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DEFINICIA

»Osteogénne
»adipngénne

Mezenchymdine stromdlne bunky st multipotentné kmenové bunky, ktoré si schopné sa

sprdavat’

»chondrogénne »neurogenenne »myogenne
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* Mezenchymalne stromalne bunky (MSC) je termin oznacujuci rad nediferencovanych multipotentnych
buniek dospelych jedincov

e Su to bunky:

¢ s vysokou plasticitou, podobné fibroblastom

¢ vykazuju jasné vlastnosti samoobnovy

** schopné diferencovat sa in vitro do podoby buniek mezenchymalnej linie (ak su adekvatne
kultivované v selektivnych médiach za Specifickych indukénych podmienok)

e Terapia zalozena na MSC je dnes jednym z najmodernejsich a najpopularnejsich smerov v lekarskom
vyskume

* Autoldégne vs alogénne
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MSC MOZNO ZISKAT Z VIACERYCH

/DROJOV, AKO .

e Tukové tkanivo

e Zubna dren

e Pupocna Snura

e Placenta

e Chorioveé klky

e Plodova voda

e Whartonov résol
e Pupocnikova krv
e Periférna krv

e Menstruacna krv
e Materské mlieko
e Endometrium

e Vajickovody

Pecen

Tymus

Rohovka
Mozgové tkanivo
Periost
Synovialna tekutina
Slachy

Slezina

Koza

Potné Zlazy
Nosova sliznica
Koza

Plicne tkanivo
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Immunomodulacné schopnosti kultivovanych MSC

MSCs pOsobia na adaptivny aj vrodeny imunitny systém
ovplyvnenim:

« aktivity T buniek,

 dozrievania dendritickych buniek,

« aktivacie a proliferacie B buniek,

« proliferacie a cytotoxicity NK buniek

 tvorby regulacnych T buniek prostrednictvom IL-10

MSCs sprostredkuju tieto procesy:

« Parakrinne - tvorba chemokinov a cytokinov

« Pomocou extracelularnych vezikulov
« Supresiou T buniek — indolamin 2,3-dioxygenaza ,IDO"

« Jednou z novych oblasti vyskumu su studie Toll-like receptorov (TLR)
na MSC
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Uginky MSC

Ve

parakrinné a endokrinné ucinky t.j. vylucovanie viacerych

rozpustnych mediatorov, ako:

zvysSuju fagocytarnu aktivitu monocytov

moduluju zapalovu aktivitu podporou tvorby:

znizuju aktivitu a proliferaciu prozapalovych buniek

redukuju fibrotickii remodelaciu:

» rastové faktory
» protizapalové cytokiny

» antimikrobidlne peptidy

» protizapalového fenotypu
makrofagov (M2 bunky)
» regulacnych T-lymfocytov

» regulacnych B-lymfocytov

»redukciou obsahu kolagénovych
vlakien,

»zvySenim expresie metaloproteinazy-8

» potlacenim expresie tkanivového

inhihitora metalonroteinazyv-1



Macrophages

/1 M2 macrophages

T cells

21 IL10 production

A1 Survival
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MECHANIZMY
POTLACANIA ZAPALU

Viacerych drahy ucinku, a to pomocou:
e Medzibunkového kontaktu

e Prenosu organel (priamy prenos
mitochondrii pomocou medzibunkovych
mostikov sprostredkovanych konexinom 43

alebo pomocou extracelularnych vezikul)

e Uvolnenia rozpustnych mediatorov alebo

extracelularnych vezikul

Apoptot
. bodi 50-500 nm
{ Early endosom les
Ectosomes 50-200 nm
Q% MVB
membrane
particl 50-80 nm

100-1,000 nm



Large EVs Tetraspanins (for example, ESCRT proteins
Ectosomes and/or CD9, CD63, CDS81) () (for example,

microvesicles ) ALIX, TSG101)
(plasma membrane- Adhesion molecules

derived) = (for example, integrins, cadherins) @ Cytosolic protein

. /. Small RNA miRNA vz DNA (ssDNA
% AN mRNA long ncRNA ) dsDNA)
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proinflammatory

lipopolysaccharide

[e]
TLR-4
¥ ‘ prevents suppression . MSCC—-’ ’
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alloresponse L
INFy, TNFa polarization
IL-1a, IL-1

B PGE2*
* levels / activity not affected ~
by receptor activation dsRNA IDO

Immune system

TLR-3+" underactivated

Immune system
overactivated
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$ +> increases MSC migration

immunosuppressive Immune balance




MOZNOSTI APLIKACIE

* priama schopnost regeneracie tkaniva -
tkanivovych nahrady:

* kultivacne

* prostrednictvom biotlace

* nepriame posobenie:
* protizapalového a imuno-modulacného
ucinok
» sekrécia extracelularnych vezikul (EV)

* MSC ako vektorov na dodavanie liekov ,drug
loading and delivery” (hlavne proti-
rakovinovych)

~> MSC isolation

Cell culture

MSC-EVs isolation
and purification

Systemic or
controlled MSC-EVs
administration

e

'Applications in tissue
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Brain _ .o
Spinal cord

Nerve cell

Lungs |

engineering and

regenerative medicine ’
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Injury

HOX-negative Class | MHC Class Il MHC
TCR \Df‘

CDg@ve helper T cell

TCR

cbs

CD8+ve cytotoxic T cell

HOX1-4 |

HOX5-6

HOX7-8

HOX9-13

HOX-positive
MSC r H Recorded with Debut Home Edition. Upgrade to Pro to remove this message
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In vitro expansion * Frekvencia MSC v tkanivach dospelého Cloveka je

nizka:
/ .y jﬁr‘jﬁ"‘ 1 \ ¢ priblizne 1/10° buniek v kostnej dreni
, SR . S T e s 1} N
2 > SR P> e * Vyskyt je 100—1000-krat vyssi v tkanivach pupocnej
> S Snury a v tukovom tkanive
Sy
¥'Reduced l’ep“.C?tive potential  Ex vivo kultivécia je preto skoro vidy potrebnd na
¥'Telomere attrition ziskanie dostatoéného poctu buniek
v'Reduced DNA polymerase efficiency
v'Reduced DNA ir effici s ] WA | ;
\ SEEES el SRy / e Kultivacia ma ale svoje specifické nevyhody z

‘ hladiska:

» genetickej stability

» ,starnutia buniek” - znizenie
proliferativnych, diferenciacnych,
homingovych, imunomodulacnych
vlastnosti

[ Cell senescence ] { Transformation ]

» objavenie sa transformacného sekrec¢ného
fenotypu suvisiaceho so starnutim

[ Functional changes ]




rimunogenicity immuno-evasive

(Genetic

Immunomodulatory
modification
Therapeutic
Potential of
Bactericidal MSCs
capacity N 4

Migration/homing
/tissue repair

Pro-angiogenesis Trophic effect




USKALIA A NU TERAPIE

Pri podani MSC intravendzne 80% bunkovej naloze sa vychytava v plucach v priebehu 3-7 minut

Viabilné bunky sa daju dokdzat v tele prijemcu iba do jedného tyzdna po podani. Dokazal sa tieZ tropizmus MSC k
zapalenym alebo poranenym miestam a k nddorovym tkanivam

Rozdielne vysledky jednotlivych studii

In vivo Studie primarnych MSC (MSC in situ) stale chybaju:
» Nizka frekvencia primarnych MSC in vivo
» Nedostatok vhodnych zvieracich modelov

» Znacné medzidruhové rozdiely v mechanizmoch ucinku

MSC su relativne velké bunky (priemerna velkost 30 um pri ,beznej”“ monovrstvovej kultivacii za 2D podmienok), ¢im
sa vysvetluje, ze pri niektorych zvieracich experimentoch sa vyskytli tromboembolické komplikacie

dolezitost sledovania perzistencie exogénnych MSC in vivo
nedostatok publikacii popisujucich dlhodobé sledovanie recipientov
Zvysenu pozornost treba venovat aj interakcidm MSC s rakovinovymi bunkami

extracelularne vezikuly odvodené od MSC



USKALIA A NU TERAPIE

Osobitna pozornost by sa mala venovat:

Kultivacnym podmienkam a médiam

Saturacii kyslika

Kryokonzervacnénu postupu a casovému odstupu od rozmrazenia po podanie
Tkanivovému zdroju a subpopulaciam MSC

,Primingu” (oznackovanie MSC terapeutickou latkou alebo za uc¢elom sledovania in vivo) alebo
aktivacie pred podanim

Pouzitiu génovo modifikovanych alebo nemodifikovanych buniek
Pouzitiu autolégnych alebo alogénnych buniek

sposobu podania

Terapeutickej davke

Sledovaniu perzistencie exogénnych MSC
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MSC Potential risks of MSC therapy
transplantation ) o
(i) Pro-tumorigenic

~ (ii) Immune response
- (iii) Disturbed differentiation capacities
‘,. (iv) Differentiation into undesirable tissue
~ (v) Short survival after implantation

- (vi) Not spectacular improvements

- (vii) Unspecified optimal doses and route

' of cell administration



CLINICAL APPLICATION

| “‘\ A _ PATIENTS
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MANUFACTURING

~~ IMMUNOMODULATORY PROPERTIES -
MSCs

« MSC su schopné pri intravendznej aplikacii Specificky migrovat smerom k TU novotvarom a ich MTS

» Tento zvlastny rakovinovy tropizmus otvoril nové pole na pouzitie mscs ako vektorov na dodavanie J
antineoplastickych liekov pre cielené terapie

YN = -t J.



_* MSC SU SUCASNE POUZIVANE V KLINICKYCH STUDIACH PRE VELKY POCET ROZNYCH CHOROB

~/ « VIACERE BIOTECHNOLOGICKE SPOLOCNOSTI SU VO FAZE Il A lll TESTOVANIA V SNAHE O
KOMERCIALIZACIU SVOJICH BUNKOVYCH PRIPRAVKOV

 NIEKTORE PRIPRAVKY:
e PROCHYMAL (PREDTYM OSIRIS THERAPEUTICS INC. TERAZ MESOBLAST)
e REVASCOR (MESOBLAST)
e MULTISTEM (ATHERSYS)
« STEMDYNE-MSC (STEMEDICA)
« AC407 (ALLOCURE)
e CX601 ALEBO DARVADSTROCEL (ALLOCURE)
» STEMPEUCEL (STEMPEUTIC) ~

e TRINITY EVOLUTION (ORTHOFIX) J
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K KRITICKA KONCATINOVA ISCHEMIA

« |.M. INJEKCIA KONCENTROVANEHO ASPIRATU KOSTNEJ DRENE (cBMA), KTORY OBSAHUJE PHC A
MSC, SA UKAZALA AKO SLUBNA AJ VO VELKYCH RANDOMIZOVANYCH KONTROLOVANYCH

STUDIACH

« THEJETAL. VIN VITRO AJ IN VIVO STUDIACH DOKAZALI, ZE STEMPEUCEL®-1 PODANY
INTRAMUSKULARNE (1.M.) ZMIERNIL NEKROZU KONCATIN A ZLEPSIL FUNKCIU KONCATIN ZA 28

DNI.

« WANG ET AL - INTRAMUSKULARNA APLIKACIA
AUTOLOGNEHO cBMA (MARROWCHAMP)

e SORIA-JUAN ET AL. - THE NOMA TRIAL

Day 0

Day7

Sham Control LI+ Venicle LI+ Stempeucel-1 LI+ Stempeucel-1A

Sl st

IRTS

Day 28

INJEKCIE ALOGENNYCH MSC (CHAMP) ALEBO

Sham conuol

LI+ venicie conuol

LI+ Slempeucei-1

LT olempeucei-ia

4

=/

NOrmal + LT+
Stempeucel-1 Stempeucel-1

Day 1

Day 3

Day 6

Day 11

Day 14

Day 21

Day 28




_/  MSC A ISCHEMICKE POSKODENIE TKANIV

ko

~" MSC A ISCHEMICKE POSKODENIE CRIEV

« AKUTNA MEZENTERICKA ISCHEMIA (AMI) ‘ STARSIA POPULACIA ‘ UMRTNOST AZ 40 %
¢ NEKROTIZUJUCA ENTEROKOLITIDA (NEC) + VOLVULUS ‘ NOVORODENECKA POPULACIA

MARKEL ET AL. VYKONALI IN VITRO AJ IN VIVO STUDIE. NA 8 AZ 12 TYZDNOVYCH MYSIACH:

. ISCHEMIA SA VYVOLALA DOCASNYM PODVIAZANIM ARTERIA MESENTERICA SUPERIOR NA 60 MINUT (I/R — ISCHEMICKO-
REPERFUZNE POSKODENIE).

« IHNED PO NAVODENI ISCHEMIE SA NIEKTORYM MYSIAM PODALI MSC ALEBO KERATINOCYTY (KONTROLA) INTRAPERITONEALNE
 ZVIERATA SA POTOM NECHALI ZOTAVIT 6 HODIN (MOLEKULARNA/HISTOLOGICKA ANALYZA) ALEBO 7 DNI (ANALYZA PREZITIA)
VYSLEDOK:

> ZNIZENIE MORTALITY I/R ZO 70 % NA 10 % DAVKOVO ZAVISLYM SPOSOBOM (P = 0,004)

» HISTOLOGICKE NALEZY SA NEZLEPSILI! L

> ZNIZILA MORTALITU I/R U MYSI O 60 % PRAVDEPODOBNE MODULACIOU SYSTEMOVE] ZAPALOVE)

ODPOVEDE NA ISCHEMIU /

T o e )
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MSZ AKO VEKTORY NA DODAVANIE (PROTINADOROVYCH) LIEKOV

_, MSC PRI INTRAVENOZNOM PODANI IN VIVO MAJU SPECIFICKY NADOROVY TROPIZMUS - SU
SCHOPNE MIGROVAT A INTEGROVAT SA DO STROMY NADORU A VYHLADAT MIKROSKOPICKE
METASTAZY

. Cestou adenovirusovej alebo retrovirusovej
transdukcie inkorporacia génov pre : IFN-B, IFN-y, IL-12, IL-24,Ligand TRAIL, ,,Samovrazednych”
génovo/enzymovych systémov, napr. Tymidinkindza virusu herpes simplex

. Replikacia virusu v bunkach TU a Sirenim do
okolitych nadorovych tkaniv: REPLIKATIVNY ADENOVIRUS (CRAD), ONKOLYTICKY VIRUS OSYPOK
(MV)

. S naviazanym boli
schopné sa akumulovat v nddoroch a pomaly uvolnovat liecivo, pricom sa zachovala vysoka
Zivotaschopnost MSC buniek. Podobne MSC s nanocasticami |

) e )



MSC A CROHNOVA CHOROBA

—t
. . PREUKAZALI, ZE TRANSPLANTACIA HSC OBNOVILA IMUNITNU TOLERANCIU A
ZMIERNILA CD
. VYKONALI UCINNOSTI A BEZPECNOSTI SC TERAPIE:

« POROVNALI ODPOVED ZVIERAT MSC MALI PREUKAZATELNY TERAPEUTICKY UCINOK V OBOCH
MODELOCH,

e BM-MSC MALI NAJSILNEJSI TERAPEUTICKY UCINOK

e PRI HSC SA VYSKYTLO VIAC NEZIADUCICH REAKCII, AKO NAPRIKLAD ZVYSENA INCIDENCIA
VIRUSOVYCH INFEKCIi

e ABY SA PREDISLO KOMPLIKACIAM U PACIENTOV S CD A PERIANALNYM OCHORENIM JE VHODNE
VYKONAT DRENAZ, ZAVIEST PRISNE HYGIENICKE OPATRENIA A PODAVAT ADEKVATNU ANTIBIOTICKU
PROFYLAXIU. UKAZALO SA, ZE TIETO OPATRENIA DRAMATICKY ZVYSIA BEZPECNOST.

« PODAVANIE MSC ZISKANYCH Z KOSTNEJ DRENE ALEBO Z PUPOCNEJ SNURY (UC-MSC) BOLO™
SPOJENE S NIZSIM RIZIKOM INFEKCIE A VACSINA VEDLAJSICH UCINKOV BOLA MIERNA A NEBOLA
SPOJENA S PODAVANIM MSC -/

Y NS - 2



MSC A CROHNOVA CHOROBA

Priblizne u 20 % pacientov s vysokou
rekurenciou po liecbe

. - Lokdlna injekcia MSC zlepsSila hojenie perianadlnych fistul
suvisiacich s CD

e Suspenzia ludskych alogénnych AD-MSC a vyuziva sa na lieCbu

» Velky pocet klinickych studii preukazalo ucinnost tejto liecby pCD (de la portilla et al., Panés et al.)

* Neda Heidari a kol. a Ju-Hyun An a kol. skumali vplyv exozdémov a prostaglandinu E2
odvodenych od AD-MSC

e Silny dékaz o ucinnosti poskytol vystup z randomizovanej, dvojito zaslepenej, placebom
kontrolovanej, multicentrickej studie (ADMIRE-CD) - pacienti lieceny AD-MSC mali vysSiu mieru
kombinovanej remisie ako placebo skupina



MSC pre svoje imunomodulacné ucinky sa uz dlho testuju, ako

MSC A TRANSPLANTACIA

ohladom pouzitia priliecbe

e MSC - najsfubnejsie spomedzi imunomodulaé¢nymi bunkami na bunkovu terapiu

Skumali ucinky jednej intravendznej BM-MSC infuzie u prijemcov transplantatu pecene od zosnulého

darcu na liecbe nizkou davkou krdlicieho antitymocytového globulinu (RATG) a na nizkodavkovej udrziavace;j

imunosupresivnej lieCbe

Infuzia BM-MSC podala do 3 hodin pred zacatim chirurgického zakroku

Zistili zvySeniu percenta Treg. lymfocytov v periférnej krvi pocas prvych 2 tyzdnov po podani BM-MSC infuzie
Tieto zistenia korelovali so podobnymi vysledkami niektorych studii pri liecbe BM-MSC pri transplantacii obliciek
Tento efekt sa nepozoroval v kontrolnej skupine

V podobnej studii ini badatelia nepreukazali zvySenie poctu Treg lymfocytov po infuzia BM-MSC

Pri intravendznom podani BM-MSC mysSiam 2 dni po operacii sa neindukovalo zvysenie poctu Treg lymfocytov, ked sa mySiam
podala infuzia BM-MSC pred transplantaciou, MSC migrovali hlavne do sleziny a podporili proliferaciu Treg lymfocytov.

* Tieto zistenia by mohli predvidat vyvoj pro-tolerogénneho prostredia

S

, ale v sucasnosti sa objavuju aj studie

L

-/
J.



3D BIOTLAC

Cancer Implantable Drug and In vitro
research tissue'\organs toxicology disease
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4
. (alebo ,, robotic additive

biomanufacturing) je spickova technolégia

* umoznuje vyrobu 3D biologickych nahrad na
| zaklade

¢ » kombinovanim Zivych a neZivych komponentov tvz.

,bioatramentov®, vo vopred urcenej 3D
architekture

e Bioatramentmi mozu byt:

* bunkové agregaty (,,scaffold-free®) ®)

* bunky suspendované v hydrogéle alebo vo viskozne; j
chemickej latke (,,scaffold-based”)

¥\ = bt \ )
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Y Inkjet bioprinter

Bioprinting tool

\
Inkjet Microextrusion LAB SLA/DLP
Inkjet Print speed Fast Slow-Moderate Moderate -Fast Fast
Cartridge Droplets
Quality and Low High Low-Moderate Moderate-High
integrity of
.ZJ
dimension
Resolution in Moderate (10-100 pm droplets) Low (100-300 pum filaments) Moderate (—10 pm droplets) High (—1.2 pm voxels)
Xy
Cell density Low (10° cell/ml) High (cell spheroids 10° cellsyml)  Moderate - High (10° cells/ml) Low - Moderate (10° cell/ml)
Microextrusion bioprinter Cell viability  High (60-90%) Low -Moderate - High (40-90%) High (95%) Moderate - High (~85%)
Bioink Very low (<12 mPa/s) Very high (30-10” mPa/s) Low (1-300 mPa/s) Moderate (<2000 mPa/s)
Extruder g
Process Ejection and deposition of liquid A continuous filament is extruded Nozzle-free system, a laser locally Nozzle-free system, patterned UV
principles droplets through a pulsed- from a nozzle under mechanical or  creates a gas bubble that ejects light induces layer-by-layer
Extrudat and key actuated nozzle. The deposited pneumatic pressure. Structures bioink droplets from a donor film polymerization of a liquid
X ru ate features bioink requires further post- often need to be stabilized further  onto a substrate and the construct photoactivable bioink, creating a
(blOlnk) processing to stabilize its structure by post-processing (chemical or requires further post-processing 3D structure, no post-processing
via chemical or photo-crosslinking  photo-crosslinking curing). via chemical or photo-crosslinking.  is required.
curing Biocompatible thermoplastics are
printed hot and solidify at room
temperature.
Pros Multiple bioinks can be used Compatible with the majority of Nozzle free system (no clogging), Nozzle free system (no clogging),

| light-assisted bioprinters ]

@— Objective
Donor %

Photosensitiv: cons
Material

Projection
System

Bioink

Droplets

(LAB) (SLA\DLP)

simultaneously (in as many
nozzles). The equipment is
relatively inexpensive

Risk of thermal and mechanical
stress to cells, requires a rapidly
gelling bioink to post-stabilize the
structure, and prone to nozzle
clogging

hydrogel bioinks and other highly
viscous inks (e.g. cell spheroids,
and thermoplastic polymers) and
with a wide range of resulting
feature dimensions.

Nozzle clogging, high shear stress
may lead to reduced cell survival,
and the bioink requires post-
processing (curing\ solidification)
to maintain its shape. Multiple
bioinks can only be deposited
sequentially.

¢ &

and no thermal or shear stress
involved.

Expensive hardware, metallic
particle contamination, time-
consuming, and fabrication limited
to a single bioink.

precise multi-layer fabrication.
No post-processing needed

Cumulative UV exposure may
induce cell toxicity, Fabrication
limited to a single bioink.

)
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ragging technique Mucosal Muscular
mPCL bioink bioink
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decellularized ink-based construct
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Scaffold-free tracheal substitute

( A) ® @ i (B) Isolation and culture of rat cells
@
Nomal human dermal fibroblast(NHDFs)
o
@
oel(HESMCs)

-

o

HummuNNcuwme«hmwuaMHmEanmem
I stem celis (MSCs)

€-
X

A
sannad

qqqqqqqqaa«
(((((Ql((l(!};;;

P

qdqqqeqeqqese
((CCCC(({({(




{ TR

S P UH UG

amivreis wiwa

Mli1 a

Autoclave bag

|

Printer

Cama
Crosslinked

©

= m -
w @
]
: == I3

o~

g L e
£ V i

S ~

e © & 8

(Aw) 263107 .w

1 -5

A 3

" )

IR

Lio

Thrombosis

spangsuoa Jejnasea jo Buguudoig g

Time (s)

Blockage (Percent)

i 3

» &

o 2

R— \ :
Cross-linking Selective moid

removal

| .
| i
f 4 > P -
P— 3
. 3 . m
m.w m;
R 3:
i |
* mu
[ %
77 dw
§
i

Sacrificial mold
made of ASP

3D printing of sacrificial mold
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