem ptuczacym (Wash Buffer, zestaw Merck
Millipore) przy uzyciu magnesu recznego, a nastepnie dodano przeciwciata detekcyjne
skoniugowane z biotyng (Detection Antibodies, zestaw Merck Millipore) i inkubowano na
wytrzasarce (600 rpm) W temperaturze pokojowej przez 60 min. Po godzinnej inkubacji dodano
do wszystkich dotkéw po 25 pl odczynnika streptawidyny skoniugowanej z fikoerytryng
(Streptavidin-Phycoerythrin, zestaw Merck Millipore) i inkubowano na wytrzagsarce (600 rpm)
W temperaturze pokojowej przez 30 min. Po inkubacji ptytke przeplukano trzykrotnie 100 pl
buforu ptuczacego (Wash Buffer, zestaw Merck Millipore) z uzyciem magnesu rgcznego. Do
wszystkich dotkéw dodano po 150 pl buforu Drive Fluid (Merck Millipore), ptytke
umieszczono na wytrzasarce (600 rpm) na 5 min. Nast¢pnie dokonano pomiaru na urzadzeniu
MAGPIX. Wszystkie standardy, kontrole oraz probki na ptytce umieszczono w triplikatach.

Analize danych wykonano przy uzyciu oprogramowania Belysa (Merck Millipore).
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3.4.1.2.  Plyn mézgowo-rdzeniowy

Procedura naklucia ledzwiowego byla przeprowadzana podczas wizyty 2 oraz na
wizytach, na ktorych podawano BPL. Podczas punkcji pobierano ptyn mézgowo-rdzeniowy
(CFS). Jego 2 ml przekazywano do laboratorium zewnetrznego W celu oznaczenia poziomu
glukozy, biatka catkowitego i chlorkow. Pozostalg czgs¢ tego samego dnia transportowano
w temperaturze 4-8°C w specjalnie do tego przeznaczonym i zwalidowanym pojemniku
transportowym do Laboratorium PBKM. Tam probéwka z CFS byta odwirowywana (400 x g,
10 min, 21°C) w celu usuniecia komorek, np. erytrocytow pozostatych po naktuciu. Supernatant
rozdzielano do probowek kriogenicznych (NUNC CryoTubes) po 1 ml iumieszczano w
zamrazalce (—80°C) do pdzniejszej analizy cytokin, chemokin i czynnikéw wzrostu, a takze
jako unikatowy materiat archiwalny. Procedure oznaczenia wybranych analitow: TGF-p 1/2/3,
IL-10, IL-4, GM-CSF, VEGF-A, IFN-y, IL-17A, IL-1b, IL-6, IL-8, MIP-1b, RANTES, FGF-
2, IL-12p40, MCP-1, G-CSF, TNF-a, IL-13 w ptynie mézgowo-rdzeniowym wykonywano

tozsamo jak przy oznaczeniu ich w osoczu.

3.4.1.3. Mocz

Probke moczu pobrano w czasie wizyt 1, 2, 4, 5, 6, 7, w przypadku wizyty
hospitalizacyjnej przy podaniu BPL probka zostata pobrana przy przyjeciu i 0znaczona jako
wizyta 4(1), 5(1), 6(1). Pobrany material pozwolil oceni¢ poziom zewnatrzkomorkowe;j
domeny receptora neurotrofiny p75 (p755€P), bedacy biomarkerem progresji oraz prognostyki
w stwardnieniu zanikowym bocznym (ALS). Bardzo wazne byto zabezpieczenie probki moczu
juz na etapie osrodka Klinicznego, gdyz w ciggu 30 minut od pobrania materiatu probke moczu
nalezy zwirowa¢ (1000 x g, 10 min, 4°C), nastepnie pobra¢ 2 ml supernatantu i umiesci¢ po 1
ml w proboéwkach kriogenicznych (NUNC CryoTubes), a nastepnie niezwlocznie umiescic je
w zamrazarce w —20°C. Tego samego dnia specjalny kurier odbieral zamrozony material,
przekiadal go do pojemnika transportujagcego wypetnionego suchym lodem, a nastgpnie
dostarczat do Laboratorium Centralnego PBKM. Probki z pojemnika transportowego do czasu
wykonania oznaczen umieszczono W zamrazarce w —80°C. Oznaczenie p755“P wykonano za
pomoca testu ELISA i komercyjnie dostepnego zestawu NGFR/p75E°P Rapid™ ELISA Kit:
Human (Biosensis®) zgodnie z instrukcja producenta. Probki umieszczono W tazni wodnej w
37°C do czasu rozmrozenia. Przygotowano odczynniki, standardy i kontrole dotgczone do
zestawu oraz rozcienczono probki moczu wedlug wytycznych z instrukcji producenta. Na

plytce 96-dotkowej umieszczono po 100 pl przygotowanego standardu, kontroli oraz probek
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moczu w tryplikatach. Ptytk¢ zabezpieczono parafilmem i umieszczono na wytrzasarce (140
rpm) na 90 minut. Nadsgcz z ptytki usuni¢to, po czym kazdy z dotkéw 5-krotnie przeptukano
Z uzyciem 200 pl na dotek Wash Buffer. Nastepnie dodano, w ilosci 100 pul na dotek,
przeciwciato pierwszorzedowe. Plytke zabezpieczono parafilmem i wytrzasano (140 rpm) na
wytrzasarce przez 60 minut. Nadsgcz z ptytki usunigto, kazdy z dotkéw przeptukano 5-krotnie
Wash Buffer (200 pl/dotek), a nastgpnie dodano 100 pl/dotek streptawidyny-HR. Ptytke
zabezpieczono parafilmem i wytrzgsano (140 rpm) przez 30 minut na wytrzgsarce. Nadsgcz
usuni¢to, a kazdy z dotkow przeptukano 5-krotnie z uzyciem Wash Buffer (200 pl/dotek).
Kolejno dodano substrat TMB (100 pl/dotek) i przeprowadzono inkubacj¢ ptytki w ciemnos$ci
w temperaturze pokojowej przez 10-15 minut bez wytrzasania. Reakcj¢ zatrzymano poprzez
dodanie odczynnika Stop solution (100 pl/dotek). Bezposrednio wykonano odczyt absorbancji
na czytniku spektrofotometrycznym, O.D. 450 nm. Wszystkie uzyte odczynniki wraz z ptytka
96-dotkowa stanowily zestaw NGFR/p755¢P Rapid™ ELISA Kit: Human (Biosensis®). Dla
moczu, w celu znormalizowania, warto$¢ wyrazona jest jako ng p755°P/mg kreatyniny. Druga
zabezpieczong probke moczu wystano do diagnostycznego laboratorium zewngtrznego W celu

zlecenia analizy kreatyniny w probce moczu z wizyt 1, 2, 4(1), 5(1), 6(1), 7.

3.4.2. Statystyczna analiza danych

Analizg statystyczng wykonano przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism. Wyniki
przeanalizowano pod katem istotnosci statystycznej z wykorzystaniem jednostronnej i/lub
dwustronnej analizy wariancji ANOVA z testem Tukeya. Wyniki przedstawiono jako warto$ci
sredniej + odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD). Réznice istotne statystycznie
przyjeto, gdy warto§¢ parametru p byla mniejsza od 0,05 (p < 0,05). Istotnos$¢ statystyczng
okreslono jako: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

68



4. WYNIKI

4.1. Bank produktéw komérkowych WJ-MSC

Bank produktow komoérkowych WJ-MSC przeznaczonych do badania klinicznego
pacjentow ze stwardnieniem zanikowym bocznym wytworzono w warunkach GMP (ang. Good
Manufacturing Practice) przez Polski Bank Komorek Macierzystych, zgodnie
Z obowigzujacymi procedurami oraz przy uzyciu kwalifikowanych oraz certyfikowanych
materiatdw | urzadzen. Zgodnie z GMP oraz rozporzadzeniem dla produktow ATMP
pomieszczenia wytworcze byly skwalifikowane i odpowiednio kontrolowane w celu
zapewnienia $rodowiska aseptycznego. Klasyfikacja pomieszczen czystych byta wykonana
zgodnie z norma ISO 14644-1. Wykorzystany sprzet byt poddany procedurom kwalifikacyjnym
zgodnie z wymaganiami GMP. Produkcja ATMP odbywata si¢ w Kklasie A (przeptyw
laminarny) w otoczeniu klasy B. Obszary wytworcze byly monitorowane pod katem
mikroorganizmow zywych (poprzez kontrolg i pobieranie probek powietrza oraz powierzchni
przy uzyciu plytek sedymentacyjnych oraz odciskowych) oraz liczby czastek czy
utrzymywania kaskady cisnien. Obowigzkowej kontroli zanieczyszczen podlegali rowniez
pracownicy po wykonaniu pracy zwigzanej Z wytworzeniem produktéw komoérkowych.

Wytwarzanie rozpoczyna si¢ od kwalifikacji materialu sznura pgpowinowego na
podstawie wywiadu medycznego, analizy wynikow na obecno$¢ czynnikow zakaznych
we krwi matki oraz wstepnych ogledzin tkanki. W przypadku kwalifikacji nast¢puje ekspansja
ex vivo w systemie hodowli wolnej od materialtow pochodzenia zwierzgcego. Hodowla
pierwotna komoérek MSC jest zakladana z eksplantow galarety Whartona w medium
przeznaczonym dla mezenchymalnych komoérek stromalnych w warunkach GMP oraz za zgoda
Glownego Inspektora Farmaceutycznego (GIF) przy uzyciu odczynnikow bez komponentow
odzwierzecych (ang. xeno-free, XF). Po okoto dwoch tygodniach pod mikroskopem mozna
zaobserwowa¢ wrzecionowate komorki adherentne, wygladem zblizone do fibroblastow.

W celu wytworzenia produktow komorkowych zostalo pobranych ok. 300 sznuréw
pepowinowych, sposréd ktorych na podstawie kryteriow do dalszej preparatyki
zakwalifikowano ok. 60 sznuréw. Z puli 60 sznuré6w zatozono hodowle eksplantéw, finalnie
do badania klinicznego zakwalifikowano produkty ATMP wytworzone z 14 linii WJ-MSC
(oznaczonych jako ALS numer) spetiajacych wytyczne specyfikacji produktu koncowego
(tabela 3). Dodatkowo wybrana linia musiala spelni¢ dodatkowy warunek liczby

wyprodukowanych dawek, tj. minimum 6 kaset.
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Tabela 3. Specyfikacja produktu koncowego opartego na komoérkach WJ-MSC

Oznaczenie Limity
Sterylno$¢ brak obecnosci bakterii/grzybow
Mykoplazma nie wykryto
Endotoksyny nie wykryto
Liczba komorek 3040 x 10°
Zywotno$¢ komorek >80%
Zdolno$¢ adherencji >90%
Kariotyp 46XX lub 46XY
Ekspresja antygenu CD45 <5%
Ekspresja antygenu CD34 <5%
Ekspresja antygenu CD14 <5%
Ekspresja antygenu CD19 <5%
Ekspresja antygenu HLA-DR <5%
Ekspresja antygenu CD73 >70%
Ekspresja antygenu CD90 >70%
Ekspresja antygenu CD105 >70%

Przeprowadzona ocena fenotypowa dla 14 linii WJ-MSC potwierdzita na poziomie
podstawowym, zgodnie z wymogami ISCT, charakterystyczny profil markerow dla komorek
MSC (markery CD73, CD90, CD105 pozytywne; markery Lin-: CD34, CD45, CD14, CD14,
HLA-DR negatywne) (ryc. 13). Nie wykazano réznic w poziomie markerow pozytywnych
I negatywnych dla poszczeg6lnych linii.

Wszystkie linie komorkowe WIJ-MSC spelnily zatozenia klasycznego fenotypu dla
komorek MSC (markery CD73, CD90, CD105 pozytywne > 70%; markery Lin-: CD34, CD45,
CD14, CD14, HLA-DR negatywne < 5%). Zaden produkt nie wykazat obecnoéci mykoplazmy.
Wszystkie produkty wykazaly jatlowos¢ oraz poziom endotoksyn < 0,1 EU/ml. W sumie
przygotowano 215 dawek (kaset) produktu ATMP, zawierajacych komoérki WI-MSC. Kazda
dawka zawierata 40 x 10° komoérek 0 zywotnosci powyzej 90%, wykazujacych prawidtowy
kariotyp (46XX lub 46XY). Zoptymalizowany sposob izolacji iwytwarzania produktu
komorkowego byt na tyle wydajny, ze pozwolit zredukowaé liczbe linii potrzebnych do
wytworzenia produktu dla 20 pacjentow ALS w badaniu klinicznym. Ostatecznie do pacjentow
trafity produkty uzyskane z linii ALS397, ALS439, ALS432, ALS558, ALS414, ALSA487,
ALS633, ALS634 (tabela 4).
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Ryc. 13. Fenotyp podstawowy WJ-MSC wedlug wytycznych ISCT. Pozytywne markery powierzchniowe

CD73, CD90, CD105 oraz negatywne dla Lin-: CD34, CD45, CD14, CD14, HLA-DR

Tabela 4. Zestawienie produktow komorkowych WJ-MSC przeznaczonych do badania
klinicznego ALSTEM. Produkty spetity wytyczne specyfikacji produktu koncowego, a liczba

wyprodukowanych dawek (40 x 10° komoérek) dla poszczegodlnych linii byta > 6

Linia Liczba produktéw komoérkowych Calkowita liczba komorek
WJ-MSC (dawka 40 x 10° komérek WJ-MSC) [1x 10
ALS439 14 0,56
ALS432 12 0,48
ALS558 11 0,44
ALS634 20 0,8
ALS397 33 1,32
ALS414 7 0,28
ALS487 6 0,24
ALS633 10 0,4

4.2.  Rozszerzona charakterystyka banku produktéw WJ-MSC

Rozszerzong charakterystyke przeprowadzono dla reprezentatywnych produktow

komoérkowych WJ-MSC wyizolowanych od 14 dawcow, zwolnionych zgodnie ze specyfikacja
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koncowa (tabela 3). Wszystkie produkty komoérkowe spetnily kryteria zwolnienia, nie

wykazujac zréznicowania migedzy dawcami komoérek. Rozszerzong charakterystyke

przeprowadzono, wykonujac nastepujace testy:

test jednostek tworzacych kolonie (CFU);

rozszerzony fenotyp WJ-MSC (analiza cytometryczna markerow nieklasycznych: CD119,
CD120b, CD200, CD72, CD213, CD39, CD274, HO-1);

profil ekspresji genow: CDKN2A, CLDN1, DNT3B, ESM1, HAND2, HEY1, MYOS3B,
NANOG, PDGFRA, POU5F1, TDGF1, TWIST1, ZBTB16;

profil wydzielniczy komoérek WJ-MSC w hodowli in vitro;

ocene zdolnosci immunomodulujgcych komorek WIJ-MSC w kohodowli posredniej

z komoérkami MNC — efekt parakrynny.

4.2.1. Test jednostek tworzacych kolonie — CFU (ang. colony forming unit)

W przypadku serii produktu ALS628 i ALS634 nie zaobserwowano kolonii. Pozostate

WJ-MSC wykazaty stopien tworzenia kolonii w zakresie 7-19%. Serie produktu opartego na

WJ-MSC w zaleznosci od dawcy roznity si¢ procentem komorek tworzacych kolonie (ryc. 14).

CFU
25m
70+

15=

10

Ryc. 14. Test jednostek tworzacych kolonie — CFU dla linii WJ-MSC. Stopien tworzenia kolonii zdefiniowano

jako procent liczby kolonii do liczby wysianych komorek
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4.2.2. Analiza obecnosci antygenow nieklasycznych dla komérek WJ-MSC — fenotyp

rozszerzony

Na podstawie literatury wybrano fenotyp rozszerzony markeréw komorek WJ-MSC

majacych potencjalny wplyw na ich zdolno$ci immunomodulujace. Fenotyp rozszerzony

obejmowat oceng cytometryczng markerow:

CD119 (IFNGR1 — koduje tancuch wiazacy ligand (alfa) receptora interferonu gamma,
odgrywa kluczowa rolg w odpowiedziach przeciwdrobnoustrojowych, przeciwwirusowych
I przeciwnowotworowych poprzez aktywacje efektorowych komorek odpornosciowych i
wzmocnhienie prezentacji antygenu);

CD120b (TNFRSF1B — biatko kodowane przez ten gen nalezy do nadrodziny receptorow
TNF);

CD72 (CD72 — koduje biatko CD72, rola w proliferacji i roznicowaniu komoérek B);
CD200 (CD200 — koduje biatko CD200, rola w immunosupresji);

CD273 (PDCD1LG2 — hamuje proliferacj¢ komorek T);

CD274 (CD274 — koduje biatko CD74, blokuje aktywacj¢ komorek T);

CD39 (ENTPD1 — hydrolizuje zewnatrzkomorkowy adenozyno-5'-trifosforan i difosforan
adenozyny do monofosforanu adenozyny);

HO-1 (HMOX1 —oksygenaza hemowa 1, katalizuje degradacje hemu).

Komorki WIJ-MSC w zaleznosci od dawcy wykazuja zréznicowany profil ekspresji

wybranych markerow w panelu rozszerzonym. Wyniki przedstawiono ponizej (ryc. 15, 16, 17).
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Ryc. 15. Rozszerzony fenotyp dla linii WJ-MSC. Procent markeréw CD119, CD120b, CD72

Na znikomym poziomie wystgpuje u wszystkich dawcéw marker CD72 (<0,2%).

Roéwniez na niskim poziomie wystepuja markery CD119 (<3%) oraz CD120b (<5%).
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Ryc. 16. Rozszerzony fenotyp dla linii WJ-MSC. Procent markeréw CD200, CD273, CD274

W przypadku CD200 mozemy wyrdzni¢ 3 grupy CD200: przedziat 12-14% (ALS393 i
ALS439), przedziat 30-50% (ALS613, ALS414, ALS487) i najwiekszg grupe — przedziat 59—
88% (ALS366, ALS397, ALS410, ALS432, ALS558, ALS628, ALS633, ALS634, ALS502).
Sredni procent dla markera CD273 wérod wszystkich dawcow to 76% (+14). Marker CD274 —

jego Sredni procent wsrod wszystkich dawcow to 34% (£12).
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Ryc. 17. Rozszerzony fenotyp dla linii WJ-MSC. Procent markeréw CD39, HO-1

Procentowa zawarto$¢ CD39, rowniez W zalezno$ci od dawcy, réwno podzielita ich na
dwie grupy: <10% (ALS397, ALS393, ALS9, ALS628, ALS613, ALS414, ALSA487)
I przedziat 12-30% (ALS66, ALS410, ALS432, ALS558, ALS633, ALS634, ALS502).
Oksygenaza hemowa-1 (HO-1) podzielita wszystkich dawcow na trzy grupy: <5% (ALS397,
ALS393, ALS439, ALS628, ALS613, ALS414, ALS487), przedziat 6-10% (ALS366,
ALS432, ALS634) oraz przedziat 11-17% (ALS410, ALS558, ALS633, ALS502).
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4.2.3. Ocena ekspresji panelu genéw oceniajacych bezpieczenstwo produktéow
komoérkowych WJ-MSC

Wazne jest, aby sprawdzi¢ potencjal do nowotworzenia, poniewaz badany produkt
komorkowy oparty jest na komorkach multipotencjalnych. Ocena ekspresji komorek WJ-MSC
pozwala na odréznienie ich od linii majacych zdolno$¢ do pluripotencji, nowotworzenia czy
pochodzacych z odmiennych listkow zarodkowych. Ekspresje genéw obliczano na podstawie
logarytmu o podstawie 2 z ekspresji wzglednej dla komoérek mezenchymalnych w stosunku do
$redniej ekspresji dla populacji kontrolnej komoérek: mezenchymalnych, nowotworowych
pochodzenia  mezodermalnego, nowotworowych pochodzenia  ektodermalnego,
nowotworowych pochodzenia endodermalnego oraz pluripotencjalnych, znormalizowana dla
genow referencyjnych: GAPDH, HPRT i ACTB [42].

Oceniane linie komorkowe osiagnely poziom zlogarytmowanej rdznicy ekspresji
wzglednej charakterystycznej dla MSC, tym samym potwierdzajac ich prawidtowy profil
ekspresji. Poziom zlogarytmowanej roznicy ekspresji wzglednej byl poza wyznaczonym
limitem krytycznym dla panelu genow zwigzanych z pluripotencjg oraz genami ulegajacymi
ekspresji w  nowotworach  pochodzenia mezodermalnego, ektodermalnego oraz
endodermalnego (ryc. 18 [A]). Komodrki WJ-MSC w zaleznos$ci od dawcy wykazaty ekspresjg
na roéznym poziomie dla wyselekcjonowanych markerow genetycznych w panelu
pluripotencjalnym (TDGF1, NANOG, POU5F1, DNMT3B), panelu charakterystycznym dla
MSC (CDKN2A, HAND2, PDGFRA, TWIST1, ZBTB16), panelu mezodermalnym (ESM1,
HEY1), panelu ektodermalnym (MYO3B), panelu endodermalnym (CLDN1) (ryc. 18 [B]).
Ogodlny rozktad ekspresji wybranych genéw dla charakteryzowanych linii WJ-MSC
przedstawia si¢ nastepujaco: CDKN2A (1,78 + 0,60), HAND2 (1,54 + 0,57), PDGFRA (1,80 +
1,06), ZBTB16 (1,44 + 0,53), TWIST1 (1,28 + 0,63), TDGF1 (1,24 + 0,70), POU5F1 (0,91 +
0,28), NANOG (0,97 + 0,74), ESM1 (1,41 + 0,92), CLDN1 (0,53 + 1,04), DNMT3B (1,05 +
0,51), HEY1 (2,05 + 1,40), MYO3B (2,05 + 1,21).
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Ryc. 18. Ocena ekspresji panelu genéw. [A] Czerwone kwadraty oznaczajg poziom zlogarytmowanej roznicy
ekspresji wzglednej charakteryzujacej panel MSC oraz krytyczny poziom zlogarytmowanej réznicy ekspresji
wzglednej dla panelu pluripotencjalnego, mezodermalnego, ektodermalnego oraz endodermalnego. [B] Ekspresja
wybranych gendéw z panelu charakterystycznego dla MSC (CDKN2A, HAND2, PDGFRA, TWIST1, ZBTB16),
panelu pluripotencjalnego (TDGF1, NANOG, POU5F1, DNMT3B), panelu mezodermalnego (ESM1, HEY1),
panelu ektodermalnego (MYO3B) oraz panelu endodermalnego (CLDN1)

4.2.4. Ocena aktywnos$ci wydzielniczej WJ-MSC (sekretom)

Komorki WJ-MSC w zaleznoséci od dawcy (linii) wykazuja zréznicowany poziom
wydzielania BDNF, HGF, IL-6, IL-8, MCP1, RANTES, TGF-1, TGF-B2, co potwierdza
doniesienia 0 zmienno$ci biologicznej MSC izolowanych z tego samego zrodta (ryc. 19).

Dla charakteryzowanych n = 14 linii WJ-MSC oznaczane poziomy cytokin miescity si¢
w zakresach: BDNF (22,01 + 13,22 pg/ml), HGF (2474,29 + 1516,93 pg/ml), IL-6 (77,69 +
51,62 pg/ml), IL-8 (73,03 + 48,74 pg/ml), MCP-1 (938,56 + 648,90 pg/ml), RANTES (16,97 +
13,69 pg/ml), TGF-B1 (937,35 + 505,06 pg/ml), TGF-B2 (137,16 + 93,79 pg/ml).

Dodatkowo zaobserwowano istota pozytywna korelacje poziomoéow dla HGF i MCP1.

Kolejna istotna korelacja opierata si¢ na zaleznosci RANTES i MCP1. Im wigksze wydzielanie

77



RANTES, tym wicksze wydzielanie MCP1. Negatywna korelacje wykazywaly cytokiny TGF-
B2 w odniesieniu do HGF.
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Ryc. 19. Sekretom komérek WJ-MSC. Oznaczono anality metoda multiplex: BDNF, HGF, IL-6, IL-8, MCP-1,
RANTES, TGF-B1, TGF-B2 w nadsaczu znad komoérek

4.2.5. Test oparty na kohodowli sprawdzajacy zdolnosci immunomodulacyjne
komodrek WJ-MSC

W celu sprawdzenia wtasciwos$ci immunomodulacyjnych WJ-MSC przeprowadzono
kohodowle populacji komoérek MSC z MNC wyizolowanych z kozuszka leukocytarno-
ptytkowego. Komorki MNC uprzednio aktywowano W celu okreslenia, czy komorki WJ-MSC
sa W stanie sttumi¢ odpowiedZ immunologiczna.

Wszystkie parametry oceny testu kohodowli przedstawiajace wptyw linii WJ-MSC na
komoérki MNC wyrazono wzorem:

D4 KOHODOWLA — D4 KONTROLA
Do
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o Liczba/zywotnos¢ MNC

Zahamowanie ekspansji komorek MNC w kohodowli dzigki immunomodulacyjnym
wilasciwo$ciom komorek WJ-MSC przedstawiono na rycinie 20 [A]. Jedynie linia ALS613 nie
wykazala zdolnosci obnizenia ekspansji komoérek MNC. Zywotnosé komoérek MNC
przedstawiono na rycinie 20 [B]. Srednia zywotno$¢ komoérek MNC w dniu zatozenia
kohodowli (D0) wynosita 84% (£5). W dniu zakonczenia kohodowli (D4) $rednia zywotno$é
komorek MNC w kontroli oraz kohodowli wynosita 68% (£8). Linie WJ-MSC, ktore obnizyty
zywotnos¢ komorek MNC, to ALS558, ALS628, ALS397, ALS432, ALS410, ALS502,
ALS633, ALS414, ALS487.
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Ryc. 20. Ocena kohodowli WJ-MSC z MNC pod wzgledem [A] liczby i [B] Zzywotnos$ci komorek MNC

o) Subpopulacje limfocytow

Na podstawie cytometrii przeptywowej przeanalizowano fenotyp MNC przy uzyciu
przeciwcial przeciwko markerom powierzchniowym wybranym dla populacji MNC, m.in.
komorki Thl, Th2, Th17, Tc, Treg, T-naiwne i T-pamigci, czy markery aktywacji, takie jak
CD25, CD69 i HLA-DR. W wyniku kohodowli z WJ-MSC zwigkszyt si¢ udziat procentowy

limfocytow T CD3+ (ryc. 21) w odniesieniu do warunkow kontrolnych. Odsetek limfocytow B
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(ryc. 22) w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci dawcow ulegt zmniejszeniu. NK (ryc.
23) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci dawcow zmniejszyt si¢ procent
CD4-CD16+CD56+ na MNC, jedynie dla linii ALS634 i ALS366 warto$¢ wykazata wzrost.
NKT (ryc. 24) —w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci dawcow zmniejszyt si¢ procent
CD4+CD16+CD56+ na MNC, jedynie dla linii ALS366 i ALS633 warto$¢ wykazata wzrost.
Limfocyty Th (ryc. 25) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszoséci dawcow wzrost
procent CD4+ na MNC, czego nie zaobserwowano w kohodowli z linig ALS628, gdzie warto$¢
ta obnizyta si¢. Limfocyty Tc (ryc. 26) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci
dawcow spadt procent CD8+ na MNC, a w przypadku linii ALS628 i ALS487 zaobserwowano
wzrost. Limfocyty Th naiwne (ryc. 27) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci
dawcow zwigkszyt si¢ procent CD4+CD45R A+ na MNC, oprocz kohodowli z liniami ALS393,
ALS439, ALS613 i ALS558. Limfocyty Th pamigci (ryc. 29) — w wyniku kohodowli z WJ-
MSC od 7 dawcow zwigkszyt si¢ procent CD4+CD45R0+ na MNC, z jednym dawca WJ-MSC
procent nie ulegl zmianie, z WJ-MSC od 6 dawcow procent zmniejszyt si¢. Limfocyty Tc
naiwne (ryc. 28) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od potowy dawcow zwickszyt si¢ procent
CD8+CD45RA+ na MNC. Limfocyty Tc pamigci (ryc. 30) —w wyniku kohodowli z WJ-MSC
od potowy dawcoéw zmniejszyt si¢ procent CD4+CD45RO+ na MNC lub pozostat bez zmian.
Limfocyty T regulatorowe (ryc. 31) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszo$ci dawcow
zmniejszyt si¢ procent komorek CD4+CD25+CD127lowFoxp3+. Limfocyty Thl (ryc. 32) —w
wyniku kohodowli z WJ-MSC u potowy dawcoéw zwigkszyt si¢ procent komorek Thl,
zalezno$ci nie zaobserwowano W kohodowli z liniami ALS393, ALS439, ALS613, ALS414,
ALS487. Limfocyty Th2 (ryc. 33) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC u wszystkich dawcow
zwigkszyt si¢ dos¢ znacznie procent komorek Th2. Limfocyty Thl7 (ryc. 34) — w wyniku
kohodowli z WJ-MSC u wigkszosci dawcow zwiekszyt sie procent komorek Th17 z wyjatkiem
kohodowli z ALS393, ALS439, ALS613, ALS558, gdzie procent Th17 zmniejszy? sie.
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Ryc. 21. Ocena odsetka limfocytow T (CD3+) pod wplywem kohodowli z komoérkami WJ-MSC
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Ryc. 22. Ocena odsetka limfocytéw B (CD19+) pod wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 23. Ocena odsetka komérek NK (CD4-CD16+CD56+) pod wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 24. Ocena odsetka komoérek NKT (CD4+CD16+CD56+) pod wplywem kohodowli z komérkami
WJ-MSC
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Ryc. 25. Ocena odsetka komérek Th (CD3+CD4+) pod wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 26. Ocena odsetka komérek Tc (CD3+CD8+) pod wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 27. Ocena odsetka komérek Th naiwnych (CD4+CD45RA+) pod wplywem kohodowli z komérkami
WJ-MSC
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Ryc. 28. Ocena odsetka komorek Tc naiwnych (CD8+CD45RA+) pod wpltywem kohodowli z komérkami
WJ-MSC
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Ryc. 29. Ocena odsetka komorek Th pamieci (CD4+CD45RO+) pod wptywem kohodowli z komérkami WJ-
MSC
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Ryc. 30. Ocena odsetka komérek Tc pami¢ci (CD8+CD45RO+) pod wpltywem kohodowli z komorkami WJ-
MSC
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Ryc. 31. Ocena odsetka komérek T regulatorowych (CD4+CD25+CD127lowFoxp3) pod wplywem
kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 32. Ocena odsetka komérek Th1 (CD4+CD183+) pod wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 33. Ocena odsetka komérek Th2 (CD4+CD194+CD196-) pod wplywem kohodowli z komérkami
WJ-MSC
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Ryc. 34. Ocena odsetka komoérek Th17 (CD4+CD194+CD196+) pod wplywem kohodowli z komérkami WJ-
MSC

o Dynamika zmian markeréw aktywacii limfocytow (CD25/CD69)

Parakrynne zdolno$ci immunomodulujagce komorek WIJ-MSC sprawdzono na
podstawie dynamiki zmian markerow CD25 oraz CD69 na zaktywowanych limfocytach
umieszczonych na insercie. Wczesna aktywacja na limfocytach Th (ryc. 35) — w wyniku
kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci dawcow procent Th CD69+CD25- zmniejszyt sie, tylko
z WJ-MSC dawcy ALS628 nieznacznie si¢ zwigkszyl. Whasciwa aktywacja na limfocytach Th
(ryc. 36) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszo$ci dawcow procent Th CD25+CD69+
zwigkszyt sie, oprocz kohodowli z WJ-MSC linii ALS393, ALS558, ALS366, ALS432,
ALS410, ALS414. Pozna aktywacja na limfocytach Th (ryc. 37) —w wyniku kohodowli z WJ-
MSC od wigkszosci dawcow procent Th CD69-CD25+ zwickszyt sie, z wyjatkiem kohodowli
z liniami ALS613, ALS558, ALS502, ALS633. Limfocyty Th nieaktywowane (ryc. 38) — w
wyniku kohodowli z WJ-MSC wigkszo$ci dawcow zwigkszyt sie procent komorek Th
nieaktywowanych, wyciszenie aktywacji przez WJ-MSC. Wczesna aktywacja na limfocytach
Tc (ryc. 39) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszo$ci dawcow procent Tc
CD69+CD25- zmniejszyt si¢, z wyjatkiem linii ALS366. Wtasciwa aktywacja na limfocytach
Tc (ryc. 40) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci dawcow procent Tc
CD69+CD25+ zwigkszyt sie, z wyjatkiem linii ALS558, ALS366, ALS397, ALS432. P6zna
aktywacja na limfocytach Tc (ryc. 41) — w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wigkszos$ci
dawcoéw procent Tc CD69-CD25+ zwigkszyt sie, a w przypadku linii ALS558, ALS366,
ALS397 i ALS432 zaobserwowano spadek. Limfocyty Tc nieaktywowane (ryc. 42) —w wyniku
kohodowli z WJ-MSC od wigkszosci dawcow zwiekszyl sie procent komorek Tc
nieaktywowanych, wyciszenie aktywacji przez WJ-MSC, z wyjatkiem ALS393, ALS439,
ALS613, ALS628.
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Ryc. 35. Ocena odsetka komoérek dla aktywacji wczesnej na

wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 36. Ocena odsetka komoérek dla aktywacji wlasciwej na

wplywem kohodowli z komorkami WJ-MSC
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Ryc. 37. Ocena odsetka komoérek dla aktywacji p6Znej na

wplywem kohodowli z komorkami WJ-MSC
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Ryc. 38. Ocena odsetka komérek nieaktywowanych na limfocytach Th (CD4+CD69-CD25-) pod wplywem
kohodowli z koméorkami WJ-MSC
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Ryc. 39. Ocena odsetka komorek dla aktywacji wczesnej na limfocytach Tc (CD8+CD69+CD25-) pod
wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 40. Ocena odsetka komorek dla aktywacji wlasciwej na limfocytach Tc (CD8+CD69+CD25+) pod
wplywem kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 41. Ocena odsetka komorek dla aktywacji péznej na limfocytach Tc (CD8+CD69-CD25+) pod wplywem
kohodowli z komérkami WJ-MSC
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Ryc. 42. Ocena odsetka komoérek nieaktywowanych na limfocytach Tc (CD8+CD69-CD25-) pod wplywem
kohodowli z komérkami WJ-MSC

Zmiany w ekspansji i fenotypie komorek MNC w kohodowli z WJ-MSC $wiadcza
0 immunomodulacji komérek MSC. Wicksze/mniejsze zdolno$ci immunomodulacyjne sg

powigzane ze zmienno$cig biologiczng dawcow MSC.

4.3. Klasteryzacja banku produktéw WJ-MSC

Klasteryzacja miata na celu wykorzystanie danych wygenerowanych na etapie
szczegdblowej charakterystyki banku WJ-MSC do nienadzorowanego podziatu produktow
komorkowych na podstawie ich biologicznych wiasciwosci i aktywnos$ci. Przygotowana
| zastosowana procedura statystyczna obejmowata dwa etapy. W pierwszym etapie
przeprowadzono nienadzorowany podzial na klastry. Kolejnym etapem byto wyznaczenie
krytycznych parametrow, na podstawie ktorych nastgpowata predykcja i przydzielenie
analizowanych linii do poszczegdlnych klastrow. W pierwszym kroku czg¢$¢ danych zostata
przetworzona. Dla danych dotyczacych fenotypu MNC (w do$wiadczeniach opartych na
kohodowli) oraz ich liczby i zywotno$ci wartosci zmienne (parametroéw) wyznaczono zgodnie

Ze wzorem:

D4 KOHODOWLA — D4 KONTROLA
Do
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natomiast w przypadku, gdy nie bylo dostepnej wartosci DO, wyznaczana byta rdznica

pomie¢dzy warunkami kohodowli a hodowlg kontrolng (MNC).

43.1. Etap | klasteryzacji produktow komoérkowych WJ-MSC

W celu okreslenia klastrow terapeutycznych dla podziatu komérek banku WJ-MSC
zastosowano hierarchiczng analize skupien (metoda ‘complete’), ktorej wynik zilustrowano na

rycinie 43.
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X

Ryc. 43. Hierarchiczna analiza skupien dla linii WJ-MSC

Wykazata ona, Ze na podstawie uzyskanych danych przeprowadzona nienadzorowana
klasteryzacja umozliwia podziat linii komérkowych/produktow na trzy klastry. Pod uwage
wzigto parametry otrzymane przy rozszerzonej charakterystyce komorek WIJ-MSC, ktore
pogrupowano nastepujaco:

a) nieklasyczny fenotyp WJ-MSC sprawdzajacy poziom markerow CD119(INF-y), CD120b
(TNF-a)), CD274, CD273, CD200, CD72, CD39, HO-1,

b) kohodowla — immunofenotyp MNC,;

c) kohodowla — liczba/zywotnos¢ MNC;

d) procent komérek WI-MSC tworzacych kolonie — CFU;

e) ocena ekspresji 12 genow z panelu oceniajgcego bezpieczenstwo;
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f) profil wydzielniczy (sekretom) komoérek WJ-MSC, m.in. HGF, IGF, BDNF, VEGF-A,
RANTES, MCP-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, FGF-2, TGF-3-1/2/3.
W celu sprawdzenia otrzymanego podziatu zastosowano analize sktadowych gléwnych

(ryc. 44).
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Ryc. 44. Analiza skladowa linii WJ-MSC

Dane wejSciowe do tego etapu przetworzono na macierz, ktorej kolumny byly
kolejnymi zmiennymi (parametrami), natomiast w wierszach byly proby (linie komorkowe WJ-
MSC). Z macierzy tej wyznaczono macierz dystanséw. Wynikiem tego etapu byto
przyporzadkowanie kazdej z prob do jednego z 3 klastrow (podzialu prob na 3 subpopulacje),

ktore zostaty uzyte w kolejnym etapie.

4.3.2. Etap Il klasteryzacji produktow komérkowych WJ-MSC

Tak jak w etapie pierwszym parametry zostaly potaczone w macierz o takich samych
wymiarach. Kazda proba zostata przyporzadkowana do jednego z trzech klastrow. Efektem
koncowym tego etapu byt zestaw parametrow, ktore najlepiej przydzielaly proby do
okreslonego klastra. Przy zastosowaniu algorytmu Boruta w celu znalezienia istotnych

parametrow [44], algorytm ten zostal uzyty z klasyfikatorem laséw losowych dla znalezienia
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waznosci kazdego parametru. W tym celu algorytm wyliczyt miar¢ istotno$ci parametréw na

podstawie wspotczynnikow btedu klasyfikacji kazdego parametru (ryc. 45).
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Ryc. 45. Istotno$¢ parametréw linii WJ-MSC wedlug algorytmu Boruta

Po wytypowaniu istotnych parametrow, aby zweryfikowa¢ otrzymane wyniki,
zastosowano drugi algorytm do szukania istotnych parametrow — DALEX (ryc. 46) [45]. Zostat
on uzyty podobnie jak w przypadku algorytmu Boruta — wraz z klasyfikatorem lasow losowych.
Wytypowanie parametrow wykonano za pomocg miary istotnosci parametrOw opartej na

funkcji straty tzw. entropii krzyzowe;.
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Ryc. 46. Istotno$¢ parametrow linii WJ-MSC wedlug algorytmu DALEX
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Tylko parametry, ktore okazaty si¢ istotne w obu algorytmach, wzigto do dalszych
analiz, w ktorych sprawdzono istotnos¢ korelacji pomiedzy wytypowanymi parametrami.
Kolejny krok to wytaczenie ze zbioru tych parametrow istotnych, ktére byty ze sobg mocno
skorelowane. W ten sposob podniesiono efektywnos$¢ procedury klasyfikacji i zmniejszono
ztozono$¢ modelu. Bazujac tylko na wytypowanych parametrach, sprawdzono, czy
zastosowanie hierarchicznej analizy skupien potwierdzi ten sam podziat na klastry, ktory
otrzymano na poczatku eksperymentu przy uzyciu wszystkich parametrow. Efektywnos¢
parametréw sprawdzono W procesie klasyfikacji, do ktorego uzyto klasyfikatora ensemble [46],
bedacego zlozeniem 3 klasyfikatorow: metody wektorow nos$nych, lasow losowych oraz
partycjonowania rekurencyjnego. Dla kazdej linii komorkowej wzigto pod uwage tylko
wyselekcjonowane parametry:

e odsetek HO-1 na komorkach WJ-MSC;

e poziom ekspresji POU5F1 (OCT3/4) dla komorek WJ-MSC,;

e zmiang odsetka komoérek Th pod wptywem kohodowli z WJ-MSC;

e zmiang odsetka komorek dla aktywacji wczesnej (CD69+CD25-) na komoérkach Th pod
wplywem kohodowli z WJ-MSC;

e zmiang odsetka komoérek Th (naiwnych);

jako zbior wejsciowy dla klasyfikatora w celu predykcji, czy dana linia WJ-MSC nalezy do

jednego z trzech wytypowanych wcze$niej klastrow (ryc. 47).

HO-1 | POUSF1 Th.[%]

104 1007 I ‘ 0.104 | $
5 0.754 0.054

Th.CDE9+[%] ] Th.naiwne.[%]

value

Ryc. 47. Klasyfikacja linii WJ-MSC na podstawie istotnych 5 parametréw. Parametry: odsetek HO-1 na
komorkach WJ-MSC; poziom ekspresji POU5F1 (OCT3/4) dla komérek WJ-MSC; zmiana odsetka komérek Th
pod wptywem kohodowli z WJ-MSC; zmiana odsetka komoérek dla aktywacji wezesnej (CD69+CD25-) na
komorkach Th pod wptywem kohodowli z WJ-MSC; zmiana odsetka komorek Th (naiwnych)
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Podsumowujac, wszystkie zebrane wyniki dla rozszerzonej charakterystyki banku
produktow MSC od 14 réznych dawcow/linii wniosly 58 réznych czynnikow, na ktorych
podstawie za pomocg metod statystycznych wykonano klasteryzacj¢ nienadzorowana, ktorej
wynikiem byl podzial wszystkich linii na 3 klastry. Wynikiem koncowym tego etapu bylo
podanie prawdopodobienstwa przynalezenia linii komérkowej do danego klastra na podstawie

5 predyktorow. Ostatecznie wytypowano i scharakteryzowano 3 klastry:

KLASTER 1 (proregeneracyjny)

Charakteryzuje si¢ rownoczesnie wysokim parametrem dla POUSF1 eksprymowanym
przez komorki WJ-MSC, niskim odsetkiem Th na komoérkach MNC w te$cie kohodowli,
parametrem wysokim dodatnim obecno$ci komorek 0 fenotypie Th naiwne dla komorek MNC
w tescie kohodowli oraz najnizszym spadkiem odsetka markera CD69+CD25- na komoérkach

Th dla MNC w tescie kohodowli.

KLASTER 2 (nadaktywny)
Charakteryzuje sie niskim parametrem dla markera HO-1 na komoérkach WJ-MSC,

ujemnym parametrem dla parametru opartego na fenotypie Th naiwnym dla komérek MNC

w tescie kohodowli.

KLASTER 3 (antystresowy)
Charakteryzuje si¢ wysokim parametrem dla markera HO-1 na komoérkach WJ-MSC,

niskim parametrem dla POUSF1 eksprymowanym przez komorki WJ-MSC oraz wysokim

parametrem Th na komorkach MNC w tescie kohodowli.

Przynaleznos¢ danego produktu linii WJ-MSC przedstawia tabela 5. Linie WJ-MSC

przyporzadkowano wedtug wyznaczonych pigciu parametrow.
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Tabela 5. Klasteryzacja charakteryzowanych linii WJ-MSC

Linia Pra\-/vqopodo-

wa- |19 th |pousk1| TN ™ KLASTER biestwo
MSC 1 naiwne |CD69+CD25- przynaleznoSci

do klastra

ALS366| 10,1 0,06 | 1,12 0,30 -10,6 1 0,98
ALS393| 2,9 | 0,06 0,50 -0,15 =175 2 0,54
ALS397| 3,5 | 0,04 1,40 0,08 -5,2 1 1
ALS410| 16,6 | 0,11 0,55 0,11 -27,3 3 0,76
ALS414| 3,4 | 0,09 1 0,17 -9,2 1 1
ALS432| 6,1 (0,04 0,88 0,31 —1,4 1 1
ALS439| 2 |0,05 0,77 -0,35 -17,8 2 0,6
ALS487| 3,7 | 0,06 1,33 0,24 -5,2 1 1
ALS502| 17 | 0,1 0,66 0,09 -12 3 0,75
ALS558|13,8|0,12| 0,69 —0,22 -1,59 3 0,9
ALS613| 3,9 |0,23 1 —0,28 -13 1 0,84
ALS628| 3,6 | 0,2 1,14 0,19 0,59 1 0,99
ALS633|11,4|0,09 0,7 0,16 -17,3 3 0,63
ALS634| 6,5 |0,06| 0,84 0,19 -2,8 1 1
4.4, Badanie kliniczne

Badanie kliniczne pod akronimem ALSTEM to badanie fazy I/1l, jednoramienne,
niezaslepione, oceniajagce bezpieczenstwo podania BPL opartego na mezenchymalnych
komorkach stromalnych wyizolowanych z galarety Whartona (WJ-MSC) do ptynu moézgowo-
rdzeniowego dla 20 pacjentéw z rozpoznaniem stwardnienia zanikowego bocznego. Badany
produkt leczniczy nie jest dopuszczony do stosowania w Unii Europejskiej ani w innych
krajach. PBKM uzyskal wymagane przez regulatorow zgody oraz opinie niezbedne do
formalnego rozpoczecia badania klinicznego, tj. zgode Urzedu Rejestracji Produktow
Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktow Biobodjczych (URPL). URPL wydat decyzje
dotyczaca pozwolenia na prowadzenie badania klinicznego pt. Ocena wplywu komorek
macierzystych galarety Whartona (WJMSCs) na uklad immunologiczny pacjentow
z rozpoznaniem stwardnienia bocznego zanikowego (ALS) — decyzja nr UR/DBL/D.158/20.
Badanie prowadzono w osrodku wytonionym poprzez przetarg — w JST Sp. z 0.0. Z siedzibg
w Czestochowie. Projekt byt realizowany na podstawie pozwolenia na prowadzenie badan
klinicznych o unikatowym numerze EudraCT: 2018-004171-12.
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44.1. Pacjenci ze stwardnieniem zanikowym bocznym w badaniu klinicznym
ALSTEM

Wizyte 1, kwalifikacyjng, odbylo 26 pacjentow, do etapu wizyty 4 (pierwsze podanie
BPL) zakwalifikowano 20 pacjentow. Po pierwszym podaniu BPL z uczestnictwa w dalszych
procedurach zrezygnowatl jeden pacjent. Ostateczna grupa pacjentow W badaniu Klinicznym
ALSTEM to 19 o0s6b i dla tej grupy przedstawiono wyniki oraz ich statystyke. Podstawowe
informacje dotyczace grupy pacjentow, ktorzy przeszli wszystkie wymagane procedury i odbyli
siedem wizyt oraz mieli zdiagnozowang posta¢ ALS opuszkowg lub konczynows, a takze
wyrazili $wiadoma zgod¢ na uczestnictwo w badaniu klinicznym ALSTEM, zawarto w tabeli

ponizej (tabela 6).

Tabela 6. Zestawienie pacjentow badania klinicznego ALSTEM, ktorzy otrzymali BPL

Unikatowy numer Rozpoznanie Wiek Ple¢
pacjenta ALS (podczas wizyty 1)

ALSTEM 01 002 konczynowa 48 kobieta
ALSTEM 01 004 opuszkowa 48 kobieta
ALSTEM_01 005 konczynowa 71 mezczyzna
ALSTEM_01 006 konczynowa 60 mezczyzna
ALSTEM_01 007 koniczynowa 58 mezczyzna
ALSTEM_01 008 konczynowa 58 mezczyzna
ALSTEM 01 009 opuszkowa 69 kobieta
ALSTEM_01 010 opuszkowa 52 kobieta
ALSTEM_01 011 koniczynowa 77 mezczyzna
ALSTEM 01 012 opuszkowa 60 kobieta
ALSTEM_01 013 konczynowa 58 mezczyzna
ALSTEM 01 014 opuszkowa 66 kobieta
ALSTEM_01 016 konczynowa 62 mezczyzna
ALSTEM_01 018 konczynowa 45 kobieta
ALSTEM_01 019 konczynowa 75 kobieta
ALSTEM_01 022 konczynowa 61 mezczyzna
ALSTEM_01 023 opuszkowa 64 mezczyzna
ALSTEM_01 025 opuszkowa 41 kobieta
ALSTEM_01 026 opuszkowa 66 kobieta

Skala ALSFRS-R uwazana jest za zloty standard stosowany do pomiaru postgpu
choroby ALS, a takze odpowiedzi na nowe leki i terapie. W przypadku badania klinicznego
ALSTEM pomiar skali ALSFRS-R odbywat si¢ na kazdej wizycie 1-7, a w trakcie wizyt 4-6

nawet dwukrotnie, przed podaniem i po podaniu BPL. Aby mdc wykorzysta¢ catg informacje
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zawartg W punktacji w okresie przed podaniem BPL i po podaniach oraz okresli¢ efektywno$é

leczenia, postuzono si¢ teorig zwigzang z regresja liniowa dla szeregéw czasowych. Dla kazdej

zmiennej (wizyty 1-7) zostal wyliczony wspotczynnik trendu w przedziale czasowym.

Wspotczynnik trendu mowi 0 zmiennej wartosci W jednostce czasu (miesigc). Wspotczynnik

trendu skali ALSFRS-R wyodrebnit trzy grupy, ktore opisano nastgpujaco:

o RESPONDER - warto$¢ wspotczynnika ALSFRS-R > 0, wskazuje pozytywny wpltyw
leczenia;

o [NUJWE — wartos¢ wspotczynnika ALSFRS-R = 0, wskazuje neutralny wplyw leczenia;

o _ —wartos¢ wspotezynnika ALSFRS-R <0, wskazuje brak odpowiedzi

na leczenie.

Podzial pacjentdéw na podstawie wspotczynnika trendu skali ALSFRS-R zawarto

w tabeli 7.

Tabela 7. Podzial pacjentow na grupy ze wzgledu na odpowiedz terapeutyczna na podstawie
wspotczynnika trendu skali ALSFR-S. Grupa responder — wspotczynnik > 0; grupa non-responder —

wspotczynnik < 0; grupa null — wspotczynnik = 0

Unikatowy numer pacjenta Wspolcezynnik trendu Grupa
ALSFRS-R

ALSTEM 01 002 -0,9 non-responder
ALSTEM_01 004 2,4 responder
ALSTEM 01 005 2,4 responder
ALSTEM_01_006 15 responder
ALSTEM_01_007 -0,3 non-responder
ALSTEM_01 008 0,5 responder
ALSTEM_01 009 0,0 null
ALSTEM_01 010 0,2 responder
ALSTEM 01 011 -1,1 non-responder
ALSTEM_01 012 -2,3 non-responder
ALSTEM_01 013 -1,2 non-responder
ALSTEM_01 014 -2,1 non-responder
ALSTEM_01 016 0,0 null
ALSTEM_01 018 0,0 null
ALSTEM _01 019 0,1 responder
ALSTEM_01 022 0,3 responder
ALSTEM_ 01 023 —2,0 non-responder
ALSTEM_01 025 0,0 null
ALSTEM _01 026 0,3 responder
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Wedtug wspotczynnika trendu skali ALSFRS-R, ktory bierze pod uwage wartosci
punktacji skali ze wszystkich przedzialdéw czasowych podczas wizyt 1-7, wyrdzniono
8 pacjentow, ktorzy zareagowali na terapi¢ komorkami WJ-MSC w sposéb pozytywny (grupa
responder, kolor zielony), 7 pacjentow, ktorzy nie wykazali reakcji (non-respoder, kolor

czerwony) oraz 4 pacjentow z reakcja neutralng (null) (ryc. 48).
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Ryc. 48. Wspélczynnik trendu skali ALSFRS-R dla pacjentéw w badaniu klinicznym ALSTEM. Grupa
responder — wspotczynnik skali ALSFRS-R > 0 (kolor zielony); grupa non-responder — wspotczynnik skali
ALSFRS-R < 0 (kolor czerwony); grupa null — wspétczynnik skali ALSFRS-R =0

Dalsze wyniki wraz ze statystyka zostaly przedstawione z uwzglednieniem podziatu na
grupy responder, _, , biorace pod uwage odpowiedz na terapi¢ komorkows.

Wsrod grupy 19 pacjentdéw mozna wyr6zni€ 8 z postacig opuszkowa oraz 11 pacjentow
majacych posta¢ ALS konczynowa. W grupie responder 3 pacjentow miato posta¢ opuszkowa,
a 5 konczynowa. Bez odpowiedzi na terapi¢ byto 3 pacjentéw z postacig opuszkowq oraz 4 z
konczynowa (ryc. 49 [A]). W badaniu uczestniczyto 10 kobiet i9 mgzczyzn. W grupie
responder na terapi¢ odpowiedziaty 4 kobiety | 4 mezczyzn. Grupa non-responder obejmowata

3 kobiety oraz 4 m¢zczyzn. W grupie null byty 3 kobiety i 1 m¢zczyzna (ryc. 49 [B]).
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Ryc. 49. Podzial pacjentéw ze wzgledu na [A] typ ALS (posta¢ opuszkowa lub konczynowa) oraz
[B] wiek pacjentow w badaniu klinicznym ALSTEM. Podzial uwzglednia rozdzial na grupe

responder (kolor zielony), grupe non-responder (kolor czerwony) i grupe null (kolor niebieski)
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Ryc. 50. Wiek pacjentow w badaniu klinicznym ALSTEM, ktérzy otrzymali BPL. Podziat uwzglednia

rozdziat na grupe¢ responder (kolor zielony), grupe non-responder (kolor czerwony) i grupe null (kolor niebieski)

Srednia wieku pacjentéw we wszystkich grupach byla zblizona i wynosita ok. 60 lat.
Najmtodszy pacjent mial 41 lat, a najstarszy 77. Wywiad dotyczacy wieku zebrano podczas
wizyty 1 (ryc. 50). Nie zaobserwowano istotnej zaleznos$ci zwigzanej z wiekiem wsrod

odpowiedzi na terapi¢ komdrkowa BPL.
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Ryc. 51. Punktacja skali ECAS w badaniu klinicznym ALSTEM. Podzial uwzglednia rozdzial na grupy
terapeutyczne: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n
= 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: Srednia + SD dla poszczegdlnej grupy terapeutycznej

z wizyty 1. Brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)

Skala ECAS ocenia przesiewowo rozne obszary funkcjonowania poznawczego, takie
jak pamig¢, mowa czy funkcje wzrokowo-przestrzenne. Skala ta réwniez nie wykazata

istotnych zmian wérdéd wyodrebnionych grup pacjentow, jak i czasem obserwacji (ryc. 51).

4.4.2. Rozklad podstawowych parametrow zyciowych podczas obserwacji pacjentow

W okresie obserwacji nie odnotowano statystycznie istotnych zmian w parametrach
zyciowych, takich jak ci$nienie tetnicze (skurczowe i rozkurczowe) czy tetno migedzy grupami
pacjentow, jak rowniez migdzy wizytami. Dla pacjentow w badaniu klinicznym ALSTEM
pomiar cisnienia krwi nie wykazal istotnych statystycznie zmian w przypadku cisnienia
skurczowego (ryc. 52 [A]) i rozkurczowego (ryc. 53 [A]) migedzy grupami pacjentéw a ich
poszczegodlnymi wizytami. Na przestrzeni wszystkich 7 wizyt srednio skurczowe ci$nienie Krwi
wynosito dla grupy responder 136 + 15,5 mmHg, non-responder: 138 + 14,8 mmHg, null: 134
+ 11,1 mmHg (ryc. 52 [B]), a rozkurczowe odpowiednio 90 + 13,3 mmHg, 95 + 9,5 mmHg i
86 + 8,7 mmHg. Cisnienie rozkurczowe dla grupy non-responder byto istotnie wyzsze niz W

grupie null (p <0,01) (ryc. 53 [B]).
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Ryc. 52. Wartosci skurczowe ci$nienia krwi dla pacjentéw w badaniu klinicznym ALSTEM. [A] Srednie
wartosci skurczowego cisnienia krwi [mmHg] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci
skurczowego ci$nienia krwi [mmHg] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder,
n=7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7).

Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia + SD; brak istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05)
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Ryc. 53. Warto$ci rozkurczowe ci$nienia krwi dla pacjentow w badaniu klinicznym ALSTEM. [A] Srednie
warto$ci rozkurczowego cisnienia krwi [mmHg] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci
rozkurczowego ci$nienia krwi [mmHg] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder,
n=7 (kolor czerwony), grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7).

Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD; **p < 0,01
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Tetno pacjentow ALSTEM nie wykazalo istotnych réznic pod wzgledem odpowiedzi
na terapi¢ (ryc. 54 [A]), a ich $redni pomiar to: grupa responder: 76 + 15 uderzen/min, grupa

non-responder: 76 = 13 uderzen/min, grupa null: 74 + 14 uderzen/min (ryc. 54 [B]).

A B Tetno
ALSTEM_01

150

Tetno
ALSTEM_01

=

=3

=3
1

]
(=]
1

3
2
uderzen/min
) oo be o
TEE e
]
.o 2d **
4o
e
- -

uderzer/min

N “ L] L] o © A
Wizyta

Ryc. 54. Wartosci tetna dla pacjentéw w badaniu klinicznym ALSTEM. [A] Srednie wartosci tetna
[uderzen/min] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: Srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci tetna [uderzen/min] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)
podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD; brak istotnych

statystycznie roznic (p > 0,05)

W przypadku grupy osob niereagujacych na produkt leczniczy (non-responder)
odnotowano istotng statystycznie roznice W czestosci oddechow, gdzie liczba oddechow na
minut¢ wzrastata miedzy wizyta 1 (14 + 1) a wizyta 4 (15 £ 1) (p <0,05) oraz wizyta 5 (16 + 1)
(p < 0,01), wizyta 6 (16 = 1) (p < 0,01) i wizyta 7 (16 £ 1) (p < 0,01). Podczas wizyty 7
dodatkowo czgstos¢ oddechow byta rowniez wyzsza w grupie responder (16 + 1) w poréwnaniu
z grupa null (15 + 1) (p < 0,05) (ryc. 55 [A]). Srednia czestosé oddechow dla wszystkich grup
wynosita 15 + 1 (ryc. 55 [B]). W zakresie wynikéw ze spirometrii stwierdzono wzrost
wskaznika FEV1/FVC w grupie null (97 + 2) w poréwnaniu z grupg non-responder (96 £ 1) (p
< 0,05) podczas pomiaru w czasie wizyty 7, przy jednoczesnym braku zmian wskaznika miedzy
grupami pacjentdw czy pozostalymi wizytami (ryc. 56 [A]). Wyzsza $rednia FEV1/FVC
odnotowano w grupie null (0,93 £ 0,12) w poréownaniu z grupa non-responder (0,8 + 0,18) (p
< 0,01). W grupie responder $redni wskaznik FEV1/FVC wyniost 0,87 + 0,12 (ryc. 56 [B]).
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Ryc. 55. Czesto$¢ oddechéw mierzona na minute dla pacjentow w badaniu klinicznym ALSTEM.
[A] Srednie warto$ci czestosci oddechéw na minute w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; *p < 0,05, **p < 0,01. [B] Srednie warto$ci czgstosci oddechéw na minute
w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n =
4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia +
SD; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 56. Wynik spirometrii dla pacjentéw w badaniu klinicznym ALSTEM. [A] Srednie wartosci spirometrii
(wskaznik FEV1/FVC) w grupach: grupa responder, h = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD dla
poszczegdlnych wizyt; *p < 0,05. [B] Srednie warto$ci spirometrii (wskaznik FEV1/FVC) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartos$ci przedstawiaja: $rednia + SD; ** p < 0,01
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Pomiary saturacji nie wykazaly istotnych zmian miedzy grupami pacjentdw oraz
czasem obserwacji (ryc. 57 [A]). W tym przypadku $rednia saturacja utrzymywata si¢ na
poziomie 95,7 + 1,7% w grupie responder, 96,7 + 1,5% w grupie non-responder i 96,4 + 2,2%
w grupie null, gdzie wynik okazat si¢ istotny statystycznie miedzy grupg responder a non-
responder (p < 0,05) (ryc. 57 [B]).
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Ryc. 57. Wartosci saturacji dla pacjentéw w badaniu klinicznym ALSTEM. [A] Srednie wartosci saturacji
[%] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null,
n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja: §rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak
istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci saturacji [%] w grupach: grupa responder, n = 8
(kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania

klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia + SD; * p < 0,05

Sita mig$ni byla mierzona na podstawie skali MRC, dla ktorej im wigksza punktacja,
tym wigksza sita mig$ni. W badaniu ALSTEM podczas wizyty 4 zaobserwowano wyzszy
parametr oceniajacy site miesniowa w grupie null (157 £ 13) w poréwnaniu z grupa non-
responder (104 + 38) (p < 0,05) (ryc. 58 [A]). Najnizsza sumaryczna punktacja ze wszystkich
pomiarow wystgpita w grupie non-responder (104 + 38), a najwyzsza w grupie null (158 + 14),
w przypadku grupy responder wyniosta 117 + 34. Dla grupy null odnotowano istotnie wiekszg
sumarycznie punktacje dla skali MRC w poréwnaniu z grupami responder (p < 0,0001) i non-
responder (p < 0,0001) (ryc. 58 [B]).
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Ryc. 58. Sumaryczna punktacja skali MRC dla pomiaru sity mi¢$niowej pacjentow w badaniu klinicznym
ALSTEM. [A] Srednie warto$ci punktacji MRC w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci punktacji MRC w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia + SD; **** p < 0,0001

4.4.3. Rozklad parametréow biochemicznych krwi podczas obserwacji pacjentow
ALSTEM

W czasie obserwacji parametréw biochemicznych we krwi obwodowej nie stwierdzono
istotnych statystycznie roznic dotyczacych zmian W stgzeniu mocznika (ryc. 59 [A]) i kwasu
moczowego (ryc. 60 [A]) w trakcie poszczegdlnych wizyt. Nie zaobserwowano istotnych
roznic dla srednich warto$ci wsrod grup W czasie catego okresu obserwacji stezenia mocznika
we krwi, ktore dla grupy responder wyniosto 33,1 + 8,4 mmol/l, dla grupy non-responder:
34 + 9,1 mmol/l, dla grupy null: 33,3 + 11,9 mmol/I (ryc. 59 [B]).

W przypadku pacjentow ALSTEM S$rednie stg¢zenie kwasu moczowego w ciggu
wszystkich wizyt byto najnizsze w grupie null: 3,7 + 0,7 mg/dl, kolejno w grupie responder:
4,8 = 1,4 mg/dl i grupie non-responder: 4,6 + 1,4 mg/dl. Nizsze stezenie kwasu moczowego
w grupie null bylo istotne statystycznie w porownaniu z grupami responder (p < 0,0001) i non-
responder (p < 0,0001) (ryc. 60 [B]).
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Ryc. 59. Warto$¢ mocznika we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie
warto$ci mocznika [mmol/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, h = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartos$ci przedstawiajg: $rednia £ SD dla
poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci mocznika [mmol/I]
w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4

(kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: §rednia + SD;
*p<0,05
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Ryc. 60. Wartos¢ kwasu moczowego w krwi obwodowej pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie warto$ci kwasu moczowego [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegodlnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartoéci kwasu
moczowego [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci
przedstawiaja: Srednia + SD; **** p < 0,0001
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Wsréd wynikow pomiaru kreatyniny zaobserwowano zmiany po podaniu BPL. Zmiana
widoczna jest dla grupy responder i non-responder od wizyty 4(2.1) po podaniu pierwszej
dawki produktu do wizyty 7. W grupie responder stezenie kreatyniny (0,7 = 0,05 mg/dl) we
krwi obnizylo si¢ nastepnego dnia po podaniu pierwszej dawki produktu komorkowego WJ-
MSC w poréownaniu z wynikiem we krwi pobranej po podaniu BPL (0,97 + 0,4 mg/dl) (p <
0,05). W grupie responder rowniez podczas wszystkich trzech pobran w czasie wizyty 6
(podanie 3 — ostatniej dawki BPL) oraz wizyty 7 (kontrolna — bez podania BPL) poziom
kreatyniny byl nizszy niz wynik uzyskany na wizycie 4(2.1), czyli 0,97 = 0,4 mg/dl. W grupie
pacjentdow non-responder zaobserwowano najwyzszy poziom kreatyniny po pierwszym
podaniu BPL —wizyta 4(2.1) (0,95 + 0,3 mg/dl), ktory nastgpnie obnizyt si¢ na wizycie 7 (0,65
+ 0,05) (p < 0,01) (ryc. 61 [A]). Jesli jednak spojrzymy na ogdlny $redni poziom kreatyniny
wsrdd grup, to brak jest istotnych roznic | pomiary wygladaja nastepujaco: w grupie responder:
0,75+ 0,15 mg/dl, grupie non-responder: 0,74 + 0,15 mg/dl i grupie null: 0,7 = 0,13 mg/dI (ryc.
61 [B]).
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Ryc. 61. Warto$¢ kreatyniny we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie
wartosci kreatyniny [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =7
(kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD dla
poszczegblnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie wartosci kreatyniny [mg/dl] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)
podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD; brak istotnych

statystycznie roéznic (p > 0,05)
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Nie zaobserwowano zmian w zawartosci albuminy (ryc. 62 [A]), CRP (ryc. 63 [A])
czy aktywno$ci ALT (ryc. 64 [A]), AST (ryc. 65 [A]), GGTP (ryc. 66 [A]) czy kinazy
kreatynowej (ryc. 67 [A]) w osoczu krwi przez caty okres obserwacji, zarbwno mi¢dzy trzema
grupami pacjentow, jak i migdzy pojedynczymi wizytami. Statystyka dla zebranych wynikow
Z catego okresu obserwacji W obrgbie grup charakteryzujacych odpowiedz na terapi¢ nie
wykazata istotnych roznic dla poziomu albuminy (responder: 4,44 + 0,32 mg/dl, non-
responder: 4,44 + 0,35 mg/dl, null: 4,33 + 0,25 mg/dl) (ryc. 62 [B]) ani ALT (responder: 30,32
+ 22,51 1U/l, non-responder: 30,58 + 14,67 IU/I, null: 31,98 + 12,84 [U/l) (ryc. 64 [B]).
Parametr CRP byl wyzszy w grupie non-responder (2,23 + 1,8 mg/dl) w poréwnaniu z grupa
responder (1,38 + 1,44 mg/dl) (p < 0,05), a w grupie null byt na poziomie 1,28 + 1,11 mg/dl
(ryc. 63 [B]). Enzym watrobowy AST byl podwyzszony w grupie null (32,48 + 8,84 1U/I)
W poréwnaniu z grupami responder (27,17 + 11,14 1U/I) (p < 0,05) i non-responder (27,53 +
13,11 1U/l) (p < 0,05) (ryc. 65 [B]). Wyzszg aktywno$¢ gamma-glutamylotranspeptydazy
(GGTP) zaobserwowano w grupie non-responder (36,5 + 39,16 mg/dl) w poréwnaniu z grupa
responder (24,21 + 9,87 mg/dl) (p < 0,01). W grupie null warto$¢ wyniosta 30,37 + 26,13
mg/dl (ryc. 66 [B]). Wykazano réwniez podwyzszony poziom kinazy kreatynowej W grupie
null (323 + 232 1U/l) w poréwnaniu z pozostatymi obiema grupami, czyli grupa responder
(231 + 187 1U/) (p < 0,01) i grupg non-responder (189 + 127 1U/1) (p < 0,0001) (ryc. 67 [B]).
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Ryc. 62. Warto$¢ albuminy we krwi obwodowej pacjentow badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie
wartosci albuminy [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia £ SD dla
poszczegblnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci kreatyniny [mg/dl]
w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4
(kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartos$ci przedstawiaja: srednia £+ SD;

brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 63. Warto§¢ CRP we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
CRP [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: §rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci CRP [mg/dI] w grupach: grupa responder, n =
8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania

klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD; * p < 0,05
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Ryc. 64. Warto§é ALT we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
ALT [IU/1] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia = SD dla poszczegodlnych wizyt; brak
istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci ALT [IU/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania
klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiajg: rednia + SD; brak istotnych statystycznie roznic
(p > 0,05)
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Ryc. 65. Wartosé AST we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
AST [IU/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia = SD dla poszczego6lnych wizyt; brak
istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci AST [IU/1] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania

klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD; * p < 0,05
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Ryc. 66. Warto$§¢ GGTP we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
GGTP [mg/dI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia + SD dla poszczegolnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci GGTP [mg/dl] w grupach: grupa responder,
n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas

badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia = SD; ** p < 0,01
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Ryc. 67. Warto$¢ kinazy kreatynowej we krwi obwodowej pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci kinazy kreatynowej [IU/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczeg6lnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci kinazy
kreatynowej [IU/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci

przedstawiaja: §rednia + SD; ** p < 0,01 , **** p < 0,0001
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Poziom biatka catkowitego W osoczu obnizyt si¢ W grupie null zarowno miesiac po
pierwszym podaniu (6,98 + 0,38 mg/dl), jak i po trzecim podaniu WJ-MSC (6,98 = 0,06 mg/dl)
w poréwnaniu z wynikiem z wizyty 1 — kwalifikacyjnej (7,75 = 0,23 mg/dl) (p < 0,05) (ryc. 68
[A]). Srednie wyniki ze wszystkich wizyt wykazaty najnizsza warto$¢ w grupie non-responder
(7,1 £ 0,6 mg/dl) w poréwnaniu z grupami responder (7,3 + 0,3 mg/dl) i non-responder (7,1 +
0,6 mg/dl) (p <0,05) (ryc. 68 [B]).
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Ryc. 68. Warto$¢ bialka calkowitego we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci biatka catkowitego [mg/dI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegodlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci biatka catkowitego [mg/dl] w grupach:
grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor
niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartoSci przedstawiaja: $rednia + SD;
*p<0,05

Wptyw terapii WJ-MSC na morfologiczny parametr biatych krwinek (WBC) nie wigzal
si¢ z istotnymi zmianami migedzy grupami czy czasem obserwacji (ryc. 69 [A][B]).
W przypadku zmiany liczby czerwonych krwinek (RBC) we krwi istotno$¢ odnotowano
jedynie w grupie pacjentow non-responder, gdzie parametr ten zmniejszyt si¢ pomiedzy wizyta
1 (4,89 £ 0,37 min/ul) a wizytg 4(2.1) (4,17 = 0,29 min/ul) (p < 0,05), wizytg 1 (4,89 + 0,37
mlin/pl) a wizyta 5(2.1) (4,21 = 0,33 mln/ul) (p < 0,05) oraz wizyta 1 (4,89 £ 0,37 mln/ul)
a wizytg 6(2.1) (4,09 + 0,37 mIn/ul) (p < 0,01). Parametr ten zmniejszyt si¢ rowniez w grupie
non-responder podczas trwania terapii pomi¢dzy wizyta 3 (4,92 + 0,48 mIn/ul) a wizyta 4(2.1)
(4,17 £ 0,29 mln/ul) (p < 0,05), wizyta 3 (4,92 + 0,48 mln/pul) a wizyta 5(2.1) (4,21 + 0,33
mlin/pl) (p <0,05) oraz wizyta 3 (4,92 £ 0,48 mln/ul) a wizyta 6(2.1) (4,09 + 0,37 mIn/ul) (p <
0,01) (ryc. 70 [A]). Najnizszy poziom RBC ze wszystkich pomiaréw W obr¢bie danej grupy
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odnotowano w grupie null (4,2 = 0,6 min/ul) w poréwnaniu z grupami responder (4,5 + 0,5
min/ul) (p < 0,01) oraz non-responder (4,2 + 0,6 mln/ul) (p < 0,0001) (ryc. 70 [B]).
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Ryc. 69. Warto$¢ WBC we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
WBC [10%/ul] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci WBC [10%/ul] w grupach: grupa responder,
n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n =4 (kolor niebieski) podczas
badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: Srednia £ SD; brak istotnych
statystycznie ro6znic (p > 0,05)
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Ryc. 70. Warto$¢ RBC we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
RBC [10%/ul] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegolnych wizyt;
* p < 0,05, ** p<0,01. [B] Srednie wartosci RBC [10%ul] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony);
grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego
(wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD; ** p < 0,01, **** p < 0,0001
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Istotne zmiany poziomu hemoglobiny (HGB) we krwi widoczne sg W grupie non-
responder, gdzie parametr ten zmniejszal si¢ pomi¢dzy wizyta 1 (15,49 + 1,58 g/dl) a wizyta
6(2.1) (12,79 + 1,22 g/dl) (p < 0,05), wizyta 3 (15,63 = 1,70 g/dl) a wizyta 5(2.1) (13,07 £ 1,08
g/dl) (p <0,05) oraz wizyta 3 (15,63 + 1,70 g/dl) a wizyta 6(2.1) (12,79 + 1,22 g/dl) (p < 0,05)
(ryc. 71 [A]). Sredni najnizszy parametr HGB z pomiaréw podczas calej obserwacji
odnotowano w grupie null (12,8+2,5 g/dL) w poréwnaniu z grupami responder (13,7 + 1,5 g/dl)
(p <0,01) i non-responder (14,5 + 1,6 g/dl) (p < 0,0001). Istotno$¢ wyniku wykazano rowniez
dla grupy non-responder i responder (p < 0,01) (ryc. 71 [B]).
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Ryc. 71. Warto§¢ HGB we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie warto$ci
HGB [g/dI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n =4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja: Srednia = SD dla poszczegdlnych wizyt; * p <
0,05. [B] Srednie wartosci HGB [g/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n
=7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane

warto$ci przedstawiaja: srednia £ SD; ** p < 0,01, **** p <0,0001
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Poziom hematokrytu (HCT) po trzecim podaniu BPL podczas wizyty 6 (38,3 +4%) byt
nizszy W poréwnaniu zZ wizytg 1 (45,9 + 4%) oraz wizyta 3 (46,35 + 4,79%) w grupie non-
responder (p < 0,05), ale wzrost w przypadku grupy responder na wizycie 7 (42,86 + 3%)
w poréwnaniu z wynikiem na wizycie 5(2.1) (37,06 = 3,26%) po podaniu BPL (p < 0,05) (ryc.
72 [A]). Poziom hemoglobiny odzwierciedlit si¢ rowniez W §rednich pomiarach ze wszystkich
wizyt wsérod grup. Najnizszy procent wykazano w grupie null (38,6 + 6,8%) w poréwnaniu z
grupami responder (41 + 3,8%) (p < 0,01) i non-responder (43,6 = 4,5%) (p < 0,0001). Istotnie
Wwyzszy parametr zaobserwowano rowniez W grupie non-responder w poréwnaniu Z grupa

responder (p < 0,001) (ryc. 72 [A]).
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Ryc. 72. Warto§¢ HCT we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
HCT [%] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia = SD dla poszczegdlnych wizyt;
* p < 0,05. [B] Srednie wartosci HCT [%] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder,
n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7).

Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD; ** p < 0,01 , *** p < 0,001, **** p <0,0001
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Zmiany w liczbie ptytek (PLT) krwi zaobserwowano miedzy grupami na wizycie 5,
miesigc po pierwszym podaniu BPL. Grupa responder charakteryzowata si¢ mniejszg liczbg
PLT (244,88 + 50,97 tys./ul) w poréwnaniu z grupa null (413,55 + 212,96 tys./ul) (p < 0,05),
gdzie tendencja ta utrzymywata si¢ do konca obserwacji. Dodatkowo W prébkach pobranych
podczas wizyt 6(1), 6(2.1) oraz 7 podobny trend obserwowano miedzy grupg non-responder
anull (p < 0,05) (ryc. 73 [A]). Srednie wyniki ze wszystkich wizyt wykazaly najwicksza
warto$¢ W grupie null (424 + 207 tys./ul) w poréwnaniu z grupami responder (247 + 65 tys./ul)
I non-responder (264 + 54 tys./ul) (p <0,0001) (ryc. 73 [B]).
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Ryc. 73. Warto$é PLT we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
PLT [10%/ul] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: Srednia + SD dla poszczegodlnych wizyt;
*p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie wartoéci PLT [10%/ul] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony);
grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego

(wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia = SD; **** p < 0,0001
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Pomimo opisanych powyzej widocznych zmian w liczbie ptytek pomig¢dzy grupami
pacjentow — inne parametry krwi wskazujgce na krzepliwos¢, takie jak APTT (ryc. 74 [A]),
czas protrombinowy (ryc. 75 [A]) czy INR (ryc. 76 [A]) nie zmienily si¢ istotnie W okresie
pojedynczych wizyt. Istotno$ci odnotowano wérod wynikéw srednich zebranych ze wszystkich
wizyt. Czas kaolinowo-kefalinowy (APTT) byt najnizszy w grupie non-responder (27,7 + 2,6
sekundy) w odniesieniu do grup responder (30,2 + 3,8 sekundy) (p < 0,05) i null (31+4,7
sekundy) (p < 0,01) (ryc. 74 [B]). W przypadku czasu protrombinowego wyzszg warto$¢
odnotowano w grupie null (11,88 + 1,4 sekundy) w poréwnaniu z grupa non-responder (11 +
0,49 sekundy) (p < 0,01). W grupie responder wyniost 11,42 + 1,08 sekundy (ryc. 75 [B]).

Migdzynarodowy wspotczynnik znormalizowany (INR) oparty na pomiarze czasu
protrombionowego byt rowniez wyzszy w grupie null (1,06 + 0,14) w odniesieniu do grupy
non-responder (0,98 + 0,05) (p < 0,01). W grupie responder wyniost 1 £ 0,1 (ryc. 76 [B]).
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Ryc. 74. Warto§¢ APTT dla krwi obwodowej pacjentoéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
APTT [sekunda] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegolnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie warto$ci APTT [sekunda] w grupach: grupa responder,
n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas

badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia + SD; * p < 0,05, ** p < 0,01
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Ryc. 75. Warto$¢ czasu protrombinowego dla krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci czasu protrombinowego [sekunda] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n =7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartoéci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci czasu
protrombinowego [sekunda] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci
przedstawiaja: srednia + SD; ** p < 0,01

A B
INR
ALSTEM_01
*%
1.5 I
INR . .
ALSTEM_01 ‘ ]
1.5
1.04 =g é.:
« " "
1.0 =
[-4
Z 0.5
0.5
0.0 0.0 T T T
L Vv Y Ny N 'Y 4 N
v:\t‘ . S & o(‘bq’ I {\0\
izy!
& '&gq
0(\

Ryc. 76. Warto$é INR dla krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
INR w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null,
n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartoéci przedstawiaja: $rednia = SD dla poszczegdlnych wizyt; brak
istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci INR w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania

klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD; ** p < 0,01
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Oceniajgc zawartos¢ elektrolitow we krwi pacjentéw z ALS, mozna zauwazy¢, ze
najbardziej znaczace zmiany widoczne sg W stezeniu chlorkow oraz magnezu. Istotne zmiany
w zawartosci chlorkow we krwi zaobserwowano W grupie pacjentow non-responder, gdzie
parametr ten wzrést po trzecim podaniu podczas wizyty 6(2.1) (108,11 £+ 1,82 mmol/l)
W poréwnaniu z wynikiem w probce pobranej podczas wizyty 1 (104,97 = 1,69 mmol/l)
(p <0,05) i wizyty 3 (104,3 = 1 mmol/l) (p < 0,01). Natomiast stgzenie chlorkow W probce
z wizyty 6 (104,51 + 2,19 mmol/l) pobranej w momencie przyjecia byta nizsza W poréwnaniu
z okresem po podaniu pierwszej dawki (108,83 + 1,8 mmol/l) (p < 0,05). Zawarto$¢ chlorkéw
W probce krwi pobranej podczas wizyty 4 (105,4 £ 1 mmol) byla wyzsza w poréwnaniu
z wynikiem z wizyty 3 (104,3 + 1 mmol/l) (p < 0,05), a na wizycie 7 (104,57 + 2,89 mmol/l)
wynik byt nizszy w poroéwnaniu z wynikiem z probki krwi pobranej po trzecim podaniu BPL
(109 £ 1,81 mmol/l) (p < 0,05). W grupie responder poziom chlorkéw po zakonczeniu terapii
WJ-MSC w probee krwi z wizyty 7 (103,09 + 5,14 mmol/l) byt nizszy w porownaniu z probka
przed podaniami BPL, pobrang na wizycie 4 (105,59 + 2,14 mmol/l) (p < 0,05) (ryc. 77 [A]).
Statystyka pomiarow z catego czasu obserwacji wykazata najnizsza wartos¢ dla grupy null
(104,6 = 2,5 mmol/l) w poréwnaniu z wynikami dla grupy responder (105,8 + 3,3 mmol/l) (p <
0,05) i non-responder (106 + 2,5 mmol/l) (p < 0,05) (ryc. 77 [B]).
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Ryc. 77. Warto$é chlorkéw we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie
wartosci chlorkow [mmol/l] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia £ SD dla
poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie warto$ci chlorkéw [mmol/l] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD; * p < 0,05
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Zmiany poziomu magnezu we krwi pacjentow stwierdzono jedynie W grupie pacjentow
non-responder, gdzie zaobserwowano obnizenie poziomu juz po pierwszym podaniu PBL (2 +
0,15 mg/dl) w poréwnaniu z 0znaczeniem podczas wizyty 1 (2,67 = 0,16 mg/dl) (p < 0,05).
Tendencja spadkowa poziomu magnezu jeszcze bardziej uwidocznita si¢ po trzecim podaniu
BPL (2,2 = 0,13 mg/dl) w poréwnaniu z wizyta 1 (2,67 = 0,16 mg/dl) (p < 0,01). Stezenie
magnezu we Krwi po trzecim podaniu BPL (1,96 + 0,08 mg/dl) bylo réwniez nizsze w
porownaniu zZ wizytg 3 (2,28 = 0,14 mg/dl) (p <0,01). Po pierwszym podaniu BPL stezenie
magnezu (2 + 0,15 mg/dl) we krwi byto tez nizsze w poréwnaniu z wizyta 3 (2,28 + 0,14 mg/dl)
(p < 0,05). Poziom magnezu u pacjentow non-responder po ostatnim podaniu produktu
komorkowego (1,96 + 0,08 mg/dl) byl nizszy w poréwnaniu z wynikiem po pierwszym podaniu
(2 = 0,15 mg/dl) (p < 0,05), podczas gdy poziom elektrolitu oznaczony na wizycie 7 (2,24 +
0,15 mg/dl) wykazal wzrost w poro6wnaniu z wizyts, na ktorej podano ostatniag dawke BPL
(1,96 + 0,08 mg/dl) (p < 0,05) (ryc. 78 [A]). Nie zaobserwowano istotnych réznic dla §rednich
pomiarow ze wszystkich wizyt dla grup responder (2,11 + 0,14 mg/dl), non-responder (2,15 +
0,17 mg/dl) oraz null (2,09 + 0,21 mg/dl) (ryc. 78 [B]).

Magnez
ALSTEM_01

Magnez 3.0
ALSTEM_01

ok

2.5

1 *%

mg/dL
8o
B

2.0+

g ase
1.5 T T
N a
& &
R R
& (\,@
S

Ryc. 78. Warto§¢ magnezu we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie
warto$ci magnezu [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiajg: $rednia £ SD dla
poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie wartosci magnezu [mg/dl] w grupach: grupa responder,
n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas
badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD; brak istotnych

statystycznie roznic (p > 0,05)
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Wyniki stezenia pozostatych elektrolitow: sodu, potasu oraz fosforu sa nastepujace. We
krwi pacjentow uczestniczacych w badaniu klinicznym ALSTEM w przypadku poziomu sodu
zmiany zaobserwowano mi¢dzy grupa responder a grupg null podczas wizyty 5 po podaniu
BPL oraz w przypadku poziomu potasu podczas wizyty 6 w momencie przyjecia. Stezenie sodu
podczas wizyty 5 po podaniu BPL bylo wyzsze w grupie responder (142 =2 mmol/l) w
poréwnaniu z grupa null (138 + 1,3 mmol/l) (p < 0,01) (ryc. 79 [A]). Srednie pomiary ze
wszystkich wizyt wykazaty najnizszy poziom sodu we krwi w grupie null (139,8 + 2,2 mmol/l)
W poréwnaniu z grupami responder (141,6 += 1,7 mmol/l) (p < 0,0001) i non-responder (141 +
1,7 mmol/l) (p < 0,001) (ryc. 79 [B]). Stgzenie potasu we krwi W momencie przyjecia podczas
wizyty 6 bylo najwyzsze W grupie pacjentow null (4,49 + 0,32 mmol/l) i istotne statystycznie
W poréwnaniu z grupg responder (4,12 = 0,2 mmol/l) (p < 0,05) (ryc. 80 [A]). Sredni wynik
przeprowadzonych pomiaro6w potasu we krwi W czasie catej obserwacji byt wyzszy w grupie
non-responder (4,4 = 0,3 mmol/l) w poréwnaniu ze §rednim wynikiem w grupie responder (4,2
+ 0,3 mmol/l) (p < 0,001). W grupie null $rednia wartos¢ wynosita (4,3 = 0,5 mmol/l) (ryc. 80
[B]). Stezenie fosforu we krwi pacjentow non-responder (3,33 + 0,45 mg/dl) byto nizsze niz w
grupie responder (3,9 + 0,39 mg/dl) podczas wizyty 6 w przypadku probki pobranej po podaniu
produktu komorkowego (p < 0,05) (ryc. 81 [A]). Nie odnotowano istotnych roéznic wérod
$rednich oznaczen ze wszystkich wizyt. Stezenie fosforu we krwi dla grup bylo zblizone i
wyniosto dla grupy responder 3,7 £ 0,4 mg/dl, non-responder: 3,6 = 0,4 mg/dl i null: 3,6 = 0,3
mg/dl (ryc. 81 [B]).

A B

Soéd
ALSTEM_01

%k Xk X Xk
Sod 150
ALSTEM_01 |
o s =
©
E = ==

Ryc. 79. Wartos$é sodu we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
sodu [mmol/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
* p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie wartoéci sodu [mmol/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony);
grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego

wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: Srednia + ; <0, , <0,
izyty 1-7). P Sci przed iaja: srednia = SD; *** p < 0,001, **** p < 0,0001
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Ryc. 80. Warto$¢ potasu we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie warto$ci
potasu [mmol/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
* p < 0,05. [B] Srednie wartosci potasu [mmol/I] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7).

Prezentowane wartos$ci przedstawiaja: $rednia + SD; *** p < 0,001
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Ryc. 81. Warto$¢ fosforu we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
fosforu [mg/dI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
* p < 0,05. [B] Srednie wartosci fosforu [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7).

Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD; brak istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05)
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4.4.4. Rozklad subpopulacji leukocytow we krwi obwodowej podczas obserwacji

grup pacjentow ALSTEM

Analiza cytometryczna komorek krwi obwodowej pacjentow z ALS poddanych terapii
produktem komorkowych opartym na komorkach WJ-MSC w grupach (responder, non-
responder, null) dla poszczegélnych wizyt nie wykazata statystycznie istotnej rdznicy
dotyczacej zawartosci populacji limfocytow T (ryc. 82 [A]), limfocytow B (ryc. 83 [A]),
komorek Th (ryc. 84 [A]), komérek Tc (ryc. 85 [A]), komorek Th2 (ryc. 86 [A]), monocytow
(ryc. 87 [A]), limfocytéw Th pamigci (ryc. 88 [A]), limfocytow Tc naiwnych (ryc. 89 [A]) oraz
limfocytow Tc pamigci (ryc. 90 [A]). Réwniez brak istotnej statystycznie roznicy dla profilu
aktywacji na komorkach Th (ryc. 91 [A]) oraz Tc (ryc. 92 [A]) dla aktywacji p6znej (CD69-
CD25+). W przypadku przedstawienia $rednich wynikow z catego badania klinicznego dla
poszczegblnych grup — procent:

o limfocytow T (ryc. 82 [B]) nie wykazat istotnych statystycznie réznic wsrdéd grup —
w grupie responder wynik to 64,6 + 7,9%, w non-responder: 65,4+13,3%, a w null:
60,5 = 10%;

e limfocytow B (ryc. 83 [B]) byt istotnie nizszy (p < 0,05) w grupie non-responder
(7,7+2,7%) w porownaniu z grupa null (9,7 £ 4,8%), a w grupie responder wynidst
8,6 = 3,9%);

e limfocytow Th (ryc. 84 [B]) byl nizszy w grupie responder (58,5 + 15,3%) w poréwnaniu
z grupg null (66,8 + 7,1%) (p < 0,01), a w grupie non-responder wyniost 62,5 + 9,6%;

e limfocytow Tc (ryc. 85 [B]) byt najnizszy w grupie null (23,7 + 6,1%) w zestawieniu
z grupami responder (33,4 + 13%) (p <0,0001) oraz non-responder (31 +10,5%) (p < 0,01);

e komorek Th2 (ryc. 86 [B]) byt bez istotnych statystycznie roznic w grupach responder
(19,8 + 8,4%), non-responder (18,8 + 7,8%) i null (19,4 + 5,3%);

e monocytow (ryc. 87 [B]) zaobserwowano nizszy W grupie non-responder (18,4 +9,7%)
w zestawieniu z grupa null (23,2 +8,4%) (p < 0,05), a w grupie responder warto$¢ byta
réwna 20,6 + 8,2%:

e limfocytow Th pamigci (ryc. 88 [B]) wyniost w grupie responder 52,3 + 19%, w non-
responder: 56,7 + 14,1%, a w null: 51,4 + 6,2%);

e limfocytow Tc naiwnych (ryc. 89 [B]) byt wyzszy w grupie non-responder (49,9 + 19,2%)
w porownaniu z grupa null (40,3 + 14,8%) (p < 0,05), a w grupie responder wynik wynidst
43,2 + 18,4%);
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e limfocytow Tc pamieci (ryc. 90 [B]) odnotowano nizszy W grupie non-responder
(29,5 + 16,8%) w pordéwnaniu z grupa null (41,1 + 13,9%) (p < 0,001), a w grupie responder
$redni wynik wynidst 34,2 + 14,9%;

e aktywacji p6znej na limfocytach Th (ryc. 91 [B]) nie wykazat istotnych statystycznie zmian
wsrod grup — wynik dla grupy responder wyniost 9,9 + 3,8%, dla non-responder: 10,4 + 5%
adlanull: 10,5 + 3,3%j;

e aktywacji poznej na limfocytach Tc (ryc. 92 [B]) nie wykazat istotnych statystycznie zmian
w grupach — w responder byt rowny 12,4 + 13,8%, w non-responder: 10 + 9,3% a w null:

12 + 8,8%.
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Ryc. 82. Warto$¢ procentowa limfocytéw T we krwi obwodowej pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci procentowe limfocytow T (CD3+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n =7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia = SD dla poszczegélnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci
procentowe limfocytow T (CD3+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =7
(kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane

wartosci przedstawiaja: $rednia £ SD; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 83. Warto$¢ procentowa limfocytéw B we krwi obwodowej pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci procentowe limfocytow B (CD19+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegolnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci
procentowe limfocytéw B (CD19+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =
7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane

warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD; * p < 0,05
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Ryc. 84. Wartos$¢ procentowa limfocytéw T pomocniczych (Th) we krwi obwodowej pacjentéw badania
klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartoéci procentowe limfocytow Th (CD3+CD4+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski).
Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia + SD dla poszczegolnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic
(p > 0,05). [B] Srednie warto$ci procentowe limfocytow Th (CD3+CD4+) w grupach: grupa responder, n = 8
(kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania

klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartoséci przedstawiaja: srednia + SD; ** p < 0,01
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Ryc. 85. Wartos¢ procentowa limfocytow T cytotoksycznych (Tc) we krwi obwodowej pacjentow badania
klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe limfocytow Tc (CD3+CD8+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski).
Prezentowane wartosci przedstawiaja: §rednia = SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie rdéznic
(p > 0,05). [B] Srednie warto$ci procentowe limfocytow Tc (CD3+CD8+) w grupach: grupa responder, n = 8
(kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania

klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia = SD; ** p < 0,01, **** p < 0,0001

A B Th2
ALSTEM_01
Limfocyty Th2 50
50 ALSTEM_01
T 40
40+ —_
e 30
S0+ S ek
~ £ 204 b IS
E20- = “3fi-
H
10 10 b3 ]
0- 0 T T T
AR T S S AN & &S
Wizyta QO Q°
& &
&
00

Ryc. 86. Wartos$¢ procentowa limfocytow Th2 w krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci procentowe limfocytow Th2 (CD3+CD4+CD194+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartos$ci
przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegdInych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie
wartosci procentowe limfocytow Th2 (CD3+CD4+CD194+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony);
grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n =4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego

(wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: Srednia + SD; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 87. Wartos$¢ procentowa monocytéw we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie warto$ci procentowe monocytow (CD45+CD14+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony);
grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci
przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegolnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie
warto$ci procentowe (CD45+CD14+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n
=7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane

wartos$ci przedstawiaja: Srednia = SD; * p < 0,05
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Ryc. 88. Wartos¢ procentowa limfocytéw Th pamieci we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego
ALSTEM. [A] Srednie wartoéci procentowe limfocytow Th pamieci (CD3+CD4+CD45RO+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski).
Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia = SD dla poszczegolnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic
(p > 0,05). [B] Srednie wartosci procentowe limfocytow Th pamigci (CD3+CD4+CD45RO+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)
podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia + SD; brak istotnych

statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 89. Warto$¢ procentowa limfocytéw Tc naiwnych we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego
ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe limfocytow Tc naiwnych (CD3+CD8+CD45RA+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski).
Prezentowane wartosci przedstawiaja: Srednia = SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie rdéznic
(p > 0,05). [B] Srednie wartosci procentowe limfocytow Tc naiwnych (CD3+CD8+CD45RA+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia + SD; * p < 0,05
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Ryc. 90. Warto$¢é procentowa limfocytow Tc pamieci we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego
ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe limfocytow Tc pamieci (CD3+CD8+CD45RO+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski).
Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic
(p > 0,05). [B] Srednie warto$ci procentowe limfocytow Tc pamieci (CD3+CD8+CD45R0O+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: §rednia = SD; *** p < 0,001
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Ryc. 91. Warto$¢ procentowa aktywacji poznej na limfocytach Th we krwi obwodowej pacjentéw badania
klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe aktywacji pdznej na limfocytach Th (CD4+CD69-
CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja: §rednia £ SD dla poszczegdlnych wizyt; brak
istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci procentowe aktywaciji poznej na limfocytach Th
(CD4+CD69-CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci

przedstawiaja: $rednia + SD; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05)
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Ryc. 92. Warto$¢ procentowa aktywacji péznej na limfocytach Tc we krwi obwodowej pacjentéw badania
klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe aktywacji poznej na limfocytach Tc (CD8+CD69-
CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiajg: §rednia = SD dla poszczegdlnych wizyt; brak
istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartoéci procentowe aktywacji poznej na limfocytach Tc
(CD8+CD69-CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartos$ci

przedstawiaja: $rednia + SD; brak istotnych statystycznie rdznic (p > 0,05)
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Procent komorek NK (ryc. 93 [A]) we krwi obwodowej zmienit si¢ pomigdzy grupami
responder, non-responder oraz null dopiero w materiale pobranym podczas wizyty 7, czyli
miesigc po ostatnim, trzecim podaniu BPL. Procent komoérek NK byl nizszy w grupie non-
responder (13,33 & 3,71%) w poroéwnaniu Z grupg responder (20,14 +5,1%) (p < 0,5). W grupie
pacjentow null (21,68 £ 5,04%) parametr ten rowniez byt wyzszy W poréwnaniu Z grupa non-
responder (13,33 + 3,71%) (p < 0,05). Brak istotnych zmian w procencie komorek w trakcie
trwania obserwacji. Srednia warto$é procentowa komoérek NK (ryc. 93 [B]) ze wszystkich
wizyt objetych badaniem klinicznym byla wyzsza w grupie responder (19,3 £ 7%) w

poréwnaniu Z grupa non-responder (16 + 8%) (p < 0,05), a w grupie null wynosita 18,2 + 6,6%.
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Ryc. 93. Warto$¢ procentowa komorek NK we krwi obwodowej pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci procentowe komorek NK (CD3-CD56+CD16+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci
przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegdInych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci procentowe komorek NK
(CD3-CD56+CD16+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n=7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci

przedstawiaja: srednia = SD; * p < 0,05

Zmiany w zawarto$ci procentowej limfocytow T regulatorowych (ryc. 94 [A])
zaobserwowano we krwi grupy pacjentow non-responder. W trakcie terapii komoérkowej
zawartos$¢ limfocytow Treg statystycznie stale spadata w poréwnaniu z poczatkowa wizyta 1 —
z wyjatkiem wizyty 2 oraz wizyty 5. Procent Treg w grupie non-responder podczas wizyty 3
byt nizszy (0,32 + 0,18%) w pordéwnaniu z wizytg 1 (1,3 + 0,89%) (p < 0,05). Tendencja do

zmniejszania procentu Treg utrzymywata si¢ podczas wizyty 4 — przed podaniem BPL
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(0,33 +£0,48 %) (p < 0,05), po podaniu BPL (0,19 + 0,28%) (p < 0,01), a takze podczas wizyty
6 — przed podaniem BPL (0,27 + 0,37%) (p < 0,01), po podaniu BPL (0,25 + 0,26%) (p < 0,05)
oraz podczas wizyty 7 (0,29 + 0,15%) (p < 0,05) w poréwnaniu z wizytg 1, kwalifikacyjng (1,3
+ 0,89%). Nie wystgpily istotne zmiany wsérod usrednionych wynikow komorek Treg ze
wszystkich wizyt sktadajacych si¢ na badanie kliniczne ALSTEM (ryc. 94 [B]) — procent
komorek Treg w grupie responder wyniost 0,6 + 0,8, w non-responder: 0,5 + 0,5, aw null: 0,4
+0,5.
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Ryc. 94. Warto$¢ procentowa limfocytow T regulatorowych (Treg) we krwi obwodowej pacjentow badania
klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe komérek Treg (CD3+CD4+CD25+CD127""Foxp3+)
w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n =
4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia = SD dla poszczegodlnych wizyt; * p < 0,05, **
p < 0,01. [B] Srednie wartoci procentowe komérek Treg (CD3+CD4+CD25+CD127°“Foxp3+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)
podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia = SD; brak istotnych

statystycznie r6znic (p > 0,05)

Procent komoérek Thl (ryc. 95 [A]) byt istotnie wyzszy (11,68 + 9,52%) we krwi
pacjentow z grupy null podczas wizyty 4(1) przed podaniem BPL w poréwnaniu z grupa
pacjentow responder (2,46 + 1,31%) (p < 0,05). Usredniony procent komorek Th1 wsrdd grup
(ryc. 95 [B]) wyniost w grupie responder 2,7 &+ 2,9, non-responder: 2,8 + 3,4, a null: 4 + 5,7.
Zmiany w ilosci procentowe]j limfocytow Th17 (ryc. 96 [A]) stwierdzono pomiedzy grupg
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responder a grupa non-responder we krwi pobranej podczas wizyty 1, wizyty 4(2), wizyty 5(1)
I wizyty 5(2), przy istotnosci p < 0,05. Podczas wizyty 1 analiza cytometryczna wykazata
wyzszy procent wsrdod grupy non-responder (24,33 + 7,3%) w poréwnaniu Z grupg responder
(13,07 £ 6,12%) (p < 0,05). Tendencja ta powtorzyta si¢ podczas wizyty 4, we krwi pobrane;j
po podaniu BPL (p < 0,05), oraz wizyty 5, we krwi pobranej zarowno przed, jak i po podaniu
BPL (p < 0,05). Zestawienie wynikéw ze wszystkich wizyt dla parametru Th17 (ryc. 96 [B])
wskazato najwyzsza warto$¢ w grupie non-responder (26,1 + 10,2%) w poréwnaniu z grupami
responder (16,3 + 6,9%) (p < 0,0001) oraz null (21,9 = 6%) (p < 0,05). Istotno$¢ (p < 0,01)
wykazano réwniez przy nizszym wyniku w grupie responder (16,3 + 6,9%) w poréwnaniu z

grupg null (21,9 + 6%).
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Ryc. 95. Warto$¢ procentowa limfocytow Th1 we krwi obwodowej pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie warto$ci procentowe limfocytow Th1 (CD3+CD4+CD183+CD194-) w grupach: grupa responder, n =
8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane
warto$ci przedstawiaja: $rednia = SD dla poszczegodlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie warto$ci procentowe
limfocytow Thl (CD3+CD4+CD183+CD194-) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7).

Prezentowane warto$ci przedstawiajg: rednia + SD; brak istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05)
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Ryc. 96. Warto$¢ procentowa limfocytow Th17 we krwi obwodowej pacjentéw badania klinicznego
ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe limfocytow Th17 (CD3+CD4+CD196+) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski).
Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie warto$ci
procentowe limfocytow Th17 (CD3+CD4+CD196+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty
1-7). Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia = SD; * p < 0,05, ** p < 0,01, ***%p <0,0001

Zmiany w procencie CD4+HLA-DR+ (ryc. 97 [A]) obserwowano gtdéwnie W grupie
non-responder po trzecim podaniu PBL (wizyta 6(2)) (15,95 =+ 6,32%) w porownaniu Z wizytg 1
(3,37 + 3,45%) (p < 0,001) i wizyta 4 przed podaniem (3,97 + 1,88%) (p < 0,001) i po podaniu
PBL (5,19 + 1,89%) (p < 0,01). Usredniony wynik miedzy grupami czasteczki HLA-DR na
limfocytach Th (ryc. 97 [B]) z catego okresu badania klinicznego wykazatl jej najwyzszy
procent w grupie responder (11,3 & 6,9%) w poroéwnaniu z grupami non-responder (7,8 £+ 5,6%)
(p < 0,01) oraz null (7,6 + 3,3%) (p < 0,01). Pod koniec obserwacji (wizyta 7) procent
CD8+HLA-DR (ryc. 98 [A]) we krwi w grupie non-responder (11,69 + 5,86%) byt istotnie
nizszy W porownaniu zZ grupg responder (23,26 + 11,23%) (p < 0,05). Odnotowano wyzszy
procent czasteczki HLA-DR na limfocytach Tc (ryc. 98 [B]) wsrod zestawienia ze wszystkich
wynikow dla grupy responder (17,6 £ 11%) w pordéwnaniu z grupg non-responder
(10,1 + 7,7%) (p < 0,0001), a dla grupy null wynik wyniost 14 + 6,7%.
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Ryc. 97. Warto$¢ procentowa markera HLA-DR+ na limfocytach Th we krwi obwodowej pacjentow badania
klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartoci procentowe markera HLA-DR+ na limfocytach Th (CD4+HLA-DR+)
w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4
(kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia = SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001. [B] Srednie wartosci procentowe markera HLA-DR+ na limfocytach Th (CD4+HLA-DR+) w
grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n =4
(kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD;
**p<0,01
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Ryc. 98. Wartos¢ procentowa markera HLA-DR+ na limfocytach Tc we krwi obwodowej pacjentow
badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartoéci procentowe markera HLA-DR+ na limfocytach Tc
(CD8+HLA-DR+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia £ SD dla
poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie warto$ci procentowe markera HLA-DR+ na
limfocytach Tc (CD8+HLA-DR+) w grupach: grupa responder n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =7
(kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane
wartosci przedstawiaja: §rednia + SD; **** p < 0,0001
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Procent komorek o profilu CD4+CD69-CD25- (limfocyty Th nieaktywowane) (ryc. 100
[A]) we krwi po drugim podaniu PBL — wizyta 5(2) (79,93 + 8,18%) zmniejszyt si¢ W grupie
non-responder w poréwnaniu zZ wczesniejszg Wizyta, wizytg 2 (90,77 + 3,67%) (p < 0,05). Nie
zaobserwowano istotnych zmian mi¢dzy grupami w czasie wizyt 1-7 (ryc. 100 [B]), gdzie
procent dla grupy responder wynidst 86,5 + 5,4%, non-responder: 86 + 6,3% i null: 86,3+5,2%.
Procent CD4+CD69+CD25- (aktywacja wczesna na limfocytach Th) (ryc. 101 [A]) w grupie
non-responder po drugim podaniu BPL we krwi byl istotnie wyzszy (7,16 +5,9%) w
poréwnaniu z pomiarem z wizyty 1 (0,55 + 0,52%) (p < 0,001), wizyty 2 (0,67 + 0,38%) (p <
0,001), wizyty 4(1) (1,2 + 1,2%) (p < 0,001), wizyty 4(2) (1,29 + 0,54%) (p <0,05), a takze
wizyty 5(1) (1,834 0,77%) (p <0,001). Po trzecim podaniu PBL (6,58 =+ 3,27%) procent wzrost
istotnie w poréwnaniu z wynikami z wizyty 1 (0,55=+0,52%) (p<0,001), wizyty 2
(0,67 +0,38%) (p < 0,01), a takze wizyty 4 — w momencie przyjecia (1,2 +1,2%) (p < 0,01),
jak i po podaniu (1,29 + 0,54%) (p < 0,01) oraz wizyty 5 — przed podaniem BPL (1,83 = 0,77%)
(p < 0,05). Poziom CD4+CD69+CD25- w momencie hospitalizacji podczas wizyty 6 (1,77 +
1%) byt nizszy w poréwnaniu z pomiarem w czasie wizyty 5(2) (7,16 + 5,9%) po drugim
podaniu BPL (p < 0,01) i nizszy W poroéwnaniu z Wizyta 6(2) (6,58 + 3,27%) (p < 0,05) dla
grupy non-responder. Procent CD4+CD69+CD25- w grupie non-responder w czasie wizyty 7
(1,06 = 0,51%), konczacej obserwacje, byt nizszy W poréwnaniu z wizytg 6(2) (6,58 + 3,27%)
(p < 0,01). Srednia aktywacja wczesna na limfocytach Th wéréd grup w czasie catego badania
Klinicznego (ryc. 101 [B]) byta na poziomie 2,5 + 3,8% dla grupy responder, 2,5 + 3,2% dla
grupy non-responder i 2,4 + 3% dla grupy null. Procent CD4+CD69+CD25+ (aktywacja
wlasciwa na limfocytach Th) (ryc. 99 [A]) zmienial si¢ trakcie trwania badania klinicznego w
grupie non-responder. Zwigkszy? si¢ na wizycie 5 — po drugim podaniu BPL (2,7 + 2,67%) w
poroéwnaniu zarowno z wizytg 2 (0,45 + 0,29%) (p < 0,05), jak i wizytg 1 (0,27 + 0,36%) (p <
0,05). Procent zmniejszyt si¢ takze podczas wizyty 7 (0,63 + 0,58%) wzgledem wizyty 5(2)
(2,7 + 2,67%) (p < 0,05). Srednia aktywacja wlasciwa na limfocytach Th wérdd grup w czasie
wizyt 1-7 (ryc. 99 [B]) byta na poziomie 1 + 1,3% w grupie responder, 1,1 + 1,3% w grupie

non-responder i 0,8 = 0,9% w grupie null.
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Ryc. 99. Warto$¢ procentowa aktywacji wlasciwej na limfocytach Th we krwi obwodowej pacjentow
badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe aktywacji wiasciwej na limfocytach Th
(CD4+CD69+CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartos$ci przedstawiajg: $rednia £ SD dla
poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci procentowe aktywacji whasciwej na limfocytach Th
(CD4+CD69+CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony), grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci
przedstawiaja: srednia = SD; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 100. Warto$é procentowa limfocytéw Th nieaktywowanych we krwi obwodowej pacjentow badania
Klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe limfocytéw Th nieaktywowanych (CD4+CD69-CD25-)
w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n =4
(kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: §rednia £ SD dla poszczegdlnych wizyt; *p < 0,05. [B]
Srednie wartosci procentowe limfocytow Th nieaktywowanych (CD4+CD69-CD25-) w grupach: grupa responder,
n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas
badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD; brak istotnych

statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 101. Wartos¢ procentowa aktywacji wczesnej na limfocytach Th we krwi obwodowej pacjentéw
badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe aktywacji wczesnej na limfocytach Th
(CD4+CD69+CD25-) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: Srednia £ SD dla
poszczegblnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. [B] Srednie warto$ci procentowe aktywacji wezesnej
na limfocytach Th (CD4+CD69+CD25-) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder,
n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7).

Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia + SD; brak istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05)

Poziom CD8+CD69-CD25- (limfocyty Tc nieaktywowane) (ryc. 104 [A]) obnizyt si¢
w grupie non-responder po drugim podaniu BPL (72,57 + 20%) w poréwnaniu z pierwszym
podaniem (85,04 + 10,25%) (p < 0,05), wizyta 2 (91,1 + 4,86%) (p < 0,01) i wizytg 1
(88,07 £12,61%) (p < 0,05). Nie bylo istotnych réznic migdzy grupami W usrednionych
wynikach ze wszystkich wizyt dla limfocytow Tc nieaktywowanych (ryc. 104 [B]). Ich procent
wynosit dla grupy responder 80,2 + 15,6%, non-responder: 80 + 13,6% oraz null: 75,2 + 13,6%.
Najwyzszy procent CD8+CD69+CD25- (aktywacja wczesna na limfocytach Tc) (ryc. 102 [A])
i CD8+CD69+CD25+ (aktywacja wtasciwa na limfocytach Tc) (ryc. 103 [A]) obserwowano po
drugim podaniu BPL w grupie pacjentow non-responder. Poziom CD8+CD69+CD25- (ryc. 102
[A]) podczas wizyty 5(2) (13,17 + 4,77%) byt wyzszy W porownaniu Z wizyta 1 (4,82 + 4,7%)
(p <0,05), wizyta 2 (4,32 £ 4,69%) (p < 0,05) oraz z probkami krwi pobranymi po zakonczeniu
terapii komorkowej WI-MSC na wizycie 7 (4,56 + 4,45%) (p < 0,05). Sredni procent podczas
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calego badania klinicznego aktywacji wczesnej na limfocytach Tc (ryc. 102 [B]) wyniost w
grupie responder 2,1 + 2,7%, non-responder: 2,8 + 3,4%, a null: 3,9 + 3,9%.

Ilos¢ procentowa CD8+CD69+CD25+ (ryc. 103 [A]) po drugim podaniu BPL
(6,36 +4%) wzrosta w porownaniu z wizyta 2 (0,35+0,4%) (p<0,05) i wizytg 1
(0,62 = 0,95%) (p < 0,05) w grupie non-responder. Procent CD8+CD69+CD25+ w grupie null
(4,45 £ 2,26%) byt wyzszy W poréwnaniu Z grupg responder (0,99 + 0,63%) na wizycie 4 — po
podaniu leku w poréwnaniu z wizytg 2 (p < 0,05) i wizyta 1 (p < 0,05). Na wizycie 4 — po
podaniu BPL i wizycie 2 procent CD8+CD69+CD25+ byt rowniez wyzszy W grupie null w
poréwnaniu z grupa pacjentéw non-responder (p < 0,05). Sredni procent ze wszystkich wizyt
wsrod grup dla aktywacji wlasciwej na limfocytach Tc (ryc. 103 [B]) wyniost 5,3 + 5 w grupie

responder, 7,2 = 5 w grupie non-responder oraz 8,9 + 7,9 w grupie null.
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Ryc. 102. Wartos¢ procentowa aktywacji wczesnej na limfocytach Tc we krwi obwodowej pacjentow
badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartoéci procentowe aktywacji wczesnej na limfocytach Tc
(CD8+CD69+CD25-) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia = SD dla
poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci procentowe aktywacji wezesnej na limfocytach Tc
(CD8+CD69+CD25-) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci

przedstawiaja: srednia = SD; ** p < 0,01
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Ryc. 103. Warto$¢ procentowa aktywacji wlasciwej na limfocytach Tc we krwi obwodowej pacjentow
badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe aktywacji wlasciwej na limfocytach Tc
(CD8+CD69+CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia + SD dla
poszczegbdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci procentowe aktywacji wiasciwej na limfocytach Tc
(CD8+CD69+CD25+) w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartos$ci
przedstawiaja: srednia = SD; * p < 0,05
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Ryc. 104. Warto$¢ procentowa limfocytéw Tc nieaktywowanych we krwi obwodowej pacjentéw badania
klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci procentowe limfocytow Tc nieaktywowanych (CD8+CD69-CD25-)
w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4
(kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia + SD dla poszczegoélnych wizyt; * p < 0,05, ** p
<0,01. [B] Srednie wartosci procentowe limfocytow Tc nieaktywowanych (CD8+CD69-CD25-) w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)
podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiajg: $rednia = SD; brak istotnych

statystycznie roéznic (p > 0,05)
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4.4,

5. Wplyw terapii WJ-MSC na wybrane parametry w osoczu krwi obwodowej

W ocenie sekrecji krwi obwodowej nie zaobserwowano istotnych réznic dla wartosci

stezenia IL-1B (ryc. 105 [A]), IL-4 (ryc. 106 [A]), IL-6 (ryc. 107 [A]), IL-12(p40)
(ryc. 108 [A]), IL-13 (ryc. 109 [A]), TGF-B2 (ryc. 110 [A]), TNF-a (ryc. 111 [A]), VEGF-A

(ryc. 112 [A]) zarowno wsrod grup pacjentdw, jak i poszczegdlnych wizyt. W przypadku

przedstawienia $rednich wynikow z calego badania klinicznego dla poszczegdlnych grup

stezenie [pg/ml] w osoczu:
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IL-1B (ryc. 105 [B]) byto wyzsze wsrod grupy null (35,8 = 26,9 pg/ml) w poréwnaniu
z grupa responder (18,7 + 16,6 pg/ml) (p < 0,01) i grupa non-responder (19,2 + 12,3 pg/ml)
(p <0,05);

IL-4 (ryc. 106 [B]) nie wykazalo istotnych statystycznie réznic wsérdd grup: responder:
8,1+ 5,8 pg/ml, non-responder: 8,1 + 6,8 pg/ml oraz null: 6,7 + 4,5 pg/ml;

IL-6 (ryc. 107 [B]) bylo bez istotnych statystycznie réznic wsréd grup responder
(2 = 1,6 pg/ml), non-responder (2,4 + 2,2 pg/ml) i null (1,9 + 1,2 pg/ml);

IL-12(p40) (ryc. 108 [B]) wyniosto w grupie responder 97,4 +49,6 pg/ml, w non-
responder: 94,1 + 43,6 pg/ml, aw null: 109 + 58,8 pg/ml,;

IL-13 (ryc. 109[B]) byto bez istotnych statystycznie zmian wsrod grup — wynik dla grupy
responder wyniost 135,5 + 109,5 pg/ml, dla grupy non-responder: 135,7 + 95 pg/ml, a dla
null: 137,7 + 85,9 pg/ml;

TGF-B (ryc. 110 [B]) nie wykazalo istotnych statystycznie réznic wsérod grup — responder:
106,5 + 49,3 pg/ml, non-responder: 105,8 = 61,6 pg/ml oraz null: 66,9 + 51,7 pg/ml,;
TNF-a (ryc. 111 [B]) byto bez istotnych statystycznie zmian wsrod grup — wynik dla grupy
responder wyniost 33,4 + 19,4 pg/ml, dla grupy non-responder: 32,7 + 16,3 pg/ml, adla
null: 28,4 + 13,3 pg/ml,;

VEGF-A (ryc. 112 [B]) nie wykazalo istotnych statystycznie roéznic wsrdd grup —
responder: 119,6 +151,1 pg/ml, non-responder: 117,7 + 12,3 pg/ml, null: 74,1 + 64,1 pg/ml.
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Ryc. 105. Stezenie IL-1b w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
IL-1b [pg/mlI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: rednia + SD dla poszczegolnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia IL-1b [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia £ SD; * p < 0,05, ** p
<0,01
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Ryc. 106. Stezenie IL-4 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
IL-4 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n =4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartoéci stezenia IL-4 [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)
podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia + SD; brak istotnych

statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 107. Stezenie IL-6 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia IL-
6 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia £ SD dla poszczegélnych wizyt; brak
istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia IL-6 [pg/ml] w grupach: grupa responder,
n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas

badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: Srednia = SD; brak istotnych statystycznie
r6znic (p > 0,05)
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Ryc. 108. Stezenie IL-12(p40) w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
stezenia 1L-12(p40) [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiajg: $rednia £ SD dla
poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia
IL-12(p40) [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci

przedstawiajg: srednia = SD; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05)
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Ryc. 109. Stezenie IL-13 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie warto$ci steZenia
IL-13 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia IL-13 [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD; brak istotnych
statystycznie r6znic (p > 0,05)
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Ryc. 110. Stezenie TGF-B2 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
TGF-B2 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia = SD dla poszczegolnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia TGF-B2 [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony), grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony), grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: §rednia + SD; brak istotnych
statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 111. Stezenie TNF-a w osoczu pacjentoéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie warto$ci stezenia
TNF-a [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartos$ci przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia TNF-o. [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia £ SD; brak istotnych
statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 112. Stezenie VEGF-A w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie warto$ci stezenia
VEGF-A [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia VEGF-A [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: §rednia + SD; brak istotnych
statystycznie ro6znic (p > 0,05)

142



Poziom FGF-2 w osoczu z krwi obwodowej (ryc. 113 [A]) obnizyt si¢ w grupie non-
responder (28,94 + 23,22 pg/ml) podczas wizyty 6 w porownaniu zZ wczesniejszg wizytg 5
(71,6 £ 36,4 pg/ml) (p < 0,05). Nie byto istotnych statystycznie réznic wsréd grupowych
wynikow ze wszystkich pomiarow; stezenie W grupie responder wyniosto 56,3 + 73,4 pg/ml, w

grupie non-responder: 48,7 + 31,9 pg/ml, a w grupie null: 72,6 = 80,9 pg/ml.
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Ryc. 113. Stezenie FGF-2 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
FGF-2 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: rednia + SD dla poszczegolnych wizyt;
*p < 0,05. [B] Srednie wartosci stezenia FGF-2 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty

1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia = SD; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)
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Poziom G-CSF w osoczu (ryc. 114 [A]) byt wyzszy w grupie os6b non-responder
(55,49 + 15,19 pg/ml) w poréwnaniu z grupg responder (32,36 + 7,46 pg/ml) (p < 0,05) podczas
wizyty 2. Zaobserwowano wyzsze st¢zenie G-CSF ze wszystkich wykonanych pomiaréw (ryc.
114 [B]) w grupie null (71,3 = 42,1 pg/ml) w poréwnaniu z grupa responder (44 = 19,5 pg/ml)
(p < 0,05); w grupie non-responder wynik pomiaru wyniost 50,9 = 21,3 pg/ml.
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Ryc. 114. Stezenie G-CSF w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartoci stezenia
G-CSF [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartoSci przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegolnych wizyt;
*p < 0,05. [B] Srednie wartosci stezenia G-CSF [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty

1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD; brak istotnych statystycznie rdznic (p > 0,05)
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Poziom GM-CSF (ryc. 115 [A]) zmienit si¢ zarbwno w grupie null, jak i non-responder.
W grupie pacjentow null stezenie GM-CSF bylo najwyzsze w czasie wizyty 6 (47,13 + 32,95
pg/ml), istotnie przekraczajac ten parametr W poroéwnaniu z wizyta 5 (0 pg/ml) (p < 0,01),
wizyta 4 (0 pg/ml) (p < 0,01) oraz wizyta 2 (0 pg/ml) (p <0,01). W grupie 0s6b non-responder
poziom GM-CSF takze byl najwyzszy podczas wizyty 6 (46,25 + 25,21 pg/ml), istotnie
przekraczajac ten parametr wzgledem wizyty 5 (12,21 + 32,3 pg/ml), (p < 0,05), wizyty 4 (0
pg/ml) (p < 0,01) oraz wizyty 2 (3,67 = 6,29 pg/ml) (p < 0,01). Nie wykazano istotnych
statystycznie réznic dla stezenia GM-CSF wsrod wszystkich pomiaréw (ryc. 115 [B]) dla grupy
responder (14,4 + 32 pg/ml), non-responder (15,5 + 27 pg/ml) oraz null (11,8 + 25,7 pg/ml).
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Ryc. 115. Stezenie GM-CSF w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
GM-CSF [pg/mlI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: §rednia + SD dla poszczegolnych wizyt;
*p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie wartosci stezenia GM-CSF [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania

klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiajg: srednia + SD; brak istotnych statystycznie roznic
(p>0,05)
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Poziom INF-y (ryc. 116 [A]) na wizycie 5 (95,76 + 61,24 pg/ml) wéréd oséb non-
responder byl wyzszy w poréwnaniu z wizyta 4 (33,16 + 22,41 pg/ml) (p < 0,5) i wizytg 2
(13,56 + 16 pg/ml) (p < 0,01). W grupie responder poziom INF-y w osoczu krwi podczas wizyty
5 (59,52 + 41,67 pg/ml) byt wyzszy w poréwnaniu z wizyta 2 (15,53 + 24,39 pg/ml) (p < 0,05).
W  przypadku przedstawienia S$rednich wynikéw z calego badania klinicznego dla
poszczegolnych grup — stezenie INF-y w osoczu grupy responder wyniosto 36,6 + 37,2 pg/ml,
grupy non-responder: 51,1 = 50 pg/ml, a grupy null: 40,2 + 31,2 pg/ml. Pod wplywem BPL
poziom IL-8 (ryc. 117 [A]) wsérod grupy responder obnizyl si¢ podczas wizyty 6
(1,53+1,3 pg/ml) w poréwnaniu z wizyta 5 (3,57 £ 1,57 pg/ml) (p < 0,05) i wizyta 4
(4,14 +1,62 pg/ml) (p < 0,01). Usrednione wyniki IL-8 (ryc. 117 [A]) z calego badania
klinicznego (wizyty 1-7) dla poszczegolnych grup przedstawialy si¢ nastgpujgco: grupa
responder: 3,1 + 1,7 pg/ml, non-responder: 3,9 = 1,9 pg/ml, null: 2,6 + 1,7 pg/ml.
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Ryc. 116. Stezenie IFN-y w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
IFN-y [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
*p < 0,05 ** p<0,01.[B] Srednie wartosci stezenia IFN-y [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania
klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia = SD; brak istotnych statystycznie réznic
(p > 0,05)
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Ryc. 117. Stezenie IL-8 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia IL-
8 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia = SD dla poszczegolnych wizyt; * p <
0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie wartosci stezenia IFN-y [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony);
grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego

(wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia = SD; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)

Zaobserwowano istotng zmiang poziomu MCP-1 (ryc. 118 [A]) wsrdd grup non-
responder i null na wizycie 5 i wizycie 6. Podczas wizyty 5 (299,33 + 46,25 pg/ml) grupa null
miata nizsze st¢zenie MCP-1 w poréwnaniu z grupa non-responder (464,41 + 120,92 pg/ml)
(p <0,05). Zalezno$¢ te zaobserwowano rowniez na wizycie 6 — grupa null (281,65 + 37,56
pg/ml) a grupa non-responder (410,84 + 54,58 pg/ml) (p < 0,05). Srednie pomiary z catego
badania klinicznego dla poszczegdlnych grup wykazaty, ze stezenie MCP-1 w osoczu byto
nizsze W grupie null (311 + 66 pg/ml) w poréwnaniu z grupa responder (423 + 123 pg/ml)
(p <0,01) i grupa non-responder (436 + 92 pg/ml) (p < 0,001). W przypadku MIP-1f (ryc. 119
[A]) poziom zmniejszyt si¢ W grupie pacjentow non-responder na wizycie 6 (31,23 + 10 pg/ml)
W porownaniu Z wizytg 5 (49,54 £+ 10,6 pg/ml) (p < 0,05). Brak bylo istotnych réznic wérod
grup dla pomiaru stezenia MIP-1p (ryc. 119 [B]): grupa responder: 42,6 + 12,9 pg/ml, grupa
non-responder: 40 + 11,9 pg/ml, grupa null: 38,8 + 8,2 pg/ml).
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Ryc. 118. Stezenie MCP-1 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
MCP-1 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
*p <0,05. [B] Srednie wartosci stezenia MCP-1 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty

1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia £ SD; ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Ryc. 119. Stezenie MIP-1p w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia
MIP-1p [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt;
* p <0,05. [B] Srednie wartosci stezenia MIP-1p [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty

1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: srednia = SD; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05)
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Poziom RANTES (ryc. 120 [A]) zmienit si¢ w grupie responder i byl najnizszy na
wizycie 6 (556,31 + 157,54 pg/ml) i statystycznie istotnie nizszy w poréwnaniu Z wizyta 2
(1234 £ 806 pg/ml) (p < 0,05). Rowniez istotnie nizszy RANTES wystgpil na wizycie 4
(608 + 174 pg/ml) w poréwnaniu z wizyta 2 (1234 + 806 pg/ml) (p < 0,05). Nie wykazano
istotnych réznic wsrdd grup dla usrednionych wszystkich pomiaréw stezenia RANTES
(ryc. 120 [B]) dla grupy responder (759 + 508 pg/ml), grupy non-responder (830 + 593 pg/ml)
ani grupy null (1103 + 1182 pg/ml). Poziom TGF-B1 (ryc. 121 [A]) w grupie null podczas
wizyty 4 (591 + 809 pg/ml) byt nizszy W poréwnaniu z grupg responder (1849 + 568 pg/ml)
(p < 0,05). Brak byto istotnych roznic dla usrednionych pomiaréw z wizyt 1-7 stezenia TGF-p1
wsrdd grup (ryc. 121 [B]) — grupa responder: 1755 + 872 pg/ml, grupa non-responder: 1659 +
992 pg/ml, grupa null: 1046 + 701 pg/ml.
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Ryc. 120. Stezenie RANTES w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie wartosci
stezenia RANTES [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: $rednia = SD dla
poszczegblnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci stezenia RANTES [pg/ml] w grupach: grupa responder,
n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas
badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiajg: $rednia £ SD; brak istotnych

statystycznie roéznic (p > 0,05)
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Ryc. 121. Stezenie TGF-B1 w osoczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie warto$ci stezenia
TGF-B1 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n =4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja: srednia = SD dla poszczegdlnych wizyt;
*p <0,05. [B] Srednie wartoci stezenia TGF-B1 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa
non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty

1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia £ SD; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05)

4.4.6. Wplyw terapii WJ-MSC na wybrane parametry w plynie mézgowo-
rdzeniowym (CSF)

W $wiezym materiale ptynu moézgowo-rdzeniowego (CSF) pacjentéw wykonano
oznaczenia poziomu chlorkow (ryc. 122 [A]), glukozy (ryc. 123 [A]) oraz biatka catkowitego
(ryc. 124 [A]). W przypadku chlorkow na wizycie 4(1) bezposrednio przed podaniem BPL
wystgpila roznica zwigzana z ich mniejszym stezeniem w grupie null (123,9 + 0,96 mmol/Il)
W poréwnaniu z grupa non-responder (126,2 + 1,5 mmol/l) (p < 0,05). W przypadku st¢zenia
biatka calkowitego oraz glukozy nie stwierdzono istotnych réznic miedzy grupami czy
poszczegbdlnymi wizytami. Analizujgc wyniki W postaci usrednionych pomiaréw wybranych
analitow w CSF dla wizyt 1-7 wérdd grup, mozna zaobserwowac:

e dla chlorkdéw — najwyzsze stezenie W przypadku grupy non-responder (126 + 1 mmol/l)
W poréwnaniu z grupami responder (125 =2 mmol/l) (p < 0,05) oraz null (124 + 1 mmol/l)
(p < 0,0001), rowniez istotnie wyzsze stezenie 0znaczono w grupie responder (125 + 2
mmol/l) w poréwnaniu z grupg null (124 = 1 mmol/l) (p < 0,05);

e dla glukozy — brak istotnych roznic wsrod grup responder (63 + 4 mg/dl), non-responder
(65 + 8 mg/dl) oraz null (67 = 5 mg/dl);
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e dla bialka catkowitego — nizsze stezenie dla grupy null (32 + 7 mg/dl) w zestawieniu

z grupami responder (43 = 11 mg/dl) (p < 0,05) oraz non-responder (50 = 22 mg/dl)
(p<0,01).
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Ryc. 122. Stezenie chlorkéw w plynie mozgowo-rdzeniowym pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A]
Srednie wartosci stezenia chlorkéw [mmol/lI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony), grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie warto$ci stezenia chlorkéw [mmol/l] w grupach:
grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor
niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD;
*p < 0,05, **** p < 0,0001
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Ryc. 123. Stezenie glukozy w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow badania Kklinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia glukozy [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartos$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci
stezenia chlorkow [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci
przedstawiajg: $rednia = SD; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05)
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Ryc. 124. Stezenie bialka calkowitego w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentéw badania Kklinicznego
ALSTEM. [A] Srednie wartosci stezenia biatka catkowitego [mg/dI] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor
zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci
przedstawiaja: $rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie
wartosci stezenia chlorkéw [mg/dl] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony), grupa non-responder, n =
7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane

warto$ci przedstawiaja: srednia £ SD; * p < 0,05, ** p < 0,01

Poziom wybranych czynnikow wzrostu, chemokin czy cytokin wyznaczono w
pobranym materiale metodg multiplex. Nie wykazano istotnych ro6znic dla pojedynczych
pomiardw i grup dla IL-6 (ryc. 125 [A]) ani IL-8 (ryc. 126 [A]). Nie wykazano rowniez zmian
wsrdd Srednich wynikow zebranych ze wszystkich wizyt obejmujacych badanie kliniczne dla
poszczegolnych grup dla IL-6 (ryc. 125 [B]) (responder: 4 + 4 pg/ml, non-responder: 4 + 2
pg/ml, null: 3+ 1 pg/ml) ani IL-8 (ryc. 126 [B]) (responder: 30 =+ 9 pg/ml, non-responder: 36 +
9 pg/ml, null: 30 + 11 pg/ml).
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Ryc. 125. Stezenie IL-6 w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentéw badania Kklinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia IL-6 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci
stezenia IL-6 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony), grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci

przedstawiaja: §rednia £ SD; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05)
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Ryc. 126. Stezenie IL-8 w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow badania Kklinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia IL-8 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci
stezenia IL-8 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor
czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci

przedstawiaja: Srednia + SD; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05)
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Poziom G-CSF w CSF (ryc. 127 [A]) wsrdod grupy null podczas wizyty 4(1) —
bezposrednio przed pierwszym podaniem BPL byt wyzszy (19,5 + 5,1 pg/ml) w poréwnaniu
z poziomem podczas wizyty 2 (3,5 £ 7 pg/ml) (p < 0,01), ale jego stezenie spadto do 0 po
pierwszym podaniu BPL — wizyta 5(1) (p < 0,001). W grupie pacjentow responder stezenie
obnizylto si¢ (5,1 + 5,7 pg/ml) na wizycie 5(1) wzgledem poziomu analitu na wizycie 4(1)
(16,6 = 11,4 pg/ml) — przed pierwszym podaniem BPL (p < 0,05). Nie wykazano ro6znic
stezenia G-CSF ws$roéd srednich wynikow zebranych ze wszystkich wizyt 1-7 dla
poszczegolnych grup (ryc. 127 [B]) — grupa responder: 10 = 9 pg/ml, non-responder:
13+ 11 pg/ml, null: 8 £ 10 pg/ml.
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Ryc. 127. Stezenie G-CSF w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia G-CSF [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
srednia = SD dla poszczegélnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. [B] Srednie wartosci stezenia
G-CSF [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony);
grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci

przedstawiajg: srednia + SD; brak istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05)
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Poziom INF-y (ryc. 128 [A]) zmniejszyl si¢ w grupie osob responder na wizycie 4(1)
(0,27 + 0,75 pg/ml) w poréwnaniu z wizyta 2 (7,1 = 6,4 pg/ml) (p < 0,05), ale na t¢ zmiang nie
miata wptywu terapia komodrkowa i BPL. Brak roznic w stezeniu INF-y wsrdd sSrednich
wynikow zebranych ze wszystkich w poszczegdlnych grupach (ryc. 128 [B]) — grupa responder:
4,4 £ 5,4 pg/ml, non-responder: 3,8 + 5 pg/ml, null: 2,4 + 6,6 pg/ml.
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Ryc. 128. Stezenie IFN-y w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartoéci stezenia IFN-y [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
$rednia = SD dla poszczegélnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci stezenia IFN-y [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: srednia = SD; brak istotnych
statystycznie ro6znic (p > 0,05)
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Natomiast w przypadku poziomu IL-4 (ryc. 129 [A]) w grupach responder oraz null
pierwsze podanie PBL juz moglo przyczyni¢ si¢ do jego obnizenia. Parametr ten mierzony
w obu grupach podczas wizyty 5(1) byt istotnie nizszy W porownaniu z pomiarem dokonanym
na wizycie 4(1) (p < 0,05). Brak réznic W stezeniu IL-4 wérdd srednich wynikoéw zebranych ze
wszystkich w poszczegolnych grupach (ryc. 129 [B]) — grupa responder: 1,05 + 0,46 pg/ml,
non-responder: 1,16 + 0,33 pg/ml, null: 1,03 + 0,25 pg/ml.
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Ryc. 129. Stezenie IL-4 w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia IL-4 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegolnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci stezenia IL-4 [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD; brak istotnych
statystycznie roznic (p > 0,05)
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Podanie PBL mogto mie¢ wptyw na spadek poziomu MCP-1 (ryc. 130 [A]) u os6b
z grupy responder miedzy wizyta 4(1) (1880 + 658 pg/ml) a wizyta 5(1) (1216 + 284 pg/ml)
miesigc po pierwszym podaniu BPL (p < 0,05). Po podaniu pierwszej dawki zauwazono
réwniez, ze stezenie MCP-1 w grupie null (1411 + 712 pg/ml) bylo nizsze w poréwnaniu
zarowno Z grupg responder (1880 + 658 pg/ml), jak i non-responder (1486 + 366 pg/ml)
(p < 0,05). Analizujac stgzenie MCP-1 dla usrednionych pomiaréw z wizyt 1-7 wsrod grup
(ryc. 130 [B]), mozna zaobserwowacé jego nizszg wartos¢ dla grupy null (1148 + 514 pg/ml)
w zestawieniu z grupg responder (1553 + 503 pg/ml) (p < 0,05), podczas gdy st¢zenie W grupie
non-responder byto na poziomie 1320 + 341 pg/ml.
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Ryc. 130. Stezenie MCP-1 w plynie mozgowo-rdzeniowym pacjentow badania Kklinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia MCP-1 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci stezenia IL-4 [pg/ml] w grupach: grupa
responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski)

podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD; * p < 0,05
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Poziom MIP-1B (ryc. 131 [B]) pacjentdéw z grupy responder byl istotnie wyzszy
(11,25 + 3,28 pg/ml) w poréownaniu z poziomem u pacjentdow W grupie non-responder
(6,7 + 3,25 pg/ml) (p < 0,05) podczas wizyty 2, a kolejno podania BPL nie wptynely na poziom
tego analitu. Rowniez dla stezenia MIP- 1 usrednionych pomiaréw ze wszystkich wizyt wsrod
grup (ryc. 131 [B]) mozna zaobserwowaé wyzsze stezenie W grupie responder (12,9 +4,9
pg/ml) w poréwnaniu z grupa non-responder (9 = 4,3 pg/ml) (p < 0,05). W grupie null stezenie
wyniosto 10,67 + 3,7 pg/ml.
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Ryc. 131. Stezenie MIP-1 w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia MIP-1B [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
$rednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie wartosci stezenia MIP-1B [pg/ml] w grupach:
grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor
niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiajg: $rednia + SD;
*p<0,05
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Podanie PBL mogto spowodowa¢ wzrost poziomu RANTES (ryc. 132 [A]) w grupie
non-responder. Zaleznos$¢ ta jest widoczna migdzy wizyta 4(1) (1,57 = 2,3 pg/ml) — przed
podaniem pierwszej dawki BPL a wizyta 5(1) (5 + 2,6 pg/ml) — miesiac po pierwszym podaniu
(p < 0,05). Brak istotnych zmian miedzy grupami dla u$rednionych wynikoéw z wizyt 1-7
poziomu RANTES (ryc. 132 [B]) w grupach responder (8,4 + 22,2 pg/ml), non-responder (3,3
+ 2,7 pg/ml) i null (13,7 = 33,3 pg/ml).
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Ryc. 132. Stezenie RANTES w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A]
Srednie wartoéci stezenia RANTES [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05. [B] Srednie warto$ci stezenia RANTES [pg/ml] w grupach:
grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor
niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia = SD; brak
istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05)
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Stezenie TGF-B1 (ryc. 133 [A]) w plynie m6zgowo-rdzeniowym zmieniato si¢ zarowno
w grupie responder, jak i non-responder. W grupie pacjentow responder poziom TGF-B1 w
materiale z wizyty 5(1) zwigkszyt si¢ (194 + 56,7 pg/ml) w porownaniu z wynikiem z wizyty
4(1) (117,25 + 33,28 pg/ml) (p < 0,01), jak i z wizyty 2 (121,5 + 21,8 pg/ml) (p < 0,05). W
grupie non-responder stezenie TGF-1 z wizyty 2 (132,3 + 16,5 pg/ml) wzrosto w materiale
pobranym podczas wizyty 5(1) (197 + 58 pg/ml) (p < 0,05). Dodatkowo na wizycie 2 wystapita
zalezno$¢ W przypadku poziomu analitu miedzy grupami non-responder (132,3 + 16,5 pg/ml)
a null (96 + 31 pg/ml), gdzie grupa null charakteryzowata si¢ nizszg warto$cig tego parametru
(p < 0,05). Wykazano istotng zmian¢ miedzy grupami dla usrednionych wynikow z wizyt 1-7
poziomu TGF-B1 (ryc. 133 [B]), gdzie grupa non-responder cechowata si¢ wyzszym stezeniem
analitu (159 + 48 pg/ml) w poréwnaniu z grupa null (109 £+ 40 pg/ml) (p < 0,05). W grupie

responder stezenie wyniosto 144 + 52 pg/ml.
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Ryc. 133. Stezenie TGF-p1 w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentéow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie wartosci stezenia TGF-B1 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01. [B] Srednie wartosci stezenia TGF-p1 [pg/ml] w
grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n =4
(kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane wartos$ci przedstawiajg: $rednia + SD;
*p<0,05
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Najbardziej znaczace zmiany W st¢zeniu analitu dla wszystkich grup dotyczyly TGF-f32
(ryc. 134 [A]). Miesiac po pierwszym podaniu (wizyta 5(1)) jego poziom obnizyt si¢ w grupach
responder (287 + 74 pg/ml) (p < 0,05), non-responder (275 + 48 pg/ml) (p < 0,001) oraz grupie
null (280 + 27 pg/ml) (p < 0,01) w poréwnaniu z pomiarem podczas wizyty 2. Natomiast
podczas wizyty 2 stezenie TGF-f32 bylo statystycznie wyzsze wzgledem pomiaru z wizyty 4(1)
w grupach responder (254 + 72 pg/ml) (p < 0,01), non-responder (252 + 750 pg/ml) (p <
0,0001) oraz null (223 + 49 pg/ml) (p < 0,001). Nie zaobserwowano roéznic wsrod grup dla
usrednionych wynikow z wizyt objetych badaniem klinicznym poziomu TGF-B2 (ryc. 134 [B]),
gdzie jego stezenie wyniosto dla grupy responder: 319 + 109 pg/ml, dla non-responder: 316 +
91 pg/ml i dla null: 316 + 109 pg/ml. W ptynie mézgowo- rdzeniowym u zadnego z pacjentow
nie wykryto analitu TGF-B3.
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Ryc. 134. Stezenie TGF-B2 w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentow badania klinicznego ALSTEM.
[A] Srednie warto$ci stezenia TGF-B2 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-
responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:
srednia + SD dla poszczegodlnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. [B] Srednie
wartosci stezenia TGF-B2 [pg/ml] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n =7
(kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane

wartosci przedstawiajg: Srednia + SD; brak istotnych statystycznie réznic (p > 0,05)
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4.47. Biologiczny marker progresji choroby ALS — p758cM

Ocena poziomu p755“M (ryc. 135 [A]) w badaniu moczu pacjentéw z ALS wlaczonych
do badania klinicznego nie wykazata istotnej statystycznie réznicy mi¢dzy grupami responder,
non-responder i null. Podanie BPL réwniez nie wptyneto na zawartosé p755M w okresie
obserwacji. Rowniez brak byto istotnych zmian dla $rednich pomiaréw ze wszystkich wizyt
wérod grup (ryc. 135 [B]), odnotowano zblizone wartosci ng p755“M / mg kreatyniny w moczu.
Dla grupy responder: 6 + 4 ng p755“M/mg kreatyniny, dla grupy non-responder: 7 £+ 3 ng
p755M/mg kreatyniny oraz dla grupy null: 8 + 6 ng p755“™/mg kreatyniny.
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Ryc. 135. Stezenie p755°M ng/mg kreatyniny w moczu pacjentéw badania klinicznego ALSTEM. [A] Srednie
warto$ci stezenia p755°™ [ng/mg] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7
(kolor czerwony); grupa null, n = 4 (kolor niebieski). Prezentowane wartosci przedstawiaja: $rednia + SD dla
poszczegdlnych wizyt; brak istotnych statystycznie roznic (p > 0,05). [B] Srednie wartosci stezenia p758cM
[ng/mg] w grupach: grupa responder, n = 8 (kolor zielony); grupa non-responder, n = 7 (kolor czerwony); grupa
null, n = 4 (kolor niebieski) podczas badania klinicznego (wizyty 1-7). Prezentowane warto$ci przedstawiaja:

srednia + SD; brak istotnych statystycznie r6znic (p > 0,05)

Jako przyktad biologicznego markera progresji choroby ALS w ogoélnej grupie
pacjentéw badania klinicznego ALSTEM (ryc. 136) istotnie widoczny jego wzrost parametru
migdzy wizyta 1 a wizyta 7 (p < 0,01). Réwniez istotny wzrost mozna zaobserwowac podczas
wizyt przed podaniem BPL, czyli migdzy wizyta 1 (4,78 + 1,6 ng/mg kreatyniny) a wizyta 2
(6,8 + 4,6 ng/mg kreatyniny) (p < 0,05), a takze migdzy wizyta 1 (4,78 = 1,6 ng/mg kreatyniny)
a wizyta 4 przed podaniem BPL (6,9 = 2,7 ng/mg kreatyniny) (p < 0,05). Brak istotnych r6znic
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poziomu p755M w moczu pobranym w czasie wizyt, podczas ktérych pacjenci otrzymali BPL

(wizyta 5, wizyta 6).
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Ryc. 136. Srednie stezenie p755°M ng/mg kreatyniny w moczu wszystkich pacjentéw badania klinicznego

ALSTEM. Prezentowane wartosci przedstawiaja: §rednia = SD dla poszczegdlnych wizyt; * p < 0,05, ** p < 0,01

4.4.8. Identyfikacja czynnikow predykcyjnych umozliwiajacych ocene potencjalnej
skutecznos$ci terapii komérkowej WJ-MSC u danego pacjenta

W celu selekeji istotnych predyktoréw odpowiedzi na terapie MSC pozwalajacych
przewidzie¢ efektywno$¢ leczenia pacjenci zostali pogrupowani wedtug dynamiki zmiany
wspotczynnika ALSFRS. Analiza zdefiniowata grupe pacjentéw odpowiadajacych na terapie
spowolnieniem progresji choroby (responder, n = 8), u grupy non-responder (n = 7) zauwazono
przyspieszenie progresji, a w grupie neutralnej (null, n = 4) zastosowana terapia komorkowa
nie zmienita przebiegu choroby. Przeprowadzajac analiz¢ danych w celu definicji predyktorow
dla powstatych 3 grup klinicznych, wlaczono wyniki obejmujgce: analizy biochemiczne i
cytometryczne krwi, moczu oraz ptynu moézgowo-rdzeniowego, a takze spirometrie, site mie$ni
czy wiek, pte¢, BMI, posta¢ choroby, dlugos¢ choroby, delta FS, jako$¢ zycia, a takze indykator

wystepowania innych choréb, profil cytokinowy. Analizowano zaréwno dane statyczne
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(mierzone w danym punkcie czasowym), jak i dynamiczne — czyli zmiany danej wartosci W
okreslonym czasie pomigdzy wizytami. W sumie powstal zestaw danych do predykcji, ktory
zawiera 123 zmienne. Istotno$¢ zmiennych wyznaczono na podstawie algorytmu Boruta (ryc.

137 [A]), a otrzymane wyniki zastawiono z pakietem DALEX (ryc. 137 [B]).
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Ryc. 137. Istotno$¢ zmiennych parametréw klinicznych wedlug algorytmu [A] Boruta oraz [B] DALEX

Do redukcji zmiennych wykorzystano korelacje pomiedzy poszczegdlnymi zmiennymi.
Efektywnos$¢ modelow jest wigksza, je§li zmienne nie sa skorelowane. Dlatego zostata
wykonana procedura, ktéra usuwa z zestawu danych zmienne o istotnej statystycznie (na
poziomie 0,05) zaleznosci, dla ktorych jednocze$nie poziom korelacji co do wartosci
bezwzglednej jest wigkszy niz 0,5.

Catosciowa analiza kliniczna pacjentéw objetych badaniem klinicznym pozwolita na
utworzenie modelu algorytmu predykcyjnego odpowiedzi pacjentow na terapi¢ komorkowa
WJI-MSC. Wiérdd predyktorow znalazty si¢ parametry takie jak: sita mig§niowa czy poziomy
subpopulacji limfocytoéw oraz zmiana ich odsetka w czasie obserwacji przed podaniem
preparatu. Zmienne, ktéore majag wplyw na predykcje odpowiedzi chorych na terapig
komorkowa WJ-MSC, to rozktad subpopulacji we krwi obwodowej (limfocyty B, komaorki M2,
oraz komorki Te pamigci 0 profilu CD8CD45RO), biatka w CFS oraz pomiar sity migsni (ryc.

138).
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Ryc. 138. Istotne predyktory kliniczne odpowiedzi na terapie komérkowg WJ-MSC. Zmienne majace wplyw
na predykcje terapii komoérkowej WJI-MSC to rozktad subpopulacji we krwi obwodowej (limfocyty B, monocyty
oraz komorki Tc pamigci o profilu CD8CD45RO0), biatka w CFS oraz pomiar sity mig$ni

Podsumowujac, w badaniu klinicznym ponownie wykorzystano metody maszynowego
uczenia, ale tym razem statystycy zastosowali klasteryzacj¢ nadzorowang, gdzie pacjentow
podzielono na grupy responder, non-responder oraz null zgodnie z wartoscig wspotczynnika
skali ALSFRS-R, a algorytm wytypowal czynniki predykcyjne z ocenionych w sumie
123 zmiennych. Algorytm wytypowatl 5 takich istotnych zmiennych.
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S. DYSKUSJA

Stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS) to choroba
neurodegeneracyjna os$rodkowego uktadu nerwowego, bardzo trudno rozpoznawalna
szczegblnie na wczesnym etapie. Diagnoza zazwyczaj nastepuje nawet do 16 miesigcy po
wystgpieniu pierwszych objawow. Przyczynag trudnos$ci w rozpoznaniu choroby jest jej
heterogenny przebieg i nieswoiste objawy, pokrywajace si¢ z innymi chorobami
neurodegeneracyjnymi. ALS jest choroba ogodlnoustrojowg 0 zréznicowanym obrazie
klinicznym, m.in. obejmuje objawy niemotoryczne, zmiany w zachowaniu czy pogorszenie
funkcji  poznawczych [16]. Neurodegeneracyjna choroba ALS charakteryzuje sie
postepujacym, bezbolesnym ostabieniem mig$ni spowodowanym $miercia neuronow
ruchowych w mozgu, pniu moézgu i rdzeniu krggowym. Ze wzgledu na poczatkowa lokalizacje
objawéw wyrdznia si¢ dwie postacie choroby: postaé z poczatkowymi objawami
zlokalizowanymi w konczynach — konczynowa (ang. limb onset), stanowigca okoto
3/4 przypadkow ALS, oraz posta¢ z poczatkowymi zaburzeniami mowy 1 polykania —
opuszkowa (ang. bulbar onset), stanowiaca okoto 1/4 przypadkow ALS [47]. W opuszkowym
ALS ostabienie zaczyna si¢ od migéni twarzy, jezyka i gardta, powodujac dyzartri¢, a nastgpnie
dysfagie. Objawy wigkszosCi pacjentow z postaciag konczynowag ALS to ostabienie wokot
jednego obszaru ciata, ktore z czasem rozprzestrzenia si¢ wokot tego samego obszaru, ale po
przeciwnej stronie. Smier¢ z powodu ALS nastepuje zazwyczaj W ciagu 2—4 lat od diagnozy z
powodu niewydolnosci oddechowej [48]. Obecnie nie jest dostepna skuteczna terapia,
podstawa leczenia pozostaje multidyscyplinarno$¢ opieki z naciskiem na wspomaganie funkcji
oddechowych oraz podawanie farmakoterapii opartej na kilku substancjach, ktore w badaniach
klinicznych wykazaty potencjal do nieznacznego spowalniania dynamiki progresji ALS.
Istnieje duze zapotrzebowanie na rozszerzenie diagnostyki klinicznej oraz okreslenie kryteriow
diagnozujacych ALS [3]. Koniecznoscig jest selekcja biomarkerow (diagnostycznych,
prognostycznych, predykcyjnych), ktore przyczynia si¢ do zrozumienia genezy patologicznych
zmian, dynamiki progresji, identyfikacji celow terapeutycznych i poprzez to opracowania
skutecznych terapii [24]. Wytyczne Europejskiej Sieci Referencyjnej ds. chordéb nerwowo-
mig$niowych dotyczace planu leczenia W rozpoznaniu ALS s3 bardzo minimalistyczne.
Glowne zalecenia obejmujg wprowadzenie podstawowego leku riluzol, ktory jest przyjmowany
od chwili rozpoznania do konca zycia. Riluzol to lek szeroko dostepny w leczeniu ALS juz od

lat 90., bedacy antagonista uwalniania glutaminianu. Tymczasowym zaleceniem sg produkty
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lecznicze takie jak edarawon i AMXO0035 (nazwa handlowa Relyvrio). Edarawon to
przeciwutleniacz o funkcji ochronnej neuronow przed stresem oksydacyjnym poprzez
wymiatanie wolnych rodnikéw powodujgcych uszkodzenia komorek. AMX0035 to doustna
mieszanka dwoch substancji czynnych: fenylomaslanu sodu i taurursodiolu, dla ktorych
doktadny mechanizm dziatania tej kombinacji preparatoéw nie jest znany, ale doniesienia na
podstawie badan przedklinicznych sugeruja, ze oba leki zapobiegajg tworzeniu
nieprawidlowosci w faldowaniu biatek, a takze obnizajg stres retikulum endoplazmatycznego
[49][50]. Terapie komérkowe mogg stanowi¢ wazne I alternatywne podej$cie W poréwnaniu Z
klasyczna terapia farmakologiczna — poprzez uwolnienie czynnikow zapewniajacych dziatanie
neuroprotekcyjne oraz modulowanie szlakow przekazywania sygnatow czy stanu zapalnego
[20]. Mezenchymalne komorki stromalne (MSC), odkryte ponad 50 lat temu, sa jednym z
najczesciej badanych potencjalnych produktéw komoérkowych zaréwno przez Srodowisko
akademickie, jak i firmy biotechnologiczne ze wzgledu na ich potencjal wlasciwosci
immunomodulujgcych i w przypadku niektorych tkanek potencjal regeneracyjny. Chociaz dane
przedkliniczne wykazaty wstepna skuteczno$¢ MSC jako potencjalnego leku w ALS, to wyniki
przeprowadzonych badan klinicznych nie byly jednoznaczne. Wykorzystanie MSC jako
metody terapeutycznej poprawiajacej jako$¢ zycia osob cierpigcych na choroby, w ktorej
standard opieki jest nizszy od optymalnego lub przestaje by¢ skuteczny, pozostaje jedng z opcji
[40]. Wedtlug opracowania zespotu Fernandeza-Garzy do kwietnia 2023 roku w badaniach
Klinicznych z wykorzystaniem MSC zarejestrowanych byto 1120 pacjentow cierpigcych na
ALS, a agencje regulatorowe zajmujace si¢ komercjalizacjg terapii opartych na komoérkach
MSC wydaly zgodg¢ na 12 rodzajow terapii. Wart podkreslenia jest fakt, ze 9 z 12 terapeutykoéw
opartych na MSC to produkty pochodzace z Azji, z wyraznym trendem przewazajacym Zz
Republiki Korei [51], dlatego nalezy podchodzi¢ ze zwigkszong ostroznoscig do takich
doniesien. Jednym z przykladéw terapii komodrkowej w ALS koreanskiej firmy
biotechnologiczne) CORESTEM jest produkt NeuroNata-R (lenzumestrocel). Preparat zostat
zatwierdzony jako lek sierocy do leczenia ALS przez Ministerstwo Bezpieczefhstwa Zywnosci
i Lekow (ang. Ministry of Food and Drug Safety of the Republic of Korea, MFDS) w Korei
Potudniowej w 2014 roku oceniany w badaniu klinicznym 11 fazy (NCT04745299) w celu
potwierdzenia bezpieczenstwa i skutecznosci. NeuroNata-R opiera si¢ na autologicznych
mezenchymalnych komoérkach stromalnych (MSC) pochodzacych ze szpiku kostnego. Terapia
zaktada pobranie szpiku kostnego od pacjenta, nastepnie izolacje i ekspansj¢ komérek MSC.
Ostatecznie autologicznym produktem sa ekspandowane komodrki MSC ze szpiku kostnego

zawieszone w plynie mozgowo-rdzeniowym i wstrzyknigte dooponowo. Lek NeuroNata-R

167



opisywany jest jako lek o dziataniu neuroprotekcyjnym, tagodzacym progresje stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS) poprzez przedtuzenie prawidtowej funkcji nerwu ruchowego
dzieki swemu dziataniu przeciwzapalnemu i immunomodulujgcemu [52]. W przypadku Europy
przetomem w dziedzinie terapii komérkami MSC byt rok 2018, kiedy to nastgpito pierwsze
dopuszczenie do obrotu przez Europejska Agencje Lekow (EMA) terapii allogenicznymi
komorkami  macierzystymi. ~ Zezwolenie  dotyczy  zastosowania  allogenicznych
mezenchymalnych komoérek stromalnych pochodzacych z tkanki tluszczowej do leczenia
przetoki okotoodbytniczej W chorobie Lesniowskiego-Crohna [53] [54]. Niestety w
pazdzierniku 2023 roku firma Tekada wydata o$wiadczenie na temat preparatu Alofisel
(ludzkie allogeniczne mezenchymalne komarki pobrane z tkanki ttuszczowej 0s6b dorostych),
wskazanego W leczeniu ztozonych przetok okotoodbytniczych u dorostych pacjentow
Z postacig nieaktywna/tagodng choroby Les$niowskiego-Crohna, ,,0 zakonczeniu badania
I11 fazy, oceniajacej skuteczno$¢ i bezpieczenstwo, W ktorym to nie osiggnat gtownego punktu
koncowego, jakim byta remisja po 24 tygodniach”.

Mimo wielu zalet zastosowania autologicznych terapii komorkowych, takich jak: niskie
ryzyko odrzucenia czy wywotanie odpowiedzi immunologicznej oraz mniejsze ryzyko infekcji
wirusowych, w ostatecznym rozrachunku terapie autologiczne sg kosztowne, czasochtonne i w
niektorych przypadkach mogg by¢ nieskuteczne, zwlaszcza u pacjentow przewlekle chorych z
potencjalnie obnizong jakoscig komorek lub przeciwskazaniem do przeprowadzenia zabiegu
pozyskujacego komorki, np. pobranie szpiku kostnego czy ttuszczu. Allogeniczna terapia
komorkowa rowniez wigze si¢ Zz pewnymi ograniczeniami, w tym mozliwoscig ekspozycji
biorcy na obce antygeny, ktore moga wywola¢ niepozadang odpowiedz immunologiczna,
prowadzac do odrzutu. Ograniczenia te mozna zminimalizowa¢ poprzez doktadne badanie
dawcow. Wowczas allogeniczna terapia komorkowa wykazuje wiele zalet i przewag nad terapia
opartg na komorkach autologicznych. Naleza do nich tatwa dostgpnos$¢ (ang. off-the-shelf) czy
mozliwo$¢ unifikacji i dopasowania oraz wigkszy potencjat proliferacyjny komoérek pobranych
od zdrowych dawcow [55]. Terapie komoérkowe sa dzi§ jedng z eksperymentalnych opcji
terapeutycznych, a w przysztosSci maja potencjal stanowi¢ podstawe opracowania
nowoczesnych strategii modyfikacji przebiegu choroby u pacjentéw z ALS. Mechanizmy
stojace za ALS nie sa do konca poznane, a najnowsze badania skupiajg si¢ na dysfunkcji uktadu
immunologicznego i wzmozonej i nieprawidtowej aktywacji mikrogleju. Dodatkowo przebieg
choroby ALS moze by¢ powigzany ze zmienionym stgzeniem cytokin i czynnikow wzrostu W
osoczu lub ptynie mézgowo-rdzeniowym. Komorki MSC precyzyjnie zostaty zdefiniowane po

raz pierwszy w 2006 roku przez Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowej (ISCT);
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charakteryzuja si¢ niska immunogennos$cia, umozliwiajac ich zastosowanie W uktadzie
allogenicznym. Galareta Whartona sznura pgpowiny stanowi jedno ze zrodet pozyskiwania
MSC i w poréwnaniu np. Z inwazyjng procedurg pobrania szpiku kostnego wykazuje fatwos¢
uzyskania.

Rozprawa doktorska skupia si¢ na opracowaniu produktu leczniczego terapii
zaawansowanej (allogenicznego produktu leczniczego, zaklasyfikowanego do somatycznej
terapii komorkowej) skierowanej do pacjentow ze stwardnieniem zanikowym bocznym
zrealizowanej w ramach Projektu Ministerstwa Edukacji i Nauki ,,Doktorat wdrozeniowy”.
Substancja aktywna (ang. active pharmaceutical ingredient, API) dla produktu leczniczego
terapii zaawansowanej (ang. advanced therapy medicinal products, ATMP) sa mezenchymalne
komorki stromalne wyizolowane z galarety Whartona (WJ-MSC). Cel niniejszej rozprawy
opierat si¢ na dwoch gtownych filarach. Pierwszym byto przygotowanie banku produktow
komorkowych WJ-MSC zgodnie z obowigzujagcymi normami CGMP, przeprowadzenie
rozszerzonej charakterystyki banku produktow komoérkowych WJ-MSC oraz ich podziatl na
Klastry terapeutyczne przy uzyciu algorytméw bioinformatycznych. Jest to odpowiedz na liczne
doniesienia dotyczgace braku standaryzacji produktow ATMP i braku jednoznacznych wynikoéw
wielu badan klinicznych tych produktéw. O zmiennosci 1 heterogenicznos$ci
wykorzystywanych produktéw komodrkowych i niespojnosci w odpowiedzi terapeutycznej juz
od dawna komunikuje FDA [56]. Odpowiadajac na zapotrzebowanie, badania przeprowadzone
w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu analize serii produktéw komorkowych WJ-MSC
od réznych dawcoéw na podstawie rozszerzonej charakterystyki, wzmocnienie procesu,
ograniczajac heteregenno$¢ dawcoéw. Jest to rowniez wazny element W konteks$cie terapii
allogenicznych i wyboru jak najlepszych produktow komoérkowych, charakteryzujacych sig
wlasciwos$ciami immunomodulujacymi. Wytyczne ISCT opisujace komorki MSC nie petnig
funkcji predyktorow skutecznosci odpowiedzi terapeutycznej, ajedynie pozwalaja w
ograniczony sposob okreslic tozsamo$¢ komorek [57]. Zastosowanie w niniejszej pracy
dodatkowych oznaczen i testow potwierdzajacych zmienno$¢ wsrod dawcoOw komorek jest
krokiem do standaryzacji produktéw komorkowych ATMP eliminujagcym rdéznice migdzy
dawcami czy seriami produktow. Uzycie algorytmow bioinformatycznych pozwolito na
identyfikacje krytycznych zmiennych umozliwiajacych klasteryzacje produktow opartych na
komorkach MSC, pozwalajac na selekcje BPL 0 zblizonej aktywnosci biologicznej. Cel filaru
drugiego byt realizowany poprzez zaplanowanie czynnikow predykcyjnych przy ocenie
pacjentow W badaniu klinicznym o akronimie ALSTEM, dla ktérych badanym produktem

leczniczym byty allogeniczne komorki WJ-MSC. Identyfikacja czynnikéw predykcyjnych
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umozliwila ocene potencjalnej skutecznos$ci terapii komorkowej WI-MSC, réwniez przy
uzyciu algorytméw bioinformatycznych.

Widocznie rosngcy potencjat terapii zaawansowanych znalazl odzwierciedlenie
w prawodawstwie europejskim — Rozporzadzeniu (WE) nr 1394/2007 Parlamentu
Europejskiego i Rady w sprawie produktéw leczniczych terapii zaawansowanej i zmieniajagcym
dyrektywe 2001/83/WE oraz rozporzadzenie (WE) nr 726/2004 [39] — ktore zapewnia wspolne
ramy wprowadzania do obrotu produktow leczniczych terapii zaawansowanej (ATMP).
Ponadto Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines Agency, EMA) powotata
Komitet ds. Terapii Zaawansowanych (ang. Committee for Advanced Therapies, CAT), ktory
jest odpowiedzialny za bezposrednie monitorowanie rynku oraz wydawanie opinii naukowych
w sprawie jako$ci, bezpieczenstwa i skutecznosci nowych produktow leczniczych terapii
zaawansowanej. W Polsce rejestr wytworcow produktow leczniczych prowadzi Gtowny
Inspektorat Farmaceutyczny (GIF). Polski Bank Komorek Macierzystych posiada pozwolenie
GIF o nr GIF-IW-400/WTC0436/01/41/UA2/14 na wytworzenie allogenicznego produktu
ATMP z komorek mezenchymalnych (MSC) z galarety Whartona sznura pgpowinowego
przeznaczonego do zastosowan klinicznych.

Podczas realizacji niniejszej pracy fragmenty sznura pgpowinowego pobierano po
uzyskaniu $wiadomej zgody rodzicow, a nast¢pnie transportowano w odpowiednich warunkach
do laboratorium Wytworni Farmaceutycznej PBKM. Kwalifikacja tkanki jako materiatu
wyjsciowego wymagata udzielenia pelnych odpowiedzi na kwestionariusz medyczny oraz
pobrania probki krwi obwodowej w kierunku oceny czynnikow zakaznych. Na podstawie
dokumentacji dawcy oraz wynikéw badan laboratoryjnych kwalifikacja materialu byta
okreslona przez Dyrektora Medycznego PBKM. Probki osocza krwi matki zostaly
zarchiwizowane do celow przysztych badan. Pobieranie probek od dawcow i badania
przesiewowe (kwestionariusz stanu zdrowia) sa przeprowadzane zgodnie z zatacznikiem II do
dyrektywy 2006/17/WE [58]. Nalezy podkresli¢, ze statystycznie zaledwie 10-25% pobranych
probek kwalifikuje si¢ do etapu przetworzenia i izolacji komorek WJ-MSC zgodnie z zasadami
Dobrej Praktyki Produkcyjnej (GMP). Produkcja konczy sie formulacjg i kriokonserwacja
produktu komoérkowego W obecnosci krioprotektantu w postaci roztworu sulfotlenku dimetylu
(DMSO). W procesie produkcyjnym od pobrania fragmentu tkanki pegpowinowej do momentu
wydania produktu koncowego nie sg wykorzystywane zadne surowce pochodzenia
zwierzgcego. W czasie hodowli pierwotnej, metoda eksplantatow, a nastgpnie podczas
produkcji pobrane zostaja probki w celu okreslenia obecnosci zanieczyszczen bakteryjnych i

grzybiczych, a takze obecnosci mykoplazmy i endotoksyn. Zwolnienie produktu koncowego
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nastepuje na podstawie proby referencyjnej produktu koncowego, z ktorej po rozmrozeniu
zaktadana jest hodowla. Hodowla referencyjna jest zrédtem materialu do ostatecznego
potwierdzenia jatowosci produktu, funkcjonalnosci (liczba i zywotnos¢ komorek, zdolnosé
adherencji) oraz potwierdzenia immunofenotypu charakterystycznego dla komorek WJ-MSC
zgodnie z wytycznymi ISCT. Sztandarowymi i klasyfikujacymi cechami komérek MSC wedlug
ISCT, niezaleznie od pochodzenia i sposobu izolowania, jest zdolno$¢ przyczepiania si¢ do
plastiku. Ich morfologia zblizona jest do fibroblastow oraz posiadaja wspolne z nimi
wilasciwosci, takie jak ekspresja CD105, CD73 i CD90 przy braku CD11b lub CD14, CD19,
CD34, CD45, CD79 i antygenu ukladu zgodnosci tkankowej klasy II (HLA-DR)
[59][60][61][62][63][64]. W przypadku jakichkolwiek nieprawidtowosci w testach zgodnych z
wytycznymi ISCT dla koncowego produktu komorkowego produkt zostat zdyskwalifikowany.
Na tej podstawie z wytworzonych produktow komoérkowych WJ-MSC zwolniono produkty
wytworzone od 14 dawcow. Gtownym problemem terapii komorkowej jest nieadekwatna do
wlasciwosci terapeutycznych charakterystyka produktu oraz rozbiezno$¢ skutecznos$ci in vivo
[59]. Wytyczne ISCT opieraja si¢ na zdolnosci adherencji komoérek do plastiku, obecnosci
specyficznych antygenow, takich jak CD90, CD73 i CD105, wraz z brakiem markerow uktadu
krwiotworczego 1 odpornosciowego (CD45, CD34, CD14 lub CDI1b, CD79a, CD19)
I antygenodw powierzchniowych HLA-DR, jak réwniez na nadaniu tozsamosci dla komorek
macierzystych posiadajacych zdolno$¢ rdéznicowania si¢ w osteoblasty, chondrocyty
i adipocyty. Powszechnie akceptowane wytyczne Towarzystwa ISCT ostatecznie nie
gwarantujg powtarzalnosci wiasciwosci produktow MSC ani ich skutecznosci. Nalezy
podkresli¢, ze produkty komdérkowe MSC wykazuja znaczng heterogeniczno$¢ pod wzglgdem
dynamiki proliferacji, klonogennosci, wydzielanych czynnikow (sekretomu) czy potencjatu do
roznicowania. Ta heterogenno$¢ nie jest brana pod uwage w rutynowej charakterystyce
komorek, a tym bardziej przy zwolnieniu produktu komérkowego [65]. Produkty wytworzone
od 14 r6znych dawcow zostaty zwolnione, wiec spetnity specyfikacje produktu koncowego
(tabela 3), co znaczy, ze byly jalowe, wolne od mykoplazm oraz endotoksyn, a takze spetnity
limity poziomu ponizej 5% dla charakterystycznych markerow komorek hematopoetycznych
oraz powyzej 70% dla charakterystycznych markerow MSC. Warto podkresli¢, ze kryteria na
podstawie zwolnienia nie wykazaty zadnych zré6znicowan wsrdod dawcow. Rdznice, ktore majg
udowodniony wplyw na produkt komorkowy, to stosowane podioza hodowlane
0 zréznicowanym sktadzie, W szczego6lnosci ich suplementacja, gesto§¢ wysiewu komorek,
liczba pasazy lub czas trwania hodowli, a nawet sposob zamrazania [66]. To, ze rdznice

wynikajace z ekspansji komorek WJ-MSC w r6znych mediach hodowlanych maja wpltyw na
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zdolno$ci wydzielnicze, zauwazono przy projektowaniu testu sprawdzajacego zdolnosci
immunomodulujagce komoérek WIJ-MSC opartego na kohodowli (wyniki wlasne
niezamieszczone w rozprawie doktorskiej). W celu sprawdzenia wptywu medium do ekspansji
limfocytéw na zywotno$¢ i liczbe komérek WJ-MSC zatozono kontrole WJ-MSC w medium
ImmunoCult™-XF T Cell Expansion Medium (StemCell Technologies) + 1% (obj./obj.)
Antybiotyk/Antymykotyk (Gibco) + 56 Ul/ml ludzkiej IL-2 IS klasy premium (Miltenyi
Biotec) + roztwor fibronektyny (Biological Industries) oraz przeznaczonym do MSC NutriStem
XF (basal medium + suplement + roztwoér fibronektyny, Biological Industries). Istotne rdéznice
wykazano poprzez zwigkszone wydzielanie przez WJ-MSC: HGF, MCP-1, IL-8, IL-6, TGF-
B2 w medium przeznaczonym do ekspansji limfocytow oraz zmniejszenie wydzielania dla
BDNF i TGF-B1 w poroéwnaniu ze zdolno$cig wydzielnicza w medium przeznaczonym do
komorek MSC. W przypadku FGF-2 komoérki WJ-MSC hodowane w medium przeznaczonym
dla MSC nie wydzielaly tego czynnika wcale, a wydzielaty w hodowli w medium do
limfocytow. Istniejg rdéznice W protokotach zamrazania komorek w rdéznych obszarach
produkcyjnych i pomimo utrzymywania podstawowych parametrow ISCT po rozmrozeniu
komoérek — potencjal immunomodulacyjny komodrek moze zmniejszy¢ si¢ nawet 0 50%. Ze
wzgledu na rézne zdolnosci immunomodulacyjne MSC maja one rézny wptyw na hamowanie
odpowiedzi komoérek limfocytéw T, dojrzewanie komorek prezentujacych antygen,
cytotoksyczno$¢ spoczynkowych komorek NK, réznicowanie monocytow W niedojrzate
komorki dendrytyczne czy sekretom MSC (zwigkszenie produkcji PGE2, TGF-B i IL-10), ktory
pomaga w indukowaniu i réznicowaniu komorek w regulatorowe komorki T (T-reg) [40].
Dlatego gtownym problemem w dziedzinie terapii komorkowych jest brak standaryzacji
protokotu wytwarzania produktu komérkowego. Wytwoércy prawdopodobnie nie zoptymalizuja
protokotu izolacji i wytwarzania produktu komorkowego opartego na MSC. Odpowiedzia na
potrzebg opracowania bardziej rygorystycznego sposobu charakteryzowania MSC pod katem
jakosci, bezpieczenstwa i skuteczno$ci produktow MSC jest sposob klasyfikacji komoérek MSC
0 zblizonych wiasciwosciach biologicznych. W niniejszej pracy przedstawiono sposob ich
podziatu na klastry terapeutyczne w celu wyeliminowania zmienno$ci partii. Zatozeniem byto,
iz klastry terapeutyczne pomoga zmniejszy¢ obserwowang zmienno$¢ pomiedzy
wytworzonymi produktami komoérkowym, a takze W przysztosci potencjalnie umozliwig
predykcije skutecznosci terapii in vivo. W celu przyporzadkowania komorkowego produktu
leczniczego do danego klastra z probki referencyjnej zwalnianego produktu leczniczego — po
rozmrozeniu probki wykonano dodatkowe badania: nieklasyczny panel cytometryczny z

dodatkowymi markerami takimi jak CD119, CD200, CD120b, CD72, CD273, CD274, CD39,
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HO-1, test jednostek tworzacych kolonie (CFU), ekspresje wybranych gendéw na podstawie
przeprowadzonego testu bezpieczenstwa molekularnego (zgloszenie patentowe nr P.433374 pt.
Zastosowanie zestawu genow do okreslania potencjalu teratogennego komorek
mezenchymalnych, ktore uzyskato patent 2 sierpnia 2022 roku), analiz¢ sekretomu oraz test
kohodowli produktu komérkowego WJ-MSC z MNC (komorki jednojadrzaste) od zdrowego
dawcy, charakteryzujacy  zdolno$ci  immunomodulujagce  produktu.  Rozszerzona
charakterystyka reprezentatywnych serii produktéw od 14 réznych dawcow rozpoczeta sie od
testu klonogennosci (CFU). Mimo zwolnienia wszystkich serii produktow komoérkowych do
obrotu test CFU (ryc. 14) wykazal, ze nie wszystkie linie posiadaja zdolno$¢ tworzenia kolonii,
a sredni procent CFU dla pozostatych linii wynosit 13 + 0,04%. Wynik ten jest zblizony do
dostepnych w literaturze danych przedstawiajacych ,,zdolno§¢ klonogenng WJ-MSC na
poziomie 11%”. Wynik CFU moze by¢ zalezny od zrodia, skad izolowane sa komorki MSC
(galareta Whartona, szpik kostny), a nawet pasazu, na ktorym komorki zostaty zamrozone [67].
W kolejnym kroku przeprowadzono analiz¢ fenotypu nieklasycznego, sktadajaca si¢ na panel
pozwalajacy oznaczy¢ markery dla CD119, CD120b, CD72, CD200, CD273, CD274, CD39
oraz HO-1. Markery majace zwigzek z okresleniem wilasnosci immunomodulujacych komorek
MSC zostaty wybrane na podstawie dostepnej literatury. Produkty komoérkowe w zaleznosci od
dawcy majg roézny rozktad procentowy wybranych markeréw w fenotypie nieklasycznym.
Wedtug pracy Dondersa i wsp. dodatni CD200 na komoérkach MSC wyizolowanych z aspiratu
szpiku kostnego korelowal pozytywnie z wigkszg zdolnoscia CFU oraz z wigkszym
potencjatem immunomodulujacym komoérek MSC. Wyniki przedstawione W pracy poroéwnaty
procent markera CD200 na komérkach WJ-MSC (88,4-4,6%) i BM-MSC (50,9-13,4%) [68].
Niska ekspresjg CD200 (12—14%) charakteryzowaty sie linie ALS393 oraz ALS439 (ryc. 16).
Zaleznosci tej nie potwierdzono w przypadku CFU i linii majacej wynik negatywny tego testu
(ryc. 14). Jednak linie cechujace si¢ niskg ekspresja CD200 rowniez uplasowaty sie w dolnej
granicy CFU. Przy $rednim CFU 13 + 0,04% wynik dla linii ALS393 wyniost 10 + 1%,
ALS439: 7 + 2%, przy czym najwyzszy wynik CFU, ok. 19%, miaty linie ALS410 oraz
ALS414, a ich procent CD200 wynosit odpowiednio: 88 i 48. Sredni wynik CD200 dla
wszystkich linii to 56 + 25%. W przypadku zdolno$ci immunomodulujacych ocenianych przez
test kohodowli linie o niskiej ekspresji CD200 (ryc. 16) byty w grupie, ktéra nie wykazata
obnizenia zywotnosci komorek MNC w kohodowli (ryc. 20), co moze $wiadczy¢ o ich niskiej
zdolnosci immunomodulujacej. WJ-MSC rowniez W zaleznosci od dawcy wyrazaja na
powierzchni komoérki marker CD39 i CD73. Funkcja CD39 jest katabolizm ATP (adenozyno-
5'-trifosforan) do AMP (adenozyno-5'-monofosforan), a w przypadku CD73 — katabolizm AMP
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do adenozyny. Pozakomérkowe ATP ma dziatanie silnie prozapalne, podczas gdy adenozyna
dziata przeciwzapalnie. Zatem im wigkszy procent CD39 i CD73 na komérkach WJ-MSC, tym
wigksza ich zdolno$¢ do rozszczepiania zewngtrzkomorkowego ATP do adenozyny poprzez
przetaczenie profilu prozapalnego na przeciwzapalny. Dodatkowo CD39 na powierzchni
komorek MSC indukujg komorki Treg [69][70]. O ile marker CD73 nalezy do klasycznego
fenotypu MSC i jego obecnosc¢ jest powszechna na powierzchni charakteryzowanych linii WJ-
MSC ($rednio 98 + 1%) (ryc. 13), co spetnia kryterium ISCT: CD73 > 95% [71], to Srednia
ekspresja CD39 (11,74%) (ryc. 17) wsrod charakteryzowanych linii WJ-MSC wykazuje
wicksze SD (£7,8%). Literatura potwierdza rézny rozklad procentowy markera CD39 na
komoérkach MSC — od jego braku, po zwigkszajacy si¢ procent, korelujacy ze zdolnoscia
immunosupresyjng komorek MSC [72][70]. Pozadany i pozytywny efekt w hamowaniu
odpowiedzi zapalnej obserwowano takze przy obecnos$ci czynnika HO-1. HO-1 indukowany
jest przez stres oksydacyjny i cytokiny zapalne, jednak dzigki swoim wlasciwosciom
przeciwutleniajgcym moze hamowac apoptoze komorek. Chen X. i wsp. w modelu in vitro
wykazali, ze szczurze komorki MSC transdukowane lentiwirusem zapewniajacym ekspresje
HO-1 cechowaly si¢ zwigkszong zdolnoscig do wyciszania zaindukowanych uszkodzen
zapalnych [73]. Analiza cytometryczna w badaniach objetych niniejszg rozprawg doktorska dla
$redniego procenta markera HO-1 na komérkach WJ-MSC od 14 ré6znych dawcow wykazata
7,5 + 5,3% (ryc. 17). W literaturze naukowej brak jest doktadnych danych procentowych dla
markera HO-1 na komorkach WJ-MSC, jednak naukowcy tak samo jak w przypadku komorek
szczurzych starajg si¢ zwigkszy¢ potencjal terapeutyczny MSC, wzmacniajac obecnos¢ HO-1
w komorkach. Nadekspresje uzyskuja, stosujac modyfikacje genetyczne lub kondycjonowanie
komorek MSC dodajac do medium hodowlanego IFN-y, czyli poprzez ich ekspansje w
warunkach prozapalnych [74]. Co ciekawe, Yang Y. i wsp. wykazali terapeutyczne dziatanie
komorek MSC z nadekspresja HO-1, skutecznie regulujac polaryzacje mikrogleju w
mikrosrodowisku tkankowym podczas stanu zapalnego, co jest pozadane w leczeniu choroby
ALS [75]. Roéwniez opis patentowy o numerze CA2876499A1 ujawnia zastosowanie
rozszerzonego panelu sktadajacego si¢ z ponad 20 markerow (m.in. CD73, CD90, CD105,
CD146, CD166, CD44, CD13, CD29, CD54, CD49E, CD45, CD34, CD31, SSEA4, OCT4,
NANOG, TRA-1-60) do oceny hES-MSC (ang. human embryonic stem cell-derived
mesenchymal stroma cells) wytworzonych zgodnie z wymogami standardow produktow
leczniczych terapii zaawansowanej przeznaczonych do terapii chorob autoimmunologicznych,
W szczegodlnosci stwardnienia rozsianego. Autorzy przyznaja, ze ograniczone zrodla i

zmienno$¢ biologiczna ludzkich tkanek od roéznych dawcow ograniczajg badania |
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zastosowanie MSC, uniemozliwiaja standaryzacj¢ MSC jako produktu terapeutycznego do
zastosowania klinicznego na wigksza skalg. Dodatkowo MSC pochodzace z tkanek dorostych
sg wysoce heterogennymi populacjami komorek i by¢ moze tylko czes¢ komoérek wywiera
dziatanie immunomodulujgce [76]. Powyzsze doniesienia publikacyjne, jak rowniez wyniki
uzyskane w pracy potwierdzajg zmiennos$¢ biologiczng komérek MSC izolowanych od réznych
dawcow, jak tez potrzebg wprowadzenia dodatkowych narzgdzi klasteryzujacych produkty
komoérkowe 0 zblizonych wilasciwosciach terapeutycznych. Jako ze produkt jest oparty na
komorkach multipotencjalnych, wazne jest, by mozliwie wiarygodnie potwierdzi¢ jego
bezpieczenstwo I oceni¢ potencjat do niekontrolowanego rozrostu. Dlatego kolejnym etapem
rozszerzonej charakterystyki byta analiza molekularna i ocena bezpieczenstwa linii WJ-MSC
pod katem ekspresji kluczowych genow wedtug patentu PL 241520 B1 Zastosowanie panelu
genoéw do okreSlania potencjatu teratogennego komorek mezenchymalnych i pochodzenia
perinatalnego, opracowanego w laboratorium badawczo-rozwojowym PBKM [42]. Glownym
celem tego testu bylto zbadanie zbiezno$ci W ekspresji genow W produktach komorkowych WJ-
MSC przeznaczonych do badania klinicznego ALSTEM wzglgdem oznaczonych w PBKM linii
kontrolnych WJ-MSC oraz linii pluripotencjalnych i nowotworowych. Badane ro6znice w
ekspresji gendw oparto na stworzonym ,,panelu genetycznym”, majacym stuzy¢ molekularnej
ocenie bezpieczenstwa linii mezenchymalnych komoérek stromalnych pochodzacych z galarety
Whartona (WJ-MSC). Zastosowana metoda analizy wykorzystuje lancuchowa reakcje
polimerazy w czasie rzeczywistym (gQRT-PCR) do oceny ekspresji wyselekcjonowanych
charakterystycznych markerow genetycznych dla linii: WJ-MSC, pluripotencjalnych, ludzkich
indukowanych komorek macierzystych (hIPS) oraz nowotworowych pochodzenia
endodermalnego, mezodermalnego i ektodermalnego. Dzieki zaprojektowanemu w tym celu
panelowi mozliwa jest posrednia ocena bezpieczenstwa badanych linii WJ-MSC w kontekscie
ich potencjalnie onkogennego profilu ekspresji. Linie WJ-MSC na podstawie przeprowadzonej
analizy molekularnej charakteryzowaty si¢ profilem ekspresji zbieznym z grupa referencyjna
WJ-MSC (ryc. 18A). Linie te wykazuja bardzo niskg ekspresj¢ genow pluripotencji (ryc. 18B).
Dodatkowo linie te nie wykazuja profilu ekspresji zgodnego z referencyjng grupa
nowotworowag W panelu ektodermalnym, mezodermalnym i endodermalnym, potwierdzajac, ze
badane populacje nie posiadaja cech (na poziomie molekularnym) typowych dla linii
nowotworowych (ryc. 18A). Kolejny krok rozszerzonej charakterystyki obejmowat analizy
sekretomu linii WJ-MSC, ktore wykazaly rozny poziom wydzielania BDNF, HGF, IL-6, IL-8,
MCP1, RANTES, TGFb1, TGFb2 w zaleznosci od dawcy (ryc. 19), co potwierdza rowniez

obserwacje innych autoréw [40][53][77] dotyczace zmiennosSci biologicznej. Jak wskazujg
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obserwacje dokonane przy okazji opracowywania testu kohodowli, profil wydzielniczy MSC
jest powigzany 1 zalezny od mikrosrodowiska, w ktérym znajduja si¢ komorki MSC, a w
przypadku grupy badawczej Sykova E. moga np. wydziela¢ neuroprotekcyjne czynniki wzrostu
(np. GDNF, BDNF, VEGF, IGF-1 czy NGF) w tkance nerwowej, chronigc neurony, komorki
glejowe czy potaczenia nerwowo-migsniowe [29]. W profilu wydzielniczym zaobserwowano
istotng negatywna korelacje dla TGF-B2 i HGF, a pozytywna dla HGF i MCP1 oraz RANTES
i MCP-1. Powszechnie uznane jest, ze dziatanie terapeutyczne MSC zalezy od ich zdolnos$ci do
wydzielania czynnikoOw przeciwzapalnych | immunomodulujacych. Jednym z rozwigzan na
zmienno$¢ W sekretomie pod wzgledem dawcow 1 zrodet pochodzenia jest tzw. priming
cytokinowy. Wykazano, ze priming komorek MSC koktajlem prozapalnych cytokin IFN-y oraz
TNF-a skutkowat wyrownaniem zdolnosci immunomodulujacych w Kierunku immunosupresji
wsrod dawcow [68].

Pozytywny efekt komorkowej terapii MSC wigze si¢ raczej z ich wlasciwosciami
adjuwantowymi i dziataniem parakrynnym niz z bezposrednim kontaktem , komorka—
komorka”. W tym celu zaprojektowano i dobrano parametry kohodowli posredniej komorek
WJ-MSC oraz komoérek jednojadrzastych krwi obowodowej zdrowego dawcy
(ang. mononuclear cell, MNC) (ryc. 9). Uzyskane wyniki pozwolity okresli¢ zmiang
liczby/zywotnosci komoérek MNC, subpopulacji limfocytow oraz charakterystycznych
markerow aktywacji. Ponownie podczas przeprowadzania rozszerzonej charakterystyki 14 linii
warto$§¢ zmienna danego parametru byla rézna w zaleznosci od dawcy. Wiekszos¢ linii WJ-
MSC wykazata wzrost odesetka komorek Th (ryc. 25) i spadek Tc (ryc. 26) w kohodowli. W
przypadku subpopulacji komoérek Thl (ryc. 32) i Thl7 (ryc. 34) tylko cz¢$¢ linii wykazata
pozadany spadek ich liczb. Wptyw kohodowli na subpopulacj¢ Th2 (ryc. 33) potwierdzit jej
wzrost dla wszystkich linii WJ-MSC. Nie zaobserwowano wzrostu subpopulacji komoérek T-
reg (ryc. 31) w kohodowli z Zadng z linii WJ-MSC. Przyczynag braku wzrostu odsetka
limfocytow Treg moze by¢ kohodowla posrednia z uzyciem insertu, a nie bezposrednia,
umozliwiajgca kontakt ,, komorka—komorka” [78]. Tym bardziej ze w kohodowli obserwujemy
wzrost subpopulacji komoérek Th (naiwnych) (ryc. 27) dla wigkszo$ci linii, a Cytoking
niezbedng do roznicowania naiwnych limfocytow Th do komorek T-reg (CD4+CD25+Foxp3+)
jest TGF-B [79], ktorej wydzielanie potwierdzono dla wigkszosci charakteryzowanych linii WJ-
MSC (ryc. 19). Komoérki MSC hamujg proliferacje oraz aktywacj¢ komoérek NK (ryc. 23) oraz
NKT (ryc. 24) [69]. W tescie kohodowli dla linii WJ-MSC w przypadku subpopulacji NK
obserwowano podobny efekt na podstawie uzyskanej warto$ci zmiennej. Bardzo waznym

elementem do obserwacji w przypadku testu kohodowli jest profil aktywacji komérek MNC na
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podstawie markerow CD69 oraz CD25 na komoérkach Th i Tc. Zaobserwowano pozytywny
efekt wyciszenia aktywacji wczesnej (CD69+CD25-) na komodrkach Th w wigkszosSci
kohodowli z liniami WJ-MSC (ryc. 35). W przypadku aktywacji wlasciwej (CD69+CD25+)
(ryc. 36) oraz pdznej (CD69-CD26+) (ryc. 37) immunomodulacja miata rézny skutek w
zaleznosci od dawcy.

Rozszerzona charakterystyka i uzyskane wyniki w niniejszej pracy doktorskiej
potwierdzity roznice w liniach WJ-MSC w zaleznosci od dawcy, pozwolity stworzy¢ algorytm
przyporzadkowujacy dang seri¢ produktow komorkowych (WJ-MSC) do trzech
samodefiniujacych si¢ na podstawie analizy PCA klastrow (ryc. 44). Idea zaproponowanego
podejscia byto zatozenie, ze Serie produktow komorkowych przypisane do wyznaczonych
klastrow na podstawie stworzonego algorytmu begda charakteryzowac si¢ podobng aktywnoscia
biologiczng. Wszystkie zebrane dane, obejmujace wyniki z fenotypu klasycznego
I nieklasycznego komorek WIJ-MSC, test CFU, poziom ekspresji na podstawie testu
bezpieczenstwa molekularnego, sekretom komorek WJ-MSC oraz 24 wartosci zmienne dla
testu kohodowli, a w ogdlnym podsumowaniu rozszerzonej charakterystyki 58 zmienne,
okreslity za pomoca metod statystycznych i przeprowadzenia klasteryzacji nienadzorowanej
podziat linii WJ-MSC na trzy grupy. Opracowany algorytm pozwolil na scharakteryzowanie
trzech klastrow dla produktow linii WJ-MSC do badania klinicznego ALSTEM na podstawie
pieciu istotnych parametrow (poziom markera HO-1 na komérkach WJ-MSC, poziom zmiany
ekspresji POUSF1 (OCT3/4) oraz wybrane warto$ci zmienne komérek MNC (limfocyty Th,
limfocyty Th naiwne, aktywacja wczesna na limfocytach Th) jako zbioru wejsciowego dla
klasyfikatora (ryc. 47).

Linie WJ-MSC zaklasyfikowano do jednego z trzech klastrow, ktorych nazwy zostaty
zaproponowane na podstawie charakterystycznego profilu warto$ci parametrow kluczowych
dla przeprowadzenia grupowania.

KLASTER 1 (..klaster proregeneracyjny”) — charakteryzuje si¢ wysoka wartoscig

POUS5F1(OCT3/4) oraz wynikiem testu kohodowli o niskiej wartosci Th i wysokiej dodatniej
warto$ci zmiennej subpopulacji komorek Th naiwnych oraz najnizszym spadkiem aktywacji
wczesnej na limfocytach Th (ThCD69+CD25-) — klasyfikuje produkty komorkowe WJ-MSC
od 8 roznych dawcow. Mimo wyzszej ekspresji OCT3/4 nie sigga ona poziomoéw oznaczanych
w liniach pluripotentych, a tym samym nie niesic za soba ryzyka zwigzanego
z nowotworzeniem in vivo. Dodatkowo w tescie kohodowli linie WJ-MSC Klastra 1
w kontakcie z MNC powodowaly zwigkszenie odsetka limfocytow T pomocniczych
o fenotypie naiwnym (CD3+CD4+CD45RA+). Jak opisano w literaturze, taki zwigkszony
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odsetek naiwnych Th jest skorelowany z lepszym rokowaniem dla pacjentow z ALS
[80][81][82][83]. W badaniu Kklinicznym ALSTEM 14 pacjentow otrzymato produkty
komorkowe WJ-MSC z klastra 1. Pozytywny wplyw na leczenie odnotowano u 7 pacjentow
(50%), brak odpowiedzi u 4 pacjentow (29%), neutralny wptyw u 3 pacjentow (21%).
KLASTER 2 (..klaster nadaktywny”) — charakteryzuje si¢ niskim odsetkiem markera
HO-1 na powierzchni komérek WIJ-MSC, niska ekspresja POU5SF1 (OCT3/4), a w kohodowli

w kontakcie z MNC powoduje najwyzsze obnizenie odsetka naiwnych limfocytoéw Th, co moze
negatywnie wpltyna¢ na wydajno$¢ réoznicowania do komoérek T-reg (CD4+CD25+Foxp3+)
przy udziale TGF-p [69][81] — klasyfikuje produkty komoérkowe WI-MSC od 2 réznych
dawcow. W badaniu klinicznym ALSTEM - 2 pacjentdéw otrzymato produkty komorkowe WJ-
MSC z klastra 2. Nie odnotowano u nich pozytywnego wplywu na efekt terapeutyczny.
KLASTER 3 (.klaster antystresowy”) — charakteryzuje si¢ wysokim procentem
markera HO-1 na powierzchni komorek WJ-MSC, niskg wartoscig POUSF1(OCT3/4),
wynikiem testu kohodowli 0 wysokiej wartosci Th — klasyfikuje linie WJ-MSC od 4 r6znych

dawcow. W klastrze tym komoérki wykazujg najwyzszy odsetek markera HO-1, ktory to jest
zaangazowany W komunikacje miedzykomorkowa, immunomodulacj¢ czy odpowiedz na stres
oksydacyjny poprzez hamowanie apoptozy ze wzgledu na wlasciwosci przeciwutleniajagce. W
literaturze pojawiajg si¢ doniesienia 0 wprowadzeniu wymuszonej ekspresji tego genu do
komorek MSC jako podejScia wzmacniajagcego efekt terapeutyczny komorek
mezenchymalnych i indukcje komorek Treg [74]. W badaniu klinicznym ALSTEM 3
pacjentow otrzymato produkty komoérkowe WJ-MSC z klastra 3. Odpowiedz na terapi¢ byla
niejednakowa, gdyz wystapit pozytywny oraz neutralny wplyw, jak rowniez brak odpowiedzi.

Uzyskane wyniki sg pilotazowe i ze wzgledu na ich ograniczony charakter nalezy
traktowac ich interpretacj¢ jako zatozenie do szerszych badan.

Klasyfikowanie linii komorkowych/produktow MSC do jednego z wymienionych
wyzej Kklastrow terapeutycznych moze pomodc W doborze odpowiedniego produktu
komorkowego do zastosowania w danej jednostce chorobowej. Po walidacji klastrow na
wiekszej liczbie linii MSC i MNC pacjentow — rozwigzaniem moze okaza¢ si¢ mozliwo$¢
predykcji odpowiedzi pacjenta na produkt komoérkowy z danego Kklastra terapeutycznego. Takie
podejscie do produktu komorkowego i jego oceny jakosciowej wychodzi naprzeciw potrzebie
standaryzacji protokotu wytwarzania produktu komodrkowego. Dodatkowym atutem jest
redukcja liczby mierzonych parametréw umozliwiajacych przyporzadkowanie serii produktéw
komoérkowych MSC, co znacznie skraca czas analiz oraz redukuje koszty. W dniu 8 grudnia

2022 roku dokonano zgtoszenia patentowego: Sposob klasyfikacji komorek MSC ze wzgledu na
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wlasciwosci terapeutyczne. Przedmiotem wynalazku jest sposob klasteryzacji serii produktow
komorkowych opartych na komorkach MSC ze wzgledu na ich wlasciwos$ci terapeutyczne oraz
dobor produktu komérkowego przez dopasowanie dawcy do biorcy.

Wytworzone i zwolnione produkty komorkowe WJ-MSC, na ktorych to w niniejszej
rozprawie wykonano rozszerzong charakterystyke, przeznaczone byty do badania klinicznego
ALSTEM, polegajacego na ,,ocenie wptywu komorek macierzystych galarety Whartona
(WIMSCs) na uktad immunologiczny pacjentdow z rozpoznaniem stwardnienia bocznego
zanikowego (ALS)”, posiadajacego pozytywna decyzje nr UR/DBL/D.158/20, wydang przez
Urzad Rejestracji Produktéow Leczniczych, Wyrobéow Medycznych i Produktéw Biobdjczych
(URPL). W badaniu klinicznym ALSTEM przebadano 26 osob, a do podania trzech dawek
badanego produktu leczniczego (BPL — preparat komorek WI-MSC) ostatecznie
zakwalifikowano 19 pacjentow z rozpoznaniem ALS (tabela 6). Harmonogram badania
obejmowal trzy wizyty skriningowe, trzy wizyty hospitalizacyjne, podczas ktorych nastgpito
podanie badanego produktu leczniczego oraz kolejno obserwacje (ryc. 11). Na podstawie
wspéfczynnika warto$ci zmiennych skali ALSFR-S pacjentow podzielono na grupy
»responder” (8 pacjentow), ,.non-responder” (7 pacjentow) oraz ,null” (4 pacjentow)
(tabela 7). Dalsza dyskusje oparto na pogrupowaniu pacjentéw na grupe responder (pozytywna
odpowiedz na BPL) oraz non-responder (brak odpowiedzi na BPL). Nie zaobserwowano
zaleznosci migdzy wiekiem (Srednia wieku 60 + 10 lat) (ryc. 50), postacig choroby
(opuszkowa/konczynowa) (ryc. 49A) oraz picig (ryc. 49B) a odpowiedzig terapeutyczng w
badaniu klinicznym ALSTEM. Odnotowano brak istotnej zaleznosci w przypadku ci$nienia
krwi mierzonego migdzy poszczegdlnymi wizytami (ryc. 52, 53). Kolejno parametry
oddechowe wydaja si¢ do§¢ waznym elementem charakteryzujagcym pacjenta ALS. W tym
przypadku $rednia saturacja pacjentow utrzymywata si¢ >95% (ryc. 57), a mimo istotnych
roznic W pomiarze oddechow na minute dla grupy non-responder pomiar miescit si¢ w normie
dla osoby zdrowej, dla ktorej liczba oddechow w spoczynku wynosi 12—15 na minutg [84].
Wyniki oznaczen kwasu moczowego w osoczu pacjentow ALS dokonywanych na
poszczegodlnych wizytach nie byty istotne w obrebie grup ani czasu obserwacji (ryc. 60). Liczne
badania pacjentow z ALS wykazaly niZzszy poziom kwasu moczowego W pordwnaniu Z
populacjg 0s6b zdrowych. Kwas moczowy odgrywa role neuroprotekcyjng jako silny
przeciwutleniacz u pacjentow z ALS, a takze bierze udziat w wielu interakcjach
neurochemicznych w OUN. Jednak ostateczne potwierdzenie jego roli w neuroprotekcji czy
wyznaczenie kwasu moczowego jako biologicznego markera progresji sg nadal w fazie badan

[85]. Kolejnym literaturowym predyktorem obok kwasu moczowego we krwi jest kreatynina.
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Wyzszy wyjéciowy poziom kreatyniny byt zwigzany z wolniejszym spadkiem ALSFRS-R i
dhluzszym przezyciem. Nizszy poziom kreatyniny W chwili rozpoznania korelowal z nizsza
punktacjg w skali ALSFRS-R [30]. Istotnie zauwazalng r6znicag W grupach responder i non-
responder byl wzrost poziomu kreatyniny bezposrednio po podaniu BPL, ktéry spadat
kolejnego dnia do wartosci wyjsciowej W dniu przyjecia (ryc. 61). Podobnie w przypadku
kinazy kreatyninowej, ktorej nizszy poziom moze by¢ powigzany z szybszg progresja oraz
nizszag punktacjag ALSFRS-R. Obnizenie aktywnosci kinazy kreatynowej pozwala
odzwierciedli¢ ilos¢ masy mi¢sniowej, gdyz jej niski poziom zwigzany jest z ciezkim
uszkodzeniem migéni u pacjentow ALS [86]. Wsrod pacjentow ALSTEM nie obserwowano
istotnych roznic stgzenia kinazy kreatynowej w grupie responder oraz non-responder (ryc. 67).
Podobnie nie bylo istotnych réznic migdzy grupami w przypadku albuminy w surowicy (ryc.
62). W literaturze nizszy poziom albuminy jest powigzany z jej wyzsza aktywnoscia zapalna, a
zapalenie uktadu nerwowego zostato zidentyfikowane jako patomechanizm ALS. Ponadto ma
ona réwniez wlasciwosci antyoksydacyjne, wiec wyzszy poziom moze zapewni¢ ochrong przed
stresem oksydacyjnym wystepujacym W ALS. Poziom albuminy to kolejny kandydat na marker
progresji ALS, wskazujacy, ze jego niskie st¢zenie moze by¢ powigzane ze ztym stanem
funkcjonalnym oraz rokowaniem wsrod pacjentow ALS [86]. Kolejny parametr to biatko C-
reaktywne (CRP), marker stanu zapalnego, dla ktorego odnotowano nizszy poziom w grupie
responder (pacjenci pozytywnie reagujacy na terapi¢ komorkowa WJ-MSC) w poroéwnaniu z
grupa non-responder (ryc. 63). Prace donosza, ze juz nawet nieznacznie podwyzszone CRP
zwigksza przepuszczalno$¢ bariery krew-mozg, wywotujac W ten sposob aktywacje
mikrogleju, co moze prowadzi¢ do wzmozonego uwalniania cytokin prozapalnych, zapalenia
uktadu nerwowego i $mierci komorek moézgowych. Potwierdzenie tej zaleznosci wymaga
bardziej dogtebnych badan definiujacych mechanizmy taczace ogdlnoustrojowy stan zapalny z
patofizjologia rozwoju ALS [87][88][89][90].

Stwardnienie zanikowe boczne jest choroba 0 podlozu immunologicznym [91].
Dysfunkcja uktadu odpornosciowego skutkuje rozregulowaniem os$rodkowej i obwodowej
reakcji zapalnej. Stan zapalny nerwdéw wiaze si¢ z aktywacja mikrogleju, astroglioza,
naciekiem limfocytow T i monocytow oraz nadprodukcja cytokin prozapalnych. Badanie
profilu immunologicznego pacjentéow poprzez oceng ptynu moézgowo-rdzeniowego oraz
sktadowych komoérkowych subpopulacji krwi sprzyja wykazaniu potencjalnego celu
terapeutycznego lub wyznaczeniu biomarkeréw charakteryzujace patogenezg choroby ALS.
Zaréwno wrodzona, jak i nabyta odpowiedz immunologiczna jest zaangazowana W progresje

ALS. W zaleznosci od stadium choroby moze promowac albo neuroprotekcje, albo
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neurotoksyczno$¢. Poczatkowa bezobjawowa faza choroby oraz faza pierwszych objawow
zwigzana jest Z aktywacja odpowiedzi przeciwzapalnej (przeciwzapalny mikroglej, komorki
Treg i limfocyty Th oraz Th2). Przyjmuje sie, zeé W poczatkowym stadium choroby tworzone
jest srodowisko neuroprotekcyjne, gdzie czynniki neurotroficzne i cytokiny przeciwzapalne,
takie jak IL-4 i IL-10, sa wydzielane przez otaczajace astrocyty i mikroglej (odpowiedz M2).
W miarg postepu choroby, a nast¢pnie jej terminalny etap sag zdominowane przez odpowiedz
prozapalng (prozapalny mikroglej i astrocyty, monocyty zapalne, cytotoksyczne limfocyty Tc,
Thl, Th17, komorki NK i neutrofile). Konsekwencjg jest uwolnienie czynnikéw toksycznych,
w tym reaktywnych form tlenu (ROS) oraz cytokin prozapalnych, m.in. IL-1 czy TNF,
powodujace postepujace uszkodzenie neuronéw ruchowych (odpowiedz M1) [92]. Fenotypowa
ocena cytometryczna limfocytow T (CD3+) (ryc. 82) oraz B (CD19+) (ryc. 83) wsrod
pacjentow badania klinicznego ALSTEM nie wykazala istotnych zmian wérdd grup oraz wizyt.
Krew obwodowa pacjentéw z rozpoznaniem ALS zawiera wyzszy odsetek limfocytow NK i B
w poréwnaniu z krwig zdrowej osoby. Komorki NK posrednicza w polaryzacji w kierunku
prozapalnym mikrogleju i astrocytow poprzez wydzielanie IFN-y lub majg zdolnos¢
bezposredniej indukcji apoptozy neuronéow ruchu [93]. Komodrki NK i ich cytotoksyczno$é
odgrywaja kluczowa role zarowno W odpornosci wrodzonej, jak i nabytej. Ich obecno$é
potwierdzono w tkankach obwodowych oraz krwi pacjentow z ALS [91]. Wigkszy procent
komorek NK wsrod pacjentow ALSTEM ze wszystkich wizyt byt w grupie responder
W poréwnaniu Z grupg non-responder (ryc. 93). Monocyty sa jednym z gtéwnych sktadnikow
uktadu odpornosciowego, odpowiedzi wrodzonej, biorgc udzial w fagocytozie i wydzielaniu
cytokin. Po kilku dniach krazenia na obwodzie monocyty migruja do tkanek, gdzie r6znicuja
si¢ W makrofagi lub komorki dendrytyczne. Podczas urazu lub zapalenia W osrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN) makrofagi pochodzace z monocytow majg zdolno$¢ infiltracji do
OUN, pokonujac bariere krew—mozg, wykazujac dziatanie prozapalne badZz przeciwzapalne
w zaleznosci od fenotypu srodowiska, w jakim si¢ znajda. W materiale poSmiertnym monocyty
wykryto w poblizu neuronéw, gdzie ich obecno$¢ mogla korelowac z progresja choroby.
Jednocze$nie obserwowano rowniez zmniejszenie liczby krazacych monocytéw u pacjentow z
ALS, przypuszczajac, ze spadek ten spowodowany jest migracja tych komoérek do OUN [94].
We krwi obwodowej pacjentéw ALSTEM nie zaobserwowano istotnych rdznic migdzy grupa
responder a non-responder (ryc. 87). Limfocyty T na swojej powierzchni mogg mieé
glikoproteing CD8 (komorka T cytotoksyczna, Tc) lub glikoproteing CD4 (komoérka T
pomocnicza, Th). Komorki Tc infiltrujg do OUN, gdzie uczestniczg w regulacji odpowiedzi

immunologicznej poprzez wytwarzanie cytokin, takich jak IFN-y i TNF-a. W przeciwienstwie
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do komorek Th, ktore sg zaangazowane W r6znym stadium choroby, komorki Tc obserwuje si¢
dopiero w pézniejszym stadium. We krwi obwodowej pacjentow z ALS wykryto zwigkszony
poziom komorek Th, a obnizony poziom komorek Tc W poréwnaniu z 0sobami zdrowymi [94].
Roznice w 0znaczanym odsetku limfocytow Th u pacjentow ALSTEM we krwi obwodowej w
poszczegolnych grupach (,responder”, ,non-responder”) nie byly istotne (ryc. 84). W
badaniach Grassano i wsp. przedstawiono, ze zwigkszona liczba limfocytow Tc we Krwi
obwodowej korelowata z szybkg progresjg choroby [95]. Limfocyty Tc rozpoznajg antygen
prezentowany na gléwnym uktadzie zgodnosci tkankowej | (MHC klasy I). Po zwigzaniu
receptora komorek T (TCR) z MHC klasy | komorki te moga m.in. uwalnia¢ perforyny i
granzymy, prowadzac do apoptozy komorki docelowej, np. neuronu ruchowego [93]. Procent
limfocytow Tc u pacjentow oznaczany w badaniu ALSTEM znajdowatl si¢ na podobnym
poziomie w obu grupach terapeutycznych (ryc. 85), ale byt mniejszy niz procent limfocytow
Th (ryc. 84). Sprawdzono charakterystyczne markery aktywacji komorek, takie jak: CD69,
CD25 i HLA-DR. W przypadku pbéznej aktywacji dla komoérek Tc (CD8+HLA-DR+)
najwyzszy wynik osiggneta grupa responder (ryc. 92). Aktywowane komorki Th czesto
roznicuja W jeden z dwoch fenotypow: Thl lub Th2. Komoérki Thl wytwarzajg interleuking
(IL-2), interferon gamma (IFN-y) i czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a)). Biora glownie
udziat w reakcjach zapalnych lub autoimmunologicznych. Komorki Th2 charakteryzuja si¢
wytwarzaniem cytokiny IL-4, po$redniczgc w obronie humoralnej przed bakteriami i wirusami
lub obronie przeciwalergicznej. W 2005 roku zidentyfikowano kolejny podtyp komorek Th —
komorki Th17. Réznicowanie w Th17 nastgpuje W obecnosci m.in. TGF-f i IL-6. Wedtug coraz
wickszej liczby doniesien literaturowych komorki Th17 moga mie¢ bardziej znaczacy wpltyw
na patogenez¢ ALS niz komoérki Thl [96]. We krwi obwodowej pacjentow ALSTEM zostaly
oznaczone subpopulacje komorek Thl, Th2 oraz Th17. W przypadku subpopulacji Thl dzien
przed pierwszym podaniem BPL mozna zaobserwowaé najmniejszy procent W grupie
responder (ryc. 95). Wsrod populacji komorek Th2 nie stwierdzono istotnych roznic na
poszczegolnych wizytach (ryc. 86). Wyniki uzyskane dla oceny odsetka Th2 (komorki
przeciwzapalne) byty zblizone dla grup, a ich procent byl wigkszy niz procent subpopulacji Thl
(komorki prozapalne). Wyniki moga sugerowac, ze dominujg neuroprotekcyjne komorki Th2,
jak w przypadku wczesnej fazy progresji ALS, ktora ostatecznie W pdzniejszej fazie przesuwa
si¢ w kierunku szkodliwej odpowiedzi Thl [97]. Komoérki Th17 sg uwazane za silnie zwigzane
Z procesem chorobotworczym przez ich prozapalny charakter i profil wydzielanych cytokin
(np. IL-17A, 1L-21, IL-23, IL-6, IFN-y i GM-CSF) [96]. Wéréd uzyskanych wynikow dla

subpopulacji Th17 widoczna jest roznica migdzy grupa responder a non-responder (ryc. 96).
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Najwiekszy procent Th17 utrzymywat si¢ na wszystkich wizytach w grupie non-responder, ale
przy p < 0,05 w poréwnaniu z grupa responder wynik istotny byt po pierwszym podaniu BPL,
miesigc po podaniu i po drugim podaniu BPL. W og6lnym wyniku w grupach procent dla grupy
responder wyniost 16,3 +6,9%, za to w grupie non-responder wynik byt wyzszy przy p <
0,0001 i wyniost 26,1 + 10,2%. Powtarzajaca si¢ zasadg wigkszosci prac 0 neuroprotekcyjnych
zaletach komoérek Treg w chorobie ALS, to im wigksza ich liczba we krwi, tym wolniejszy
postep choroby. Komorki Treg sg kluczowym typem komorek odpowiedzialnych za wyciszenie
i modulacje odpowiedzi immunologicznej, i utrzymywanie w ten sposéb homeostazy
organizmu [4][98][15][13]. W przypadku pacjentoéw wiaczonych do badania ALSTEM procent
komorek T-reg we krwi obwodowej z wizyty na wizyte ulegal zmniejszeniu (ryc. 94).
W sumarycznych pomiarach w obrebie grup nie obserwowano istotnych réznic.

W celu zbadania profilu cytokin pacjentdéw z ALS objetych badaniem klinicznym
ALSTEM oceniono cytokiny prozapalne (m.in. IL-1b, IL-6, TNF-a), a takze cytokiny
przeciwzapalne (m.in. IL-4) w osoczu oraz ptynie moézgowo-rdzeniowym. Zmiany cytokin
W plynie moézgowo-rdzeniowym moga odzwierciedla¢ dysfunkcje na poziomie osrodkowego
ukladu nerwowego, podczas gdy zmiany obserwowane W surowicy mogg reprezentowac
wtorng reakcje zapalng zwigzang z og6lnym stanem zdrowia pacjentow. TNF-a jest gtowna
cytoking prozapalng, wydzielang np. przez Tc czy aktywowane makrofagi. W odniesieniu do
ALS zwigkszone st¢zenie TNF stwierdzono W ptynie mézgowo-rdzeniowym i krwi pacjentow
z ALS [4]. Wedtug analizy Brodovitcha i wsp. stezenie TNF-o u zdrowych 0sob kontrolnych
jest mniejsze w poréwnaniu z chorymi z ALS [99]. W przypadku pacjentow ALSTEM cytokina
TNF-a nie wykazata istotnych zmian wérdéd grup responder i non-responder (ryc. 111).
Przeciwzapalna IL-4 jest wydzielana przez komorki Th2 oraz Treg, hamujac reakcjg zapalng w
mikrogleju [91]. W osoczu pacjentéw ALSTEM stezenie IL-4 (ryc. 106) byto na podobnym
poziomie w obu grupach, tak jak wspomniane wczesniej oznaczenie supbopulacji Th2 we krwi
(ryc. ryc. 86). IFN-y jest silng cytoking prozapalng, ktéra moze indukowa¢ zapalenie nerwow i
doprowadzi¢ do $mierci neuronow ruchowych. Wydzielany jest przede wszystkim przez
limfocyty Tc, Thl i komorki NK [91]. W osoczu pacjentéw ALSTEM nie zaobserwowano
istotnych réznic IFN-y dla obu grup (ryc. 116). Pomimo duzej liczby zdefiniowanych
interleukin, ktére wydajg si¢ uczestniczy¢ we wzajemnym oddziatywaniu prozapalnym w
patogenezie ALS, nadal nie zidentyfikowano mediatora, ktory bytby uzywany jako czynnik
diagnostyczno-prognostyczny w ALS. Kolejny czynnik powigzany z ALS to G-CSF, ktory
posredniczy W stymulacji komorek progenitorowych czy indukowaniu mobilizacji neutrofili

[100]. W ptynie mozgowo-rdzeniowym i we krwi u pacjentow z ALS stwierdzono jego wzrost
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[4]. Analiza multipleksowa G-CSF w osoczu (ryc. 114) i CSF (ryc. 127) pacjentow ALSTEM
nie wykazata istotnych zmian wsrod grup charakteryzujacych odpowiedz na terapig
komorkowg WJ-MSC. Kolejng cytoking zaangazowang W przebieg ALS jest transformujacy
czynnik wzrostu B (TGF-B). Ogblnie TGF-B zaangazowany jest w wiele naprawczych proceséw
biologicznych, w tym angiogeneze¢ czy gojenie ran, ale w przypadku, gdy to komorki glejowe
wykazuja nadmierng ekspresje TGF-B1, efekt neuroprotekcyjny zmienia si¢ W
neurotoksyczno$¢ i przyspieszanie apoptozy neuronéw [91][101]. Wykazano, ze aktywowany
mikroglej u myszy hSODI, ktére sg wykorzystywane do modelowania ALS, wyzwala
réznicowanie reaktywnych astrocytéw wytwarzajacych TGF-B, tlhumigc funkcje
neuroprotekcyjne mikrogleju, przyspieszajac progresj¢ choroby. Z kolei farmakologiczna
blokada sygnalizacji szlaku TGF-B wydluza przezycie zwierzat doswiadczalnych. Dlatego
chociaz TGF-B w poczatkowej fazie jest cytoking przeciwzapalna, to W dtuzszej perspektywie
jego dziatanie wplywa negatywnie na funkcjonowanie komorek uktadu nerowego [92]. W
osoczu pacjentdow biorgcych udzial w badaniu ALSTEM réwniez nie wykazano istotnych
roznic stezenia TGF- migdzy grupami pacjentow (ryc. 110, 121). Biatko chemotaktyczne
monocytow 1 (MCP-1) odgrywa wazng rol¢ zwigzang z zapaleniem nerwow. W licznych
badaniach zaobserwowano podwyzszenie poziomu MCP-1 w ptynie mozgowo-rdzeniowym i
krwi obwodowej u pacjentow z ALS. Zmniejszony wynik MCP-1 korelowat z lepsza progresja
[102][103][101]. W przypadku pacjentow ALSTEM wykazano odwrotng zalezno$¢ — to
wlasnie grupa responder, charakteryzujaca si¢ najwiekszym wspotczynnikiem ALSFRS-R,
miata jego najwigksze stezenie W CFS (ryc. 130). Dodatkowo w przypadku MCP-1 literatura
wskazuje, ze U pacjentow z ALS Kkoreluje ono z poziomem neurofilamentow i z innymi
markerami prozapalnymi, takimi jak IL-8 czy INF-y, podkreslajac swoje zaangazowanie W
procesach neurodegeneracyjnych i neurozapalnych w progresji choroby ALS [4]. Wsrod grup
pacjentow badania klinicznego ALSTEM wykazano brak istotno$ci W st¢zeniu IL-8 w CFS
(ryc. 126). Mimo dostepnych informacji na temat poziomu réznych grup cytokin oznaczonych
w materiale biologicznym problemem w wyznaczeniu znaczacych biomarkerow
prognostycznych ALS moze okaza¢ si¢ wspoldziatanie czynnikow S$rodowiskowych
otaczajacych pacjenta [4]. Obecnie jedynym biomarkerem oceniajagcym postep choroby ALS
jest zewnatrzkomoérkowa domena receptora neurotrofiny p75 0znaczana W moczu
(p75NTRECD) [103]. Poziom p75FCP jest wyzszy upacjentow z ALS (5,6 £ 2,2 ng/mg
kreatyniny) w poréwnaniu z grupg kontrolng (3,6 £ 1,4 ng/mg kreatyniny) [101]. Pomiary
wiérod pacjentow ALSTEM potwierdzity wysoki poziom p755€P (grupa responder: 6 + 4 ng/mg
kreatyniny, grupa non-responder: 7 = 3 ng/mg kreatyniny), jednak réznica nie byta istotna (ryc.
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135). Dodatkowo wsrod wszystkich pacjentow, dla ktérych pomiar wykonano na wizycie 1
(4,78 £+ 1,6 ng/mg kreatyniny), nastapit widoczny wzrost (p < 0,01) dla pomiaru po uptywie 7
miesi¢ey (9,1 + 5,3 ng/mg kreatyniny) (ryc. 136).

W badaniu klinicznym ALSTEM potwierdzono bezpieczenstwo podania produktow
WJ-MSC pacjentom z ALS. Na podstawie skali ALSFRS-R, stuzacej do oceny progresji
choroby, zdefiniowano grupy pacjentow: z pozytywng odpowiedzig responder (42%),
pacjentow z brakiem odpowiedzi na leczenie non-responder (37%) oraz neutralnym wptywem
na leczenie null (21%). Na podstawie uzyskanych danych klinicznych (takich jak odpowiedz
ze strony uktadu immunologicznego pacjenta i jego stan kliniczny) zostaty zaproponowane
predyktory kliniczne do oceny odpowiedzi terapeutycznej na produkt komorkowy WJ-MSC.
W ocenie badania klinicznego, tak jak w przypadku klasteryzacji produktow komorkowych
WJ-MSC, ponownie wykorzystano metody maszynowego uczenia. Tym razem zastosowano
klasteryzacje nadzorowang i do pacjentow przydzielonych do grup responder i non-responder
algorytm wytypowat czynniki predykcyjne z oznaczonych 123 zmiennych. Propozycja
predyktoréw opierata si¢ na ocenie 5 istotnych zmiennych (ryc. 138). Wsrod predyktorow
znalazty si¢ parametry takie jak: sita migsniowa czy odesetek subpopulacji limfocytéw oraz
zmiana ich odsetka w czasie obserwacji przed podaniem preparatu. Zmienne, ktore majg wptyw
na predykcje odpowiedzi chorych na terapi¢ komorkowa WJ-MSC, to rozktad subpopulacji we
krwi obwodowej (limfocyty B, monocyty, oraz komoérki Tc pamieci 0 profilu CD8CD45R0),
stezenie biatka w CFS oraz pomiar sity migsni.

Podsumowujac, wyniki przedstawione W rozprawie doktorskiej sa elementem
wdrozeniowym W rozwoju terapii komorkowej WJ-MSC w schorzeniu ALS. Klasteryzacja
terapeutyczna preparatow WJ-MSC pozwoli na marginalizacje ich zmiennosci biologicznej,
spowodowang heterogenicznoscia dawcow, i na pogrupowanie preparatow charakteryzujacych
si¢ zblizong aktywnoscig biologiczng. Wprowadzona standaryzacja wyeliminuje réznice
miedzy produktami i seriami, ktére moga by¢ odpowiedzialne za rozbiezno$¢ w wynikach
skuteczno$ci pomiedzy badaniami klinicznymi a modelami przedklinicznymi produktu.
Kolejny element to medycyna spersonalizowana allogenicznego produktu komorkowego
opartego na komorkach WJ-MSC, a wyznaczone predyktory umozliwig rokowanie odpowiedzi
na terapi¢ W warunkach laboratoryjnych jeszcze przed rozpoczgciem wlasciwego leczenia,
wprowadzajagc mozliwo$¢ zmaksymalizowania oraz dopasowania efektu terapeutycznego.
Dodatkowym atutem jest redukcja liczby wykonanych testow i mierzonych parametrow
umozliwiajacych przyporzadkowanie serii produktow komorkowych MSC, co znacznie skraca

czas analiz oraz redukuje koszty. Jednakze uzyskane wyniki, szczegdlnie predyktory,
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wymagaja dalszych badan i przeprowadzenia kolejnego badania klinicznego fazy Il/l1lla. W
badaniu kolejnej fazy pacjenci bedg mie¢ dobrany i podany preparat WJ-MSC z klastra
terapeutycznego charakteryzujgcego si¢ najbardziej korzystnymi parametrami odpowiedzi
immunomodulujgcej. Takie innowacyjne podejScie do modelowania in vitro terapii
komorkowej przed ostatecznym podaniem preparatu moze by¢ przydatne w leczeniu innych
zaburzen neurologicznych. Panel progonostyczny byltby otwarty do modyfikacji zgodnie z
mechanizmem choroby i aktualng wiedzg na temat scharakteryzowanych wtasciwosci preparatu

komorkowego.
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6. PODSUMOWANIE

Pomimo wielu badan MSC jako produktow terapii komorkowej ze wzgledu na
niejednoznaczne wyniki istnieje potrzeba dalszej ich charakterystyki w kontekscie
zastosowania klinicznego. W celu wlasciwej oceny i potencjalnej klasyfikacji linii WJ-MSC ze
wzgledu na wlasciwosci — szczegdlnej analizie poddano ich zmienno$¢ biologiczng. Pomimo
wyznaczonych przez ISCT kryteriow heterogenny charakter MSC moze wptywaé na ich
skuteczno$¢ terapeutyczng. W badaniach przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej
wykazano brak zmiennosci produktow WJ-MSC wedtug kryteriow ISCT oraz pod wzgledem
specyfikacji zwolnienia serii produktéw, jednak w szczegdtowych analizach stwierdzono
znaczne zroznicowanie MSC uzyskanych od dawcow i1 w zwigzku z tym potrzebe dalszych
badan nad ich charakterystyka w kontekscie funkcjonalnos$ci i skutecznosci klinicznej. Badanie
kliniczne ALSTEM, skupiajace si¢ na terapii ALS z wykorzystaniem WJ-MSC, przyniosto
cenne dane dotyczace odpowiedzi pacjentow na leczenie, stanowigc istotng wskazowke do
dalszych badan nad terapeutycznym potencjatem tych komorek.

W ramach realizacji badan w pracy doktorskie;j:

1) ustanowiono bank produktow komodrkowych WIJ-MSC (zgodnie z obowigzujacymi
normami cGMP) do badania klinicznego ALSTEM;

2) dokonano rozszerzonej charakterystyki banku produktéw komoérkowych WJ-MSC opartej
na: tescie jednostki tworzacej kolonie (CFU), rozszerzonym fenotypie z nieklasycznymi
markerami takimi jak CD119, CD200, CD120b, CD72, CD273, CD274, CD39, HO-1,
panelu bezpieczenstwa okreslajacym poziom ekspresji wybranych gendw, analizie poziomu
wydzielniczego (sekretomu), tescie sprawdzajagcym wilasciwosci immunomodulujgce
produktu opartym na kohodowli WJ-MSC z aktywowanymi jednojadrzastymi komorkami
(MNC) dawcy zdrowego;

3) zaproponowano protokot klasteryzacji i podziatu na klastry terapeutyczne produktow
komorkowych WJ-MSC na podstawie ich rozszerzonej charakterystyki oraz przy uzyciu
algorytmow uczenia maszynowego;

4) oceniono odpowiedz terapeutyczng pacjentow w badaniu klinicznym ALSTEM na badany
produkt leczniczy — BPL (allogeniczne komorki WJ-MSC) na podstawie parametrow

I standardowych ocen klinicznych, a takze immunofenotypu krwi obwodowej, profilu
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wybranych cytokin, chemokin, czynnikéw wzrostu w osoczu oraz plynie mézgowo-
rdzeniowym i biologicznego markera progresji choroby ALS — p755“M w moczu;
5) zidentyfikowano czynniki predykcyjne umozliwiajace oceng potencjalnej skutecznosSci

terapii komoérkowej WJ-MSC przy uzyciu algorytmow uczenia maszynowego.
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7. WNIOSKI KONCOWE

Na podstawie przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej doswiadczen
zgromadzono i przeprowadzono produkcj¢ BPL opartego na WJ-MSC. Przeprowadzono
rozszerzong charakterystyke linit WJ-MSC, ktora pozwolita na klasteryzacje. Procedura oceny
1 klasteryzacji stanowi przedmiot zgloszenia patentowego UPP-329394 Sposob klasyfikacji
komorek MSC ze wzgledu na wtasciwosci terapeutyczne.

Przygotowane produkty WJ-MSC zostaly zastosowane w badaniu klinicznym
ALSTEM. Po przeprowadzeniu analiz dotyczacych zarowno danych klinicznych, jak
I dodatkowych niestandardowych oznaczen z wykorzystaniem metod uczenia maszynowego
wytypowano potencjalne kryteria pozwalajace na predykcje odpowiedzi pacjentéw na terapig.

Uzyskane wyniki pozwolity na postawienie nast¢pujacych wnioskow:

1) Bank produktow komorkowych WJ-MSC

Zastosowana metodologia pobrania i przetwarzania tkanki pepowiny pozwolita na
przygotowanie preparatow komoérkowych zgodnie z obowigzujagcymi normami cGMP.
Komérki WJ-MSC wyizolowano od 14 dawcow, tworzagc 113 dawek w kasetach
mrozeniowych zawierajacych 40 x 10° komorek, ktére zostaty zwolnione do badania

klinicznego ALSTEM.

2) Rozszerzona charakterystyka banku produktow komérkowych WJ-MSC

Wytyczne ISCT, cho¢ powszechnie akceptowane, nie gwarantuja powtarzalnosci
wlasciwos$ci produktow komorkowych MSC, a ich ocena nie pozwala na uchwycenie rdznic
pomigdzy liniami. Wykazano, ze produkty komoérkowe MSC sg heterogenne pod wzgledem
dynamiki proliferacji, klonogennosci, wydzielanych czynnikow (sekretomu) czy potencjatu do
réznicowania. Ze wzgledu na zréznicowane zdolnosci immunomodulacyjne — MSC wywieraja
zroznicowany wplyw na funkcje komorek uktadu odpornosciowego. Dla zastosowan
klinicznych WJ-MSC istnieje potrzeba rozszerzonej charakterystyki produktow ATMP, ktora
ocenia funkcjonalno$¢ komorek. Jako ze produkty WJ-MSC poddane szczegdtowej analizie
wykazaly duze zréznicowanie pomiedzy dawcami pod katem profilu wydzielniczego, profilu
ekspresji gendow, rozszerzonego fenotypu — nieklasycznego czy oceny potencjatu linii WJ-MSC
do immunomodulacji aktywowanych MNC, ta heterogenno$¢ powinna by¢ oceniana W

rutynowej charakterystyce komorek.
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3) Nienadzorowana klasteryzacja serii produktow WJ-MSC
Klasteryzacja wyodrgbnita trzy klastry produktéw ATMP. Przyporzadkowanie do
danego klastra bylo mozliwe poprzez oceng:

e zdolnosci immunomodulujacych opartych na zoptymalizowanym w trakcie realizacji pracy
doktorskiej tescie kohodowli MNC-WJ-MSC (zmiana odsetka komorek Th; zmiana odsetka
obecno$ci markera aktywacji wczesnej CD69+CD25- na komorkach Th; zmiana odsetka
komorek Th naiwnych);

e poziomu ekspresji genu POU5SF1/Oct-4 w komoérkach WJ-MSC;

e odsetka MSC wykazujacego obecno$¢ markera powierzchniowego HO-1.

Klasyfikowanie linii komérkowych MSC moze wspomoc doboér odpowiedniego
produktu komoérkowego — moze shuzy¢ jako narzedzie dopasowania dawcy do biorcy.

Dodatkowo redukcja liczby mierzonych parametréw linii komérkowych MSC skraca znacznie

czas analiz oraz ich koszt.

4) Ocena odpowiedzi terapeutycznej pacjentéw w badaniu klinicznym ALSTEM na
badany produkt leczniczy (allogeniczne komorki WJ-MSC)

Badanie kliniczne ALSTEM miato na celu ocen¢ wptywu komorek wyizolowanych
z galarety Whartona (WJ-MSC) na uktad immunologiczny pacjentow z rozpoznaniem choroby
ALS. Ostatecznie do podania BPL zakwalifikowano 19 pacjentow, a ich odpowiedz
terapeutyczna zostala okre$lona na podstawie wspotczynnika trendu skali ALSFRS-R.
Potwierdzono bezpieczenstwo podania produktow WJ-MSC pacjentom z ALS. Na podstawie
skali ALSFR-S zdefiniowano grupy pacjentow: z pozytywna odpowiedzia (,,responder”, 42%),
bez pozytywnej odpowiedzi (,,non-responder”, 37%) | wykazujgcych neutralng odpowiedz na
leczenie (,,null”, 21%).

5) ldentyfikacja czynnikow predykcyjnych — algorytm nadzorowany
Wykorzystujac dane dla grup klinicznych responder, non-responder oraz null i stosujac
nadzorowany algorytm oparty na uczeniu maszynowym, ustalono zatozenia predykcji
odpowiedzi terapeutycznej na podstawie:
e oceny immunofenotypu MNC krwi obwodowej (limfocyty B, monocyty, Tc naiwne)
w kohodowli;
e pomiaru sily mig$ni,

e poziomu biatka w ptynie mozgowo-rdzeniowym.
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Podsumowujac, wyniki uzyskane w ramach realizacji doktoratu wdrozeniowego moga
w dalszej perspektywie stanowi¢ punkt odniesienia do przyszlej charakterystyki aktywnosci
biologicznej produktow leczniczych terapii zaawansowanych opartych na ludzkich WJ-MSC,
uwzgledniajgc zmienno$¢ biologiczng zalezng od dawcy czy protokolu wytwarzania.
Dodatkowo analizy materialu biologicznego pacjentdw, m.in. na poziomie immunologicznym,
umozliwity wskazanie parametrow predykcyjnych pozwalajacych potwierdzi¢ pozytywna

odpowiedz pacjenta na leczenie preparatem WJ-MSC.
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LISTA PROCEDUR powstala w ramach doktoratu wdrozeniowego

ID-0051_ALSTEM-001_Schemat postgpowania z probkami z badania klinicznego
ID-0052_ALSTEM-002_Izolacja komorek MNC z krwi pelne;j

ID-0053_ALSTEM-003 Mrozenie komorek MNC

ID-0054_ ALSTEM-004_Aktywacja i ekspansja komorek MNC

ID-0055_ALSTEM-005 Kohodowla komérek MNC z komorkami WJ-MSC
ID-0056_ALSTEM-006 Znakowanie krwi petne;j

ID-0057_ALSTEM-007 Znakowanie komorek MNC

ID-0058 ALSTEM-008_ Znakowanie komoérek WI-MSC
ID-0059_ALSTEM-009 Schemat postgpowania przy charakterystyce banku komorek WJ-
MSC

ID-0060_ALSTEM-010_Test CFU

ID-0061_ALSTEM-011_Pasaz komérek WI-MSC

ID-0062_ALSTEM-012_Mrozenie komérek WJ-MSC

ID-0063_ALSTEM-013_lIzolacja DNA z krwi (QIAamp — Qiagen)
ID-0064_ALSTEM-014_lzolacja RNA (RNeasy Mini Kit — Qiagen)

ID-0065 ALSTEM-015_Pomiar czystosci i st¢zenia wyizolowanego RNA

ID-0066 ALSTEM-016_Sprawdzanie jakosci i integralno$ci probek RNA na zelu
agarozowym

ID-0067_ALSTEM-017_Odwrotna transkrypcja — Maxima H Minus Kit
ID-0068_ALSTEM-018 Panel bezpieczenstwa MSC — RT-PCR i analiza wynikow
ID-0069_ALSTEM-019 Oznaczanie cytokin wewnatrzkomorkowych
ID-0070_ALSTEM-020_Oznaczenie p75 przy uzyciu testu ELISA
ID-0071_ALSTEM-021_Analiza sekretomu z zastosowaniem technologii Multiplex
ID-0072_ALSTEM-022 Schemat badan kohodowli komérek MNC od pacjentéw
Z komérkami WJ-MSC

ID-0073_ALSTEM-023 Kohodowla komérek MNC z komorkami WJ-MSC (pacjenci)
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