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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob klasyfikacji komorek MSC ze wzgledu na wtasciwosci tera-
peutyczne do zastosowania jako narzedzie do dopasowywania dawcy do biorcy. Dodatkowo, przedmio-
tem wynalazku jest rowniez sposob klasyfikacji komérek MSC ze wzgledu na wtasciwosci terapeutyczne
wspierany komputerowo.

Mezenchymalne komorki macierzyste/zrebowe (MSC) sa przedmiotem badan klinicznych
i narzedziem terapii regeneracyjnej od ponad pokolenia. Przede wszystkim wynika to z ich wtasci-
wosci przeciwzapalnych i immunomodulujacych. Wiele badan wykazato, ze terapie MSC moga by¢
pomocne w leczeniu wielu réznych choréb i zaburzen, takich jak choroba zwyrodnieniowa stawdéw,
utrata chrzastki stawowej, wrodzona wada kosci (Ol), reumatoidalne zapalenie stawow, choroba
przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD), cukrzyca, choroba Lesniowskiego-Crohna, stward-
nienie rozsiane (MS), stwardnienie zanikowe boczne (ALS) i inne choroby o podtozu zapalnym.
Mozliwos¢ wykorzystania MSC do leczenia tak szerokiej gamy choréb wynika z ich dziatania biolo-
gicznego, polegajacego na wydzielaniu czynnikdw parakrynnych, takich jak cytokiny, chemokiny
i egzosomy, co pozwala im modulowa¢ odpowied? immunologiczna poprzez zmniejszenie stanu
zapalnego. Co wiecej, terapie MSC sa uwazane za bezpieczne (1) (2) (3). Ludzkie MSC mozna
uzyskac z réznych tkanek, a ich potencjat terapeutyczny w leczeniu choréb moze zaleze¢ od ich
pochodzenia. Najbardziej rozpoznawalnym zrédtem jest szpik kostny (BM). Pobranie BM od dawcy
jest zabiegiem inwazyjnym i bolesnym. Ponadto wtasciwosci terapeutyczne MSC pochodzacych
z BM, liczba wyizolowanych komérek oraz ich potencjat do réznicowania sg zalezne od dawcy i ma-
leja wraz z wiekiem. Alternatywnymi zrodtami MSC sa tkanka ttuszczowa, miazga zebowa, btona
maziowa, krew obwodowa, ozebina, endometrium i tkanka ptodowa, taka jak galareta Whartona
z pepowiny, krew pepowinowa, owodnia, ptyn owodniowy i tozysko. Co najwazniejsze, tkanki oko-
toporodowe sg dostepnym Zrédtem komérek do terapii komorkowej bez koniecznoéci inwazyjnych
procedur ich pobierania, poniewaz sa traktowane jako odpady medyczne. Ponadto naukowcy udo-
wodnili, Zze wczesne zrodta ptodowe MSC umozliwiajg izolowanie wiekszej liczby komérek o wyso-
kiej multipotencji oraz zdolnosci do ekspansji niz ze szpiku kostnego od dorostych dawcow (4) (5)
(6). Sztandarowymi i klasyfikacyjnymi cechami MSC wedtug International Society for Cell & Gene
Therapy (ISCT), niezaleznie od pochodzenia i sposobu izolowania komorek, jest zdolnosc¢ przycze-
piania sie do plastiku. Ich morfologia jest podobna do fibroblastow i maja wspdlne z nimi wtasciwo-
ci, takie jak ekspresja CD105, CD73 i CD90 przy braku CD11b lub CD14, CD19, CD34, CD45,
CD79 i antygenu uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il (HLA-DR).

Wykazuja zdolnos$¢ do réznicowania sie w trzy rézne typy komorek (osteoblasty, chondroblasty
i adipocyty) za pomoca specyficznych podtozy hodowlanych. Jednak ostatnio ISCT wezwat do poprawy
charakterystyki komérek MSC, zalecajac wiaczenie testow funkcjonalnych dla komorek (1) (7) (8).

Produkty komorkowe wytwarzane zgodnie z Dobrymi Praktykami Wytwarzania (GMP) w opar-
ciu o MSC sa obecnie oznaczone przez Europejska Agencje Lekow (EMA) jako Produkty Lecznicze
Terapii Zaawansowanej (ATMP). Wytyczne EMA podczas zwolnienia komorkowego produktu kon-
cowego zapewniajg potwierdzenie bezpieczenstwa, jakosci i skutecznosci terapii komérkowej. Po-
twierdzaja to testy funkcjonalne, cytogenetyczne, potencji, sterylnosci i czystosci, takie jak brak
endotoksyn, czy mykoplazmy (2). W przypadku jakichkolwiek nieprawidtowosci w testach dla pro-
duktu komérkowego, produkt zostaje zdyskwalifikowany. Gtéwnym problemem terapii komorkowe;j
jest staba charakterystyka i rozbieznos¢ w skutecznosci terapeutycznej in vivo (1). Wytyczne ISCT,
cho¢ powszechnie akceptowane, nie gwarantuja powtarzalnosci wtasciwosci produktow MSC. Na-
lezy podkresli¢ iz produkty komérkowe MSC wykazuja znaczng heterogenicznos¢ pod wzgledem
dynamiki proliferacji, klonogennosci, wydzielanych czynnikow (sekretomu) czy potencjatu do rézni-
cowania. Ta heterogennos¢ nie jest brana pod uwage w rutynowej charakterystyce komorek (5).
Réznice, ktére maja udowodniony wptyw na produkt komorkowy, to rézne podtoza hodowlane,
w szczegodlnosci ich suplementacja, gesto$¢ wysiewu komarek, liczba pasazy lub czas trwania ho-
dowli, a nawet sposdb zamrazania. W przypadku suplementacji podioza potwierdzono, ze obecnos¢
lizatu ludzkich ptytek krwi (hPL) wptywa nie tylko na proliferacje komoérek, ale takze na ich zrozni-
cowany potencjat i zdolnosci immunomodulacyjne (3). Istnieja roznice w protokotach zamrazania
komérek w réznych obszarach produkcyjnych i pomimo utrzymywania podstawowych parametrow
ISCT po rozmrozeniu komorek, potencjatimmunomodulacyjny komorek moze zmniejszyc¢ sie nawet
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0 50%. Ze wzgledu na rézne zdolnosci immunomodulacyjne MSC, maja one rézny wptyw na hamo-
wanie odpowiedzi komoérek T, dojrzewanie komoérek prezentujacych antygen, cytotoksycznosé spo-
czynkowych komoérek NK, réznicowanie monocytéw w niedojrzate komorki dendrytyczne, czy se-
kretom MSC (zwiekszenie produkcji PGE2, TGFb i IL10), ktéry pomaga w indukcji i réznicowaniu
komorek w regulatorowe komorki T (Treg) (9).

Z dokumentu CN112748080 znany jest sposob charakteryzowania wtasciwosci immunoregula-
cyjnych produktow terapii mezenchymalnymi komdorkami macierzystymi, obejmujacy hodowle produktu
w medium zawierajacym interferony w celu stymulacji komoérek, zebranie supernatanta hodowli i pod-
danie go reakcji barwnej w celu zmierzenia aktywnosci 2,3-dioksygenazy indoloaminy 1 (IDO1), aby
uzyskac ilo$¢ L-kinureniny, wytwarzanej przez badany produkt. Jezeli wzgledna aktywno$¢ biologiczna
badanego produktu w stosunku do komorek referencyjnych wynosi > 60%, okresla sie, ze badany pro-
dukt spetnia wymagania dla produktow terapii mezenchymalnymi komérkami macierzystymi.

Podobne podejscie, bazujace na szybkim oznaczeniu aktywnosci 2,3-dioksygenazy indoloaminy
1 w celu oznaczenia wtasciwosci immunomodulacyjnych ludzkich mezenchymalnych komérek macie-
rzystych jest opisane w dokumencie CN113278674A.

Z kolei opis CA2876499A1 ujawnia zastosowanie szeregu ponad 20 markeréw do detekcji hES-
MSC o stopniu klinicznym do leczenia choréb autoimmunologicznych, w szczegdlnosci stwardnienia
rozsianego. Autorzy przyznaja, ze ograniczone zrodta i zmienna jakos¢ ludzkich tkanek od réznych
dawcow ograniczaja badania i zastosowanie MSC i uniemozliwiaja standaryzacje MSC jako produktu
terapeutycznego do zastosowania klinicznego na duzg skale. Pochodzace z tkanek dorostych MSC sa
wysoce wymieszanymi populacjami komarek i by¢ moze tylko cze$¢ komérek wywiera dziatanie immu-
nomodulujace. Sposob polega na oznaczeniu ponad 20 markerow (mi.in. CD73, CD90, CD105, CD146,
CD166, CD44, CD13, CD29, CD54, CD49E, CD45, CD34, CD31, SSEA4, OCT4, NANOG, TRA-1-60)
podzielonych na cztery grupy.

W artykule Petrenko i wspotpracownikow (10). Autorzy porownali kinetyke wzrostu, wtasciwosci
immunofenotypowe i immunomodulacyjne, ekspresje genow i profil wydzielania MSC pochodzacych ze
szpiku kostnego dorostego czlowieka (BM-MSC), tkanki ttuszczowej (AT-MSC) i galarety Whartona
(WJ-MSC) hodowanych klinicznie z naciskiem na potencjat neuroregeneracyjny. Zastosowano naste-
pujace markery: CD10, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC, CD14, CD45, CD235a, CD271,
HLA-DR, VEGFR2, CD34, CD133, CD146, SSEA-4, MSCA-1, CD271, HLA-DR. Podobnie, w artykule
Li i wspotpracownikow (11) porownano mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z 4 réznych
2rodet, ludzkiego szpiku kostnego, tkanki ttuszczowej, galarety Whartona i fozyska, w celu okreslenia
ktora populacja MSC wykazywata najsilniejszy immunosupresyjny wptyw na proliferacje limfocytow T
indukowang fitohemaglutyning i ktéra miata najwiekszy potencjat proliferacyjny i réznicujacy. Ekspresje
szeregu genow zwiazanych z odpornoscia (mi.in. MHC II, TLR4, TLR3, JAG1, NOTCH2 i NOTCH3)
analizowano za pomoca RT-PCR i RT-gPCR. Potencjat proliferacyjny i roznicujacy MSCs okreslono
standardowymi metodami.

W pracy Ouafy i wspodtpracownikow (12) opisano identyfikacje i walidacje markeréw predykcyj-
nych zwigzanych z wtasciwosciami immunomodulacyjnymi WJ-MSC. W tym celu wybrano i zbadano
CD119, CD200 i Notch1. Autorzy stwierdzili, ze CD119 i Notch1 moga by¢ potencjalnie stosowane jako
markery wtasciwosci immunomodulujacych WJ-MSC, jednak potrzebne sa dalsze badania.

Gtownym problemem w dziedzinie jest brak standaryzacji protokotu wytwarzania produktu
komorkowego (7). Wszyscy wytworcy prawdopodobnie nie zoptymalizujg protokotu izolowania i wy-
twarzania produktu komorkowego opartego na MSC. Odpowiedzig na pilng potrzebe opracowania
bardziej rygorystycznego sposobu charakteryzowania MSC pod katem jakosci, bezpieczenstwa
i skutecznosci produktéw MSC jest sposob klasyfikacji komérek MSC ze wzgledu na wtasciwosci
terapeutyczne wedtug wynalazku, ktory znajduje zastosowanie jako standaryzowany rozszerzony
sposob oceny produktu komérkowego do badan klinicznych lub eksperymentéw medycznych po-
przez podzielenie ich na klastry terapeutyczne w celu wyeliminowania zmiennosci partii. Klastry
terapeutyczne moga okazac sie konieczne dla unikniecia zmiennosci w produkcie komdérkowym,
ale takze osiagniecia przewidywalnych korzystnych wynikdw terapii komdérkami macierzystymi
in vivo. W celu przyporzadkowania komorkowego produktu leczniczego do danego klastra z probki
referencyjnej zwalnianego produktu leczniczego, po rozmrozeniu probki wykonano dodatkowe ba-
dania: rozszerzony panel cytometryczny z dodatkowymi markerami takimi jak CD119, CD200,
CD120b, CD72, CD273, CD274, CD39, HO, test jednostek tworzacych kolonie (CFU), test bezpie-
czenstwa molekularnego (zgtoszenie patentowe nr P.433374 pt. "Zastosowanie zestawu genow do
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okres$lania potencjatu teratogennego komérek mezenchymalnych", ktére uzyskato patent 2 sierpnia
2022 r.), analize sekretomu i opracowano technologie kohodowli MSC z produktu komérkowego
z MNC (komorki jednojadrzaste) od zdrowego dawcy. Poszerzona charakterystyka i uzyskane wy-
niki pozwolity stworzy¢ algorytm przypisujacy serie produktéw komérkowych (WJ-MSC) do jednego
z trzech klastrow terapeutycznych. Serie produktow komaérkowych przypisane do klastrow terapeu-
tycznych na podstawie stworzonego algorytmu beda miaty podobna aktywnos¢ biologiczna. Dodat-
kowym zastosowaniem sposobu wedtug wynalazku bedzie mozliwos¢ wybrania produktu komaérko-
wego z klastra terapeutycznego dla danego obszaru chorobowego lub nawet dla konkretnego pa-
cjenta. Takie podejscie do produktu komdrkowego i jego oceny jakosciowej wychodzi naprzeciw
silnej potrzebie standaryzacji protokotu wytwarzania produktu komaorkowego.

ISTOTA WYNALAZKU

Sposob klasyfikacji komorek MSC ze wzgledu na wtasciwosci terapeutyczne wedtug wynalazku
obejmuje nastepujace etapy:
a. pomiar poziomu obecnosci oksygenazy hemu, poziomu ekspresji POUSF 1, zmiany udziatu
limfocytow Th pod wptywem komorek MSC; zmiany udziatu limfocytow Th pozytywnych na
CDG69 pod wptywem komorek MSC oraz zmiany udziatu limfocytow Th naiwnych pod wpty-
wem komorek MSC, przy czym zmiane udziatu limfocytow Th pod wptywem komorek MSC,
zmiane udziatu limfocytow Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komorek MSC oraz
zmiane udziatu limfocytow Th naiwnych pod wptywem komorek MSC oznacza sie po koho-
dowli komorek MSC z komérkami jednojadrzastymi w poréwnaniu do kontroli stanowiace;
komorki jednojadrzaste, ktére hodowano w identycznych warunkach, ale bez kontaktu z ko-
morkami MSC
b. klasyfikacja komoérek MSC jako nalezacych do jednego z co najmniej trzech klastrow tera-
peutycznych: klastra terapeutycznego proregeneracyjnego o potencjale regeneracyjnym i po-
tencjale do réznicowania albo klastra terapeutycznego nadaktywnego, ktéry nie wykazuje
efektu terapeutycznego albo klastra terapeutycznego antystresowego o potencjale do reduk-
cji stresu oksydacyjnego na podstawie wynikéw pomiaréw z etapu a.

Korzystnie, w etapie b:

— jesli poziom komérek MSC wykazujacych obecnos¢ oksygenazy hemu wynosi od 2% do
3,9% i poziom ekspresji POU5F1 wynosi od 0,5 CF do 1,01 CF i zmiana udziatu limfocytow
Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komaérek MSC wynosi od -17,83% do -13% i zmiana
udziatu limfocytéw Th naiwnych wynosi od -0,35% do -0,15% i zmiana udziatu limfocytow Th
pod wptywem komorek MSC wynosi od 0,05% do 0,23%, komérki MSC klasyfikuje sie do
klastra nadaktywnego.

— jesli poziom komorek MSC wykazujacych obecnos¢ oksygenazy hemu wynosi od 11,4% do

17% i poziom ekspresji POU5F1 wynosi od 0,55 CF do 0,7 CF i zmiana udziatu limfocytow
Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komérek MSC wynosi od -27,33% do
-1,59% i zmiana udziatu limfocytow Th naiwnych wynosi od -0,22% do 0,16% i zmiana udziatu
limfocytow Th pod wptywem komorek MSC wynosi od 0,09% do 0,12%, komoérki MSC klasy-
fikuje sie do klastra antystresowego.

— jesli poziom komorek MSC wykazujacych obecnos¢ oksygenazy hemu wynosi od 3,4% do

10,1% i poziom ekspresji POU5F1 wynosi od 0,84 CF do 1,4 CF i zmiana udziatu limfocytow
Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komoérek MSC wynosi od -10,6% do 0,59% i zmiana
udziatu limfocytéw Th naiwnych wynosi od 0,08% do 0,31% i zmiana udziatu limfocytéw Th
pod wptywem komérek MSC wynosi od -0,02% do 0,09%, komorki MSC klasyfikuje sie do
klastra proregeneracyjnego.

Korzystnie, w etapie a zmiane udziatu limfocytow Th pod wptywem komorek MSC, zmiane udziatu
limfocytow Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komérek MSC oraz zmiane udziatu limfocytow Th naiw-
nych pod wplywem komorek MSC oznacza sie po kohodowli komérek MSC z komorkami jednojadrzastymi
w stosunku ilodciowym odpowiednio 1:10.

Najkorzystniej, gdy kohodowle prowadzi sie w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO..

Kohodowle mozna prowadzi¢ przez 4 dni.

Korzystnie, komorki MSC pochodzg z galarety Whartona albo ze szpiku kostnego albo z tkanki
ttuszczowej, korzystnie z galarety Whartona.
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Korzystnie, etap b. jest wspierany komputerowo i obejmuje nastepujace etapy budowania klasy-
fikatora:
al. wyznaczanie co najmniej trzech klastrow terapeutycznych: klastra terapeutycznego prorege-
neracyjnego o potencjale regeneracyjnym i potencjale do réznicowania albo klastra terapeu-
tycznego nadaktywnego, ktory nie wykazuje efektu terapeutycznego albo klastra terapeutycz-
nego antystresowego o potencjale do redukcji stresu oksydacyjnego, przy czym wyznaczanie
obejmuje pomiar parametrow komorek MSC obejmujacy:

i. testjednostek tworzacych kolonie CFU

ii. okreslenie fenotypu komoérek MSC poprzez pomiar markeréw genetycznych CDKN24,
CLDN1, DNMT3B, ESM1, HAND2, HEY1, MYO3B, NANOG, PDGFRA, OOU5F1,
TDGF1, TWIST1, ZBTB16

iii. okreslenie fenotypu komérek MSC poprzez pomiar markeréow genetycznych CD119,
CD120b, CD274, CD273, CD200, CD72, CD39, HO

iv. analize sekretomu komorek MSC poprzez pomiar wydzielania BDNF, HGF, IL6, IL8,
MCP1, RANTES, TGFb1, TGFb2

v. okreslenie immunomodulacji komorek MSC poprzez kohodowle komoérek MSC z komor-
kami jednojadrzastymi, przy czym kohodowle prowadzi sie korzystnie w stosunku iloscio-
wym odpowiednio 1:10, w temperaturze 37°C oraz atmosferze 5% CO2 przez 4 dni, przy
czym po kohodowli okresla sie liczbe komérek jednojadrzastych, ich zywotnos¢ oraz
zmiane udziatu % limfocytow T, limfocytéw B, NK, NKT, Th, Tc, Th naiwnych, Th pamieci,
Tc naiwnych, Tc pamieci, Th CD69+, Th CD25+CD69+, Th CD25+, Th nieaktywowanych,
Tc CD69+, Tc CD25+Cd69+, Tc CD25+, Tc nieaktywowanych, Th1, Th2, Th17, cytokin
wewnetrznych dla: Th1, Th2 i Th 17, oraz T regulatorowych komérek jednojadrzastych

vi. podziat komorek MSC na co najmniej trzy klastry terapeutyczne: nadaktywny, antystre-
sowy i proregeneracyjny na podstawie wynikow z etapéw i.-v.,

b1. budowanie klasyfikatora, ktére obejmuje:

i. redukcje ilosci parametrow do co najmniej parametréw poprzez identyfikacje istotnych
parametrow na podstawie wspotczynnikow btedu klasyfikacji lub na podstawie miary istot-
nosci zmiennych opartej na funkcji straty,

ii. przeprowadzenie korelacji parametrow z etapdw a1l. i.-v. i eliminacje parametréw, ktére
sg ze sobg skorelowane

iii. okreslenie prawdopodobienstwa przynaleznosci do okreslonego klastra na podstawie po-
rownania wynikéw klasyfikacji z wykorzystaniem parametrow wybranych w etapie b1. i.
z przynaleznoscig do wyznaczonego klastra w etapie a1. vi.

oraz etapy klasyfikacji komorek MSC, obejmujace:

c1. zapewnienie komoérek MSC,

d1. pomiar wybranych istotnych parametrow wyznaczonych w etapie b1. i. komoérek MSC z etapu
c1.,

el. klasyfikacja komoérek MSC za pomoca klasyfikatora wyznaczonego w etapie b1. jako naleza-
cych do jednego z klastrow terapeutycznych na podstawie wynikéw pomiardw z etapu d1.,

przy czym etapy al.i b1. sa wykonywane jednorazowo dla danej populacji komorek MSC, etap

al.vi, b1., e1. wykonywane sg za pomoca obliczen w systemie komputerowym, do ktérego prze-

kazywane sg dane z pomiarow w etapie a1. i.-v. lub d1.

Korzystnie, w etapie b1. i. wybierane sa tylko te parametry, ktére zostaty wskazane jako istotne.
Korzystnie, w etapie a1. vi. podziatu na klastry dokonuje sie z zastosowaniem hierarchicznej ana-
lizy skupien.
Najlepiej, gdy w etapie b1. i. identyfikacji dokonuje sie z zastosowaniem algorytmu Boruta z kla-
syfikatorem laséw losowych.
Dzieki zastosowaniu sposobu wedtug wynalazku, 14 linii komorkowych MSC zaklasyfikowano do
jednego z trzech klastréw terapeutycznych:
— klastra proregeneracyjnego — sub-populacji wykazujacej sie zwiekszonym potencjatem pro-
regeneracyjnym i o wyzszym potencjale do réznicowania (w tym do transdyferencjacji) niz
w pozostatych klastrach, jednak bez podwyzszonego ryzyka nowotworzenia in vivo.
— klastra nadaktywnego — sub-populacji nie wywotujacej oczekiwanego efektu terapeutycz-
nego.
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— klastra antystresowego — sub-populacji o wysokim potencjatem do redukcji stresu 10 oksy-
dacyjnego (bardzo czesto potaczonym ze stanem zapalnym) w miejscu chorobowo zmienio-
nym.

Klasyfikowanie linii komorkowych MSC do jednego z wymienionych wyzej klastrow terapeutycz-
nych pomaga w doborze odpowiedniego produktu komoérkowego (linii komorek MSC) dla danego ob-
szaru chorobowego oraz moze stuzy¢ jako narzedzie dopasowania dawcy do biorcy. Redukcja liczby
mierzonych parametrow linii komorkowych MSC skraca znacznie czas analiz oraz ich koszt.

OPIS FIGUR
Przedmiot wynalazku przedstawiono w przyktadach wykonania na rysunku, na ktérym:

Figura 1 przedstawia stopien tworzenia kolonii zdefiniowany jako procent liczby kolonii do liczby
wysianych komérek dla 14 linii komdrkowych,

Figura 2 przedstawia ekspresje mMRNA wybranych markeréw genetycznych dla 14 linii komorko-
wych opartg na tzw. tescie panelu bezpieczenstwa molekularnego. Ekspresje wyrazono w krotnosciach
zmiany (ang. fold change) do linii referencyjnej po normalizacji do ekspresji genu ACTB,

Figura 3 przedstawia korelacje miedzy wyselekcjonowanymi markerami genetycznymi z przy-
ktadu 2, przy czym wielko$¢ punktéw oznacza wartos¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozytywna
korelacje, a ksztalt rombu ujemna, natomiast istotnos¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona jest *, na
poziomie 0.01 oznaczona jest **, a na poziomie 0.001 oznaczona jest ***,

Figura 4 przedstawia rozktad procentowy wybranych markeréw genetycznych w panelu rozsze-
rzonym dla 14 linii komérkowych,

Figura 5 przedstawia korelacje miedzy markerami panelu rozszerzonego z przyktadu 3, przy
czym wielkos¢ punktow oznacza warto$¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozytywnag korelacje,
a ksztatt rombu ujemna, natomiast istotnos¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona jest *, na poziomie
0.01 oznaczona jest **, a na poziomie 0.001 oznaczona jest ***,

Figura 6 przedstawia analize sekretomu 14 linii komorkowych,

Figura 7 przedstawia korelacje miedzy analitami z przyktadu 4, przy czym wielko$¢ punktéw ozna-
cza warto$¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozytywna korelacje, a ksztatt rombu ujemna, nato-
miast istotnos¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona jest *, na poziomie 0.01 oznaczona jest **, a na
poziomie 0.001 oznaczona jest ***,

Figura 8 przedstawia hamowanie ekspansji komorek MNC w kohodowli dzieki immunomodula-
cyjnym wiasciwosciom 14 linii komérkowych MSC (8A) oraz zywotnos¢ komorek MNC (8B), przy czym
kolory stupkdéw oznaczaja: czarny-DO0, szary-D4 kontrola, biaty-D4 kohodowla,

Figura 9 przedstawia liczbe i zywotnos¢ komorek MNC po kohodowli z 14 liniami komorkowymi
MSC z przykiadu 5,

Figura 10 przedstawia procent poszczegolnych subpopulacji komorek MNC dla markerow akty-
wacji: limfocyty T (10b), limfocyty B (10b), NK (10c), NKT (10d) w przypadku kohodowli z 14 liniami
komarek MSC z przyktadu 5, przy czym kolory stupkdw oznaczaja: czarny-DO0, szary-D4 kontrola, biaty-
D4 kohodowla z MSC,

Figura 11 przedstawia procent poszczegolnych subpopulacji komoérek MNC w tym: Th (11a), Tc
(11b), Th naiwnych (11c), Th pamieci (11d), Tc naiwnych (11e), Tc pamieci (11f) w przypadku kohodowli
z 14 liniami komérek MSC z przyktadu 5, przy czym kolory stupkéw oznaczaja: czarny-DO0, szary-D4
kontrola, biaty-D4 kohodowla MSC,

Figura 12 przedstawia procent poszczegolnych subpopulacji komoérek MNC: Th CD69+ (12a), Th
CD25+ CD69+(12b), Th CD25+ (12c), Th nieaktywne (12d) w przypadku kohodowli z 14 liniami komorek
MSC z przyktadu 5, przy czym kolory stupkdw oznaczaja: czarny-DO0, szary-D4 kontrola, biaty-D4 koho-
dowla MSC,

Figura 13 przedstawia procent poszczegdlnych subpopulacji komorek MNC: Tc CD69+ (13a), Tc
CD25+ CD69+(13b), Tc CD25+ (13c), Tc nieaktywne (13d) w przypadku kohodowli z 14 liniami komérek
MSC z przyktadu 5, przy czym kolory stupkdw oznaczaja: czarny-DO0, szary-D4 kontrola, biaty-D4 koho-
dowla MSC

Figura 14 przedstawia procent poszczegolnych subpopulacji komorek MNC dla markera subpo-
pulacji MNC: Th1 (14a), Th2 (14b), Th17 (14c), oraz ich cytokin wewnetrznych: IFN-y (14d), IL4 (14e),
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IL17 (14f), a takze subpopulacji Treg (14g) w przypadku kohodowli z 14 liniami komoérek MSC z przy-
kfadu 5, przy czym kolory stupkéw oznaczaja: czarny-DO0, szary-D4 kontrola, biaty-D4 kohodowla MSC,

Figura 15 przedstawia zmiany kohodowli komoérek MNC dla poszczegolnych markerow aktywacii
oraz subpopulacji MNC pod wptywem kohodowli z 14 liniami komorek MSC z przyktadu 5,

Figura 16 przedstawia korelacje miedzy subpopulacjami komoérek MNC, a takze ich poziomem
aktywacji, przy czym wielkos¢ punktow oznacza wartos¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozy-
tywng korelacje, a ksztatt rombu to ujemng, natomiast istotno$¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona
jest *, na poziomie 0.01 oznaczona jest **, a na poziomie 0.001 oznaczona jest ***,

Figura 17 przedstawia podziat linii komorkowych MSC na klastry terapeutyczne przy pomocy hie-
rarchicznej analizy skupien,

Figura 18 przedstawia rozmieszczenie linii komérkowych w nowych wspotrzednych wyznaczo-
nych poprzez analize sktadowych gtéwnych.

PRZYKLADY WYKONANIA

Materiaty i sposoby

Przygotowanie probek do charakteryzowania komérek WJ-MSC

Charakterystyke przeprowadza sie tylko na produktach komorkowych zwolnionych do obrotu
zgodnie z ATMP (ang. Advanced Therapy Medicinal Products). Z serii pochodzacych od 14 réznych
dawcow (ALS393, ALS439, ALS613, ALS558, ALS628, ALS634, ALS397, ALS432, ALS366, ALS410,
ALS502, ALS633, ALS414, ALS487) okreslanych dalej réwniez jako ,linie komorkowe” rozmrazano po
jednym reprezentatywnym produkcie (linii komorkowej WJ-MSC) wytworzonym przez Wytwornie Far-
maceutyczng PB KM, ktérego materiat komorkowy wykorzystano do uzyskania rozszerzonej charakte-
rystyki, umozliwiajacej uniwersalne grupowanie danego produktu terapii komérkowej. Po odwirowaniu
roztworu krioprotektanta, komaorki zawieszono w tym samym kompletnym podtozu, ktére zostato uzyte
do wytworzenia produktow komadrkowych, a nastepnie okreslono liczbe i zywotno$¢ komadrek. Natych-
miast po rozmrozeniu komorek przeprowadzono test jednostek tworzacych kolonie (CFU). Reszte zy-
wych komorek wysiano na naczynia hodowlane (27 000 komorek/cm?) w tym samym kompletnym pod-
tozu i warunkach hodowli, ktore zastosowano do wytwarzania produktéw komoérkowych. Po 3 dniach
konfluencje sprawdzono z zastosowaniem mikroskopu inwersyjnego. Tam, gdzie konfluencja byta
mniejsza niz 75%, cate podtoze zastepowano swiezym. W przypadku, gdy konfluencja byta wieksza niz
75%, komorki oddzielano za pomoca TrypLE™ Express Enzyme (1X) Gibco, Bleiswijk , Holandia).
10 miliondw komorek wysiano na naczynia hodowlane (13 000 komdrek/cm?) do kolejnego pasazu. Po
kolejnych dwoch dniach hodowli komérki odczepiono za pomoca TrypLE ™ Express Enzyme (1X) i okre-
slono liczbe i zywotnos¢ komérek. 5 milionow komérek zabezpieczono jako osad i zamrozono w -80°C
do dalszej izolacji RNA w celu przeprowadzenia oceny bezpieczernstwa molekularnego przy pomocy
metody ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym. Kolejne 3,5 miliona komérek przeznaczono do okre-
Slenia fenotypu za pomoca rozszerzonego panelu. 0,5 miliona komérek wysiano do 3 dotkow na
6-dotkowej ptytce (167 000 komorek na dotek) w celu zmierzenia sekretomu 14 linii to komorkowych
WJ-MSC. Kolejne 0,5 miliona komorek wysiano do 3 dotkdw na 6-dotkowej ptytce (167 000 komorek na
dotek) i umieszczono w inkubatorze w standardowych warunkach tj. w temperaturze 37°C oraz atmos-
ferze 5% CO2 na 48 godzin w celu przygotowania testu kohodowli z aktywowanymi komérkami jedno-
jadrzastymi (komérki MNC).

Przyktad 1

Test komoérkowy jednostek tworzacych kolonie (CFU) z rozmrozonych produktow komorkowych

Do testu jednostek tworzacych kolonie, 14 linii komorkowych WJ-MSC z rozmrozonych komorek
produktu dla kazdego z 14 produktow komdrkowych wysiano na 6-dotkowe ptytki w liczbie 100 komo-
rek/dotek w 3 powtdrzeniach. Komérki hodowano przez 14 dni w tym samym kompletnym podiozu i wa-
runkach hodowli, ktére stosowano do wytwarzania produktéw komoérkowych jak opisano powyzej. Po
14 dniach w celu uwidocznienia kolonii komoérek, komérki przemyto PBS (Gibco, Bleiswijk , Holandia)
4 ml na dotek, utrwalono 4% roztworem paraformaldehydu (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1 ml na
dotek i inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej. W celu wizualizacji komorki barwiono 0,5%
roztworem btekitu toluidynowego (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1 ml na dotek i inkubowano 30
minut na wytrzasarce kotyskowej w temperaturze pokojowej. Barwnik wymyto przez dwukrotne przemy-
cie DPBS (Gibco, Bleiswijk, Holandia) 1 ml na dotek. Stopien tworzenia kolonii zdefiniowano jako pro-
cent liczby kolonii do liczby wysianych komérek.
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W przypadku serii produktu ALS628 i ALS634 nie zaobserwowano kolonii. Pozostate WJ-MSC
przedstawiaty stopien tworzenia kolonii w zakresie 7-19% (Figura 1). Serie produktu opartego na
WJ-MSC w zaleznosci od dawcy roznia sie procentem komorek tworzacych kolonie.

Przyktad 2

Ekspresja wybranych genow dla 14 linii komorkowych WJ-MSC opartego na tzw. tescie panelu
bezpieczenstwa molekularnego (zgtoszenie patentowe nr P.433374 pt. "Zastosowanie zestawu genow
do okreslania potencjatu teratogennego komérek mezenchymalnych”, ktére uzyskato patent 2 sierpnia
2022 r.)

Pierwszym etapem testu byto izolowanie materiatu genetycznego (RNA) z rozmrozonych peletek
14 linii komorkowych WJ-MSC sposobem kolumnowym na ztozu krzemowym. Materiat biologiczny wyi-
zolowano i oczyszczono za pomoca zestawow Pure Link RNAase Mini Kit (Invitrogen) i Pure Link Dnase
Kit (Invitrogen) zgodnie z protokotami producenta. Otrzymany w ten sposob kwas nukleinowy (RNA) byt
materiatem wyjsciowym do odwrotnej transkrypcji RNA przy uzyciu Maxima H Minus Kit do uzyskania
wysokojakosciowego cDNA pozbawionego genomowego DNA. Finalnie na uzyskanym cDNA przepro-
wadzono reakcje fancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) do identyfikacji obecnosci
jak i relatywnej ekspres;ji (poprzez poréwnanie sity sygnatu fluorescencji) wyselekcjonowanych charak-
terystycznych markeréw genetycznych CDKN2A, CLDN1, DNMT3B, ESM1, HAND2, HEY1, MYO3B,
NANOG, PDGFRA, POU5F1, TDGF1, TWIST1, ZBTB16 (ptytka niestandardowa PrimePCR 96W, Bio-
Rad) zgodnie z protokotem przedstawionym w ponizszej 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/wydluzanie 60°C 30 sek
o 65-95°
Krzywa topnienia® OCSC()Er)zyrost 5 sek/etap 1

* Etap krzywej topnienia jest tylko dla analizy SYBR® Green

Komarki WJ-MSC w zaleznosci od dawcy wykazaty ekspresje na roznym poziomie dla wyselek-
cjonowanych markerow genetycznych w panelu pluripotencjalinym (TDGF1, NANOG, POUSF1,
DNMT3B), panelu charakterystycznym dla MSC (CDKN2A, HAND2, PDGFRA, TWIST1, ZBTB16), pa-
nelu mezodermalnym (ESM1, HEY1), panelu ektodermalnym (MYO3B), panelu endodermalnym
(CLDN1). Wyniki analizy pokazano na figurze 2. Korelacje miedzy wyselekcjonowanymi markerami ge-
netycznymi przedstawiono na figurze 3.

Na wykresie wielkos¢ punktoéw oznacza wartos¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozytywna
korelacje, a ksztatt rombu ujemna. Dodatkowo istotnos¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona jest *, na
poziomie 0.01 oznaczona jest **, natomiast na poziomie 0.001 oznaczona jest ***.

Przyktad 3

Okreslanie fenotypu WJ-MSC z zastosowaniem cytometrii przeptywowe;

Aby zdefiniowac rozszerzony panel cytometrii, przygotowane komorki przemyto DPBS (Gibco,
Bleiswijk, Holandia), a osad ponownie zawieszono w Brilliant Stain Buffer Plus (Becton Dickinson, Fran-
klin Lakes, USA) przy minimalnej gestosci 1 milion komorek/ml. Zawiesine komorek inkubowano ze
sprzezonymi z fluorochromem przeciwciatami (FITC, BV421, PE, AF647) przeciwko CD119, CD120b,
CD274, CD273, CD200, CD72, CD39, HO (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) 30 min na lodzie
w ciemnosci. Aby wykluczy€ niespecyficzne wigzanie, jako kontrole zastosowano odpowiednie przeciw-
ciata izotypowe 1gG2b « i niewybarwione komorki. Analize komorek przeprowadzono z zastosowaniem
cytometru przeptywowego Celesta i oprogramowania FACSDiva (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA). Wyniki przedstawiono jako procent komorek dodatnich dla odpowiednich markerow w stosunku
do kontroli izotypowej i komodrek niewybarwionych.
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Komarki WJ-MSC w zaleznosci od dawcy maja rézny rozktad procentowy wybranych markerow
genetycznych w panelu rozszerzonym. Wyniki przedstawiono na figurze 4. Na znikomym poziomie wy-
stepuje u wszystkich dawcow marker CD72 < 0,2%. Roéwniez na niskim poziomie wystepuja markery
CD119 < 3% oraz CD120b < 5%. W przypadku CD200 mozemy wyrézni¢ 3 grupy CD200 przedziat
12-14% (ALS393 i ALS439), przedziat 30-50% (ALS613, ALS414, ALS487) i najwieksza grupa prze-
dziat 59-88% (ALS366, ALS397, ALS410, ALS432, ALS558, ALS628, ALS633, ALS634, ALS502).
Sredni procent dla markera CD273 wsrdd wszystkich dawcow to 76% (+/- 14). Procentowa zawarto$¢
CD39 rowniez w zaleznosci od dawcy rowno podzielita ich na dwie grupy. CD39 < 10% (ALS397,
ALS393, ALS9, ALS628, ALS613, ALS414, ALS487) i CD39 przedziat 12-30% (ALS66, ALS410,
ALS432, ALS558, ALS633, ALS634, ALS502). Marker CD274 — jego $redni procent wsrod wszystkich
dawcow to 34% (+/- 12). Oksygenaza hemowa-1 (HO) podzielita wszystkich dawcow na 3 grupy. HO <
5% (ALS397, ALS393, ALS439, ALS628, ALS613, ALS414, ALS487), przedziat 6-10% (ALS366,
ALS432, ALS634) oraz przedziat 11-17% (ALS410, ALS558, ALS633, ALS502).

Korelacje miedzy markerami panelu rozszerzonego przedstawiono na figurze 5.

Na wykresie wielkos¢ punktéw oznacza wartos¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozytywna
korelacje, a ksztatt rombu ujemna. Dodatkowo istotnos¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona jest *, na
poziomie 0.01 oznaczona jest **, natomiast na poziomie 0.001 oznaczona jest ***.

Przyktad 4

Analiza sekretomu WJ-MSC

Po wysianiu 0,5 miliona komoérek w 3 studzienkach na 6-studzienkowej ptytce (167 000 komadrek
na studzienke), hodowle umieszczono w inkubatorze na 48 godzin w standardowych warunkach tj.
w temperaturze 37°C oraz atmosferze 5% CO.. Hodowla byta przeprowadzana w tym samym komplet-
nym podtozu, ktére zostato uzyte do wytworzonych produktow komérkowych. Po 48 godzinach podtoze
z komorek usunieto i dwukrotnie przeptukano DPBS. Do kazdej studzienki dodano 4 ml kompletnego
podtoza i hodowle umieszczono w inkubatorze na 4 dni w standardowych warunkach tj. w temperaturze
37°C oraz atmosferze 5% CO2. Po 4 dniach hodowli zebrano supernatant z kazdej studzienki. Po
4 dniach hodowli supernatant z kazdej studzienki zebrano i odwirowano 600 x g, 10 min. Otrzymane
supernatanty poddano krioprezerwacji w -80°C do czasu analizy. Analizowano wydzielanie przez 14 linii
komérkowych WJ-MSC nastepujacych analitéw: BDNF, HGF, IL6, IL8, MCP1, RANTES, TGFb1,
TGFb2 i przeprowadzono przy uzyciu testow Luminex Multiplex (Merck). Wszystkie testy przeprowa-
dzono zgodnie z protokotem producenta i odczytano na aparacie Lminex. Otrzymane poziomy cytokin
analizowano w programie Belysa® Software.

Komarki WJ-MSC w zaleznosci od dawcy maja rézny poziom wydzielania BDNF, HGF, IL6, IL8,
MCP1, RANTES, TGFb1, TGFb2, co moze $wiadczy¢ o ich zmiennosci biologicznej (figura 6). Korelacje
miedzy analitami przedstawiono na figurze 7.

Na wykresie wielkos¢ punktéw oznacza wartos¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozytywna
korelacje, a ksztatt rombu ujemna. Dodatkowo istotnos¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona jest *, na
poziomie 0.01 oznaczona jest **, natomiast na poziomie 0.001 oznaczona jest ***.

Zaobserwowano istota korelacje dla HGF i MCP1. Im wiecej komorki wydzielaty HGF, tym wiecej
wydzielaty MCP1. Kolejna istotna korelacja to RANTES ver. MCP1. Im wieksze wydzielanie RANTES,
tym wieksze wydzielanie MCP1. Ostatnia istotna korelacja to TGFb2 ver HGF. Im wiecej TGF, tym
mniejsze wydzielanie HGF.

Przyktad 5

Test immunomodulacji oparty na kohodowli WJ-MSC z komorkami jednojadrzastymi

Jednym z elementow kohodowli byty rozmrozone komorki jednojadrzaste MNC (wyizolowane
przez wirowanie w gradiencie stezen z jednojadrzastych komérek krwi obwodowej — PBMC pocho-
dzacych od zdrowego dawcy). Komorki jednojadrzaste rozmrozono (tego samego dnia co komorki
WJ-MSC) w tazni wodnej o temperaturze 37°C, a nastepnie usunieto podtoze do zamrazania przez
odwirowanie i komorki zawieszono w podtozu do namnazania limfocytow to ImmunoCult™ -XF
T Cell Expansion Medium (StemCell Technologies) + 1% (obj./obj.) Antybiotyk/Antymykotyk (Gibco)
+ 56 Ul/ml ludzka IL2 IS klasy premium (Miltenyi Biotec). Po okresleniu liczby i zywotnosci komorek
za pomoca automatycznego licznika komorek odebrano 8 milionow komoérek w 4 ml (zachowujac
gestos¢ komorek 2 min/ml) i wysiano na 12-studzienkowa ptytke. Komorki aktywowano przez do-
danie 25 ul/ml aktywatora ImmunoCult™ Human CD3/CD28/CD2 T Cell Activator (StemCell Tech-
nologies) i ptytke umieszczono w inkubatorze na 72 godziny w standardowych warunkach tj. w tem-
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peraturze 37°C oraz atmosferze 5% CO2. Po 72 godzinach aktywacji zawiesine komorek rozcien-
czono o$miokrotnie i hodowle umieszczono w inkubatorze na 48 godzin w 20 celu namnazania. Po
48 godzinach zawiesine komorek rozcienczono dwukrotnie w celu dalszego namnazania i umiesz-
czono w inkubatorze na kolejne 48 godzin. Po 48 godzinach i 7-dniowym namnazaniu aktywowane
komorki jednojadrzaste byty gotowe do kohodowli z 14 liniami komorkowymi WJ-MSC. W przypadku
48-godzinnej hodowli WJ-MSC tworcy musieli okresli¢ ich liczbe w studzience 6-studzienkowe;j
ptytki. Ta informacja jest potrzebna do wysiewu prawidtowej liczby komoérek jednojadrzastych, ktora
ma by¢ 10 razy wieksza w studzience niz liczba WJ-MSC. W tym celu odtaczono komorki z jedne;j
z czterech studzienek za pomoca TrypLE™ Express Enzyme (1X) (Gibco, Bleiswijk, Holandia). Ko-
morki zliczono za pomoca automatycznego licznika komorek. Podtoze hodowlane WJ-MSC usu-
nieto z pozostatych dwdch studzienek z komaérkami i przemyto dwukrotnie DPBS. Kohodowle pro-
wadzono w podiozu dla limfocytow ImmunoCult (Stem Cell Technologies), aby zapewni¢ jak naj-
lepsze warunki ich namnazania. Aby przetestowac wiasciwosci immunomodulacyjne WJ-MSC, ko-
morki jednojadrzaste umieszczono na insercie 0,4 um (Greiner Bio-One) do studzienki z WJ-MSC.
Na insercie umieszczono dziesie¢ razy wiecej komaérek jednojadrzastych niz WJ-MSC. Insert umoz-
liwia kohodowanym komdrkom posrednia interakcje poprzez wydzielanie czynnikow wzrostu i cyto-
kin w 4 ml podtoza dla limfocytéw. Jedna ze studzienek z WJ-MSC dziatata jako kontrola namna-
zania limfocytow z 4 ml podtoza ImmunoCult™-XF T Cell Expansion Medium (StemCell Technolo-
gies) + 1% (obj./obj.) roztworu penicyliny/streptomycyny i amfoterycyny B (Gibco) + 56 Ul/ml ludzka
IL2 IS klasy premium (Miltenyi Biotec). Kolejna kontrolg byta studzienka z identyczng liczba samych
komorek jednojadrzastych (w 4 ml podtoza dla limfocytéw), do tej ktdéra umieszczono w kohodowli.
Wszystkie kontrole i kohodowle na 6-studzienkowej ptytce umieszczono w inkubatorze na 4 dni
w standardowych warunkach tj. w temperaturze 37°C oraz atmosferze 5% CO2. Po 4 dniach test
immunomodulacyjny okreslono jako liczbe komorek jednojadrzastych i ich fenotyp. Liczbe i zywot-
no$¢ komoérek jednojadrzastych z kontroli i kohodowli okreslono za pomocg automatycznego licz-
nika komorek. Komorki jednojadrzaste przemywano jednokrotnie DPBS (Gibco, Bleiswijk, Holandia)
i znakowano je oznaczajgc wybrane subpopulacje limfocytéw i markery charakterystyczne dla po-
ziomu aktywacji. Osad zawieszono w Brilliant Stain Buffer Plus (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA) przy minimalnej gestosci 1 miliona komérek/ml. Zawiesine komaorek inkubowano z przeciw-
ciatami sprzezonymi z fluorochromem (BV421, BV605, BV650, BV786, BB515, PE-CF594, BB700,
APC, APC-R700, APC-H7, PE, PerCP, AF647) przeciwko CD25, HLA-DR, CD3, CD69, CD45RO0,
CD16, CD56, CD4, CD45RA, CD19, CD8, CD40, CD45, CD14, CD183, CD196, CD127, CD194
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) przez 30 min na lodzie w ciemnosci. Rownoczesnie wy-
konano oznaczenie cytokin wewnetrznych IFN-y (dla Th1), IL-4 (dla Th2) i IL-17A (dla Th 17) przy
pomocy zestawu Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA).
Milion komérek (D4 kontrola i D4 kohodowla) zawieszono w 3 ml podtoza ImmunoCult™-XF T Cell
Expansion Medium (StemCell Technologies) + 1% (obj./obj.) roztworu penicyliny/streptomycyny
i amfoterycyny B (Gibco) + 56 Ul/ml ludzka IL2 IS klasy premium (Miltenyi Biotec) i wysiano na
studzienke ptytki 6-studzienkowej. Nastepnie dodano GolgiStop Protein Transport Inhibitor — kon-
cowe stezenie 1 ul/ml (element zestawu Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA), PMA — koncowe stezenie 50 ng/ml (Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,
USA) oraz jonomycyne — koncowe stezenie 1 ug/ml (Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri, USA)
i inkubowano przez 5 godzin w inkubatorze w standardowych warunkach tj. w temperaturze 37°C
oraz atmosferze 5% CO2. Po 5 godzinnej inkubacji zawiesiny komorek zwirowano przez 5 min przy
500 x g i jednokrotnie przemyto DPBS (Gibco, Bleiswijk, Holandia). Osady komorek zawieszono
w 0,5 ml zimnego BD Cytofix Fixation Buffer (element zestawu Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping
Kit Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) i inkubowano przez 15 min w temp. pokojowej. Po
inkubacji zawiesiny zwirowano przez 5 min przy 500 x g, osad zawieszono w buforze Perm/Wash
(element zestawu Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA),
a nastepnie dodano koktajl przeciwciat CD4 PerCP-Cy5.5, IL-17A PE, IFN-y FITC, IL-4 APC (ele-
ment zestawu Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) i pod-
dano inkubacji 30 min. w temp. pokojowej. Analize komorek przeprowadzono przy uzyciu cytometru
przeptywowego Celesta i oprogramowania FACSDiva (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA).
Wyniki przedstawiono jako procent komérek dodatnich dla odpowiednich markeréw w stosunku do
izotypu komorki kontrolnej i niewybarwionej. Hamowanie ekspansji komérek MNC w kohodowli
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dzieki immunomodulacyjnym wtasciwosciom komorek WJ-MSC przedstawiono na figurze 8A. Zy-
wotno$¢ komorek MNC przedstawiono na figurze 8B. Srednia zywotno$é¢ komérek MNC w dniu
zatozenia kohodowli (DO) wynosita 84% (+/-5).

W dniu zakonczenia kohodowli (D4) srednia zywotno$¢ komorek MNC w kontroli oraz kohodowli
wynosita 68% (+/-8).

Zgodnie z analizg statystyczna, wynik kohodowli przedstawiono na figurze 9 jako wartos¢

D4 KOHODOWLA—D4 KONTROLA
Do i

przy czym D4 kohodowla, D4 kontrola i DOO byly wyrazone w %, natomiast wynik kohodowli zostat
wyrazony jako wspétczynnik obrazujacy trend wzrostu lub spadku w odniesieniu do punktu wyjsciowego
lub kontroli. Wszystkie MNC miedzy dniem 0 (DO), a dniem 4 (D4) wykazaty proliferacje komoérek. W D4
tylko jeden dawca — ALS613 nie spowodowat zahamowania ekspansji komérek MNC w kohodowli. Pro-
cent poszczegolnych subpopulacji oraz markerow aktywacji przedstawiono na figurach 10-14.
Zgodnie z analizg statystyczna, wynik kohodowli przedstawiono figurze 15 jako wartos¢

D4 KOHODOWLA — D4 KONTROLA
Do

Limfocyty T, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow zwiekszyt sie % CD3+ na
MNC. Limfocyty B, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow zmniejszyt sie % CD19+
na MNC. NK, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcéw zmniejszyt sie % CD16+CD56+
na MNC. NKT, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow zmniejszyt sie %
CD3+CD16+CD56+ na MNC. Limfocyty Th, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow
wzrést % CD4+ na MNC. Limfocyty Tc, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow spadt
% CD8+ na MNC. Limfocyty Th naiwne, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow
zwiekszyt sie % CD4+CD45RA+ na MNC. Limfocyty Th pamieci, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od
7 dawcow zwiekszyt sie % CD4+CD45R0O+ na MNC, z jednym dawca WJ-MSC procent nie ulegt
zmianie, z WJ-MSC od 6 dawcéw % zmniejszyt sie. Limfocyty Tc naiwne, w wyniku kohodowli
z WJ-MSC od potowy dawcow zwiekszyt sie % CD8+CD45RA+ na MNC. Limfocyty Tc pamieci,
w wyniku kohodowli z WJ-MSC od potowy dawcow zmniejszyt sie % CD4+CD45R0O+ na MNC lub
pozostat bez zmian. Wczesna aktywacja na limfocytach Th, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od
wiekszosci dawcow procent CD4+CD69+ zmniejszyt sie, tylko z WJ-MSC dawcy ALS628 nieznacz-
nie zwiekszyt sie. Wtasciwa aktywacja na limfocytach Th, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiek-
szosci dawcow procent CD4+CD25+CD69+ zwiekszyt sie. Pézna aktywacja na limfocytach Th,
w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow procent CD4+CD25+CD69+ zwiekszyt sie.
Limfocyty Th nieaktywowane, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow zwiekszyt sie
procent komorek Th nieaktywowanych, wyciszenie aktywacji przez WJ-MSC. Wczesna aktywacja
na limfocytach Tc, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow procent CD8+CD69+
zmniejszyt sie. Wtasciwa aktywacja na limfocytach Th, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszo-
$ci dawcow procent CD8+CD25+CD69+ zwiekszy! sie. Pozna aktywacja na limfocytach Tc, w wy-
niku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow procent CD8+CD25+CD69+ zwiekszyt sie. Lim-
focyty Tc nieaktywowane, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcow zwiekszyt sie
procent komorek Tc nieaktywowanych, wyciszenie aktywacji przez WJ-MSC. Limfocyty T regulato-
rowe, w wyniku kohodowli z WJ-MSC od wiekszosci dawcéw zmniejszyt sie procent komorek
CD4+CD25+CD12710owFoxp3+. Limfocyty Th1, w wyniku kohodowli z WJ-MSC u potowy dawcow
zwiekszyt sie procent komorek Th1. Limfocyty Th2, w wyniku kohodowli z WJ-MSC u wszystkich
dawcow zwiekszyt sie dos¢ znacznie procent komorek Th2. Limfocyty Th17, w wyniku kohodowli
z WJ-MSC u wiekszosci dawcow zwiekszyt sie procent komorek Th17. W przypadku cytokin we-
wnetrznych w komorkach Th (CD4+) bioracych udziat w odpowiedzi Th1, zaobserwowano spadek
% IFN-y w kohodowli z dawca WJ-MSC ALS 613 i ALS628. W pozostatych kohodowlach % IFN-y
nieznacznie wzrdst lub pozostat bez zmian. Procent IL-4 odpowiadajaca za odpowiedZ Th2 wzrést
dla kohodowli z WJ-MSC dla dawcow ALS393, ALS439, ALS613, ALS397, ALS366, ALS487, w po-
zostatych kohodowlach zaobserwowano spadek % IL-4. Procent IL-17 biorgcej udziat w odpowiedzi
Th17 zwiekszyt sie w wyniku kohodowli z WJ-MSC z 7 dawcami (ALS393, ALS439, ALS628,
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ALS634, ALS366, ALS633ALS414), pozostat bez zmian z ALS397 lub zmniejszyt sie z dawcami
ALS613, ALS558, ALS432, ALS410, ALS502, ALS487.

Zmiany w ekspansji i fenotypie komorek MNC w kohodowli z WJ-MSC s$wiadcza o immunomo-
dulacji komérek MSC. Wieksze/mniejsze zdolnosci immunomodulacyjne sa powiazane ze zmiennoscia
biologiczna dawcéw MSC i przynaleznoscig do roéznych klastrow terapeutycznych.

Korelacje miedzy subpopulacjami komorek MNC, a takze ich poziomem aktywacji przedstawiono
na figurze 16.

Na wykresie wielkos¢ punktéw oznacza wartos¢ bezwzgledna korelacji, ksztatt okregu pozytywna
korelacje, a ksztatt rombu ujemna. Dodatkowo istotnos¢ korelacji na poziomie 0.05 oznaczona jest *, na
poziomie 0.01 oznaczona jest **, natomiast na poziomie 0.001 oznaczona jest ***.

Przyktad 6

Analiza statystyczna

Analizowany problem wymaga przeprowadzenia procedury statystycznej, ktora obejmuje dwa
wazne etapy. W pierwszym etapie okreslono podziat na klastry (subpopulacje). Nastepnie, w drugim
etapie wyznaczono pule parametréw, ktore najlepiej charakteryzuja wskazany podziat.

Po wczytaniu wszystkich danych, niektére z nich trzeba wstepnie przetworzyé. Wstepne przetwa-
rzanie obejmuje przyktadowo dane sekretomu. W ramach wstepnego przetwarzania usuwa sie dupli-
katy. Inne czynnosci na tym etapie obejmuja usuwanie wartosci odstajacych, sktadowych statych, lub
innych zaktocen. Nastepnie dla kazdej zmiennej wyznacza sie wartos¢ srednig dla kazdej proby (pro-
duktu komoérkowego MSC).

Dla danych fenotypu MNC oraz danych liczby i zywotnosci MNC wartosci zmiennych (parame-
trow) byly wyznaczane zgodnie ze wzorem:

D4 KOHODOWLA—D4 KONTROLA
Do ?

natomiast w przypadku, gdy nie byto dostepnej warto$ci Do wyznaczana byta tylko réznica. Wartosci Do
nie byty dostepne dla zmiennych Th1, Th2, Th17 oraz ich cytokin wewnetrznych.

Przed przystapieniem do analizy sktadowych gtéwnych brakujace dane uzupetnione zostaty
dzieki zastosowaniu algorytmu regularyzowanego iteracyjnego PC A [Josse, J & Husson, F. (2013).
Handling missing values in exploratory multivariate data analysis methods. Journal de la SFdS. 153 (2),
pp. 79-99.]

Etap 1 (podziat na klastry)

1) W celu okreslenia klastréw terapeutycznych dla podziatu komorek banku MSC zastosowano
hierarchiczna analize skupien (metoda ‘complete’), ktorej wynik zilustrowano na fig. 17. Wy-
znaczono wstepny podziat komorek MSC na 3 klastry. Parametry pogrupowano nastepujaco:
a) fenotyp MSC,

b) fenotyp MNC,

c) zywotnos¢ MNC,

d) procent komorek tworzacych kolonie — CFU,
e) ekspresja 12 genow,

f) aktywnos¢ sekrecyjna komorek MSC,
2) W celu sprawdzenia otrzymanego podziatu zastosowano analize sktadowych gidwnych
(fig. 18).

Dane wejsciowe do tego etapu przetwarza sie na macierz, w ktorej kolumny sa kolejnymi zmien-
nymi (parametrami), natomiast w wierszach sa préby (linie komorkowe MSC). Z macierzy tej wyznacza
sie macierz dystansow. Wynikiem tego etapu jest przyporzadkowanie kazdej z prob do jednego z 3
klastrow (podziatu préb na 3 subpopulacje), ktore sa uzywane w kolejnym etapie.

Etap 2 (wyznaczanie puli parametrow)

Tak jak w pierwszym etapie parametry taczy sie w macierz o takich samych wymiarach. Kazda
proba jest przyporzadkowana do jednego z trzech klastréow — proregeneracyjnego, nadaktywnego i an-
tystresowego. Efektem kohncowym tego etapu jest zestaw kilku parametréw, ktore najlepiej rozdzielaja
proby na okreslone klastry.

1) Uzyto algorytmu Boruta w celu znalezienia istotnych parametrow. Algorytmu Boruta [Miron

B. Kursa, Witold R. Rudnicki (2010). Feature Selection with the Boruta Package. Journal of



PL 247114 B1 13

Statistical Software, 36(11), p. 1-13.] stosuje sie z klasyfikatorem laséw losowych dla znale-

zienia waznosci kazdego parametru. W tym celu wyznacza sie algorytmem miare istotnosci

parametrow na podstawie wspotczynnikow btedu klasyfikacji kazdego parametru. Algorytm

Boruta obejmuje nastepujace etapy:

a) Tworzenie zestawu danych opartego o wejsciowe dane ze spermutowanymi etykietami
dla grup (tzw. ‘shadow features’).

b) Uzycie klasyfikatora lasow losowych na rozszerzonym zestawie danych i wyznaczenie
miary waznosci danej zmiennej (domysinie jest to $rednia doktadno$¢ spadku tzw. Mean
Decrease Accuracy). Nastepnie to samo dzieje sie dla danych bez spermutowanych ety-
kiet. Réznice miedzy tymi dwoma zbiorami sa nastepnie usredniane dla wszystkich drzew
i normalizowane przez odchylenie standardowe roznic (jest to tzw. Z-score).

c) W kazdej iteracji sprawdzane jest, czy wartos$¢ Z-score dla danych rzeczywistych jest
wyzsza niz dla danych rozszerzonych po spermutowaniu etykiety dla danej zmiennej (t;.
czy zmienna predykcyjna ma wyzszy wynik Z niz maksymalny wynik Z jej ‘shadow featu-
res’) i stale usuwane sg zmienne, ktére sa uwazane za wysoce nieistotne.

d) Algorytm zatrzymuje sie, gdy wszystkie zmienne zostang potwierdzone lub odrzucone.

Po wytypowaniu istotnych parametrow, aby zweryfikowa¢ otrzymane wyniki zastosowano

drugi algorytm do szukania istotnych parametrow — DALEX [Biecek P (2018). “DALEX: Expla-

iners for Complex Predictive Models in R.” Journal of Machine Learning Research, 19(84),

1-5]. Stosuje sie go w przykiadzie podobnie, jak w przypadku Boruty wraz z klasyfikatorem

laséw losowych. Wytypowanie parametréw odbywa sie tutaj przy pomocy miary istotnosci

parametrow opartej na funkcji straty tzw. entropii krzyzowej.

Tylko parametry, ktére sa istotne w obu algorytmach brano do dalszych analiz. Nastepnie

sprawdzono istotnos¢ korelacji pomiedzy wytypowanymi parametrami.

Nastepnie wytaczono ze zbioru parametrow istotnych te, ktére sg ze soba mocno skorelo-

wane. W ten sposob podniesiono efektywnos¢ procedury klasyfikacji i zmniejszono ztozono$¢

modelu.

Bazujac tylko na wytypowanych parametrach sprawdzono, czy zastosowanie hierarchiczne;

analizy skupien da ten sam podziat na klastry, ktory otrzymano na poczatku procedury (Etap

I) przy uzyciu wszystkich parametrow.

Efektywnos¢ parametrow sprawdzono w procesie klasyfikacji, do ktérego uzyto klasyfikatora

ensembl [Datta, Susmita, et al. “An adaptive optimal ensemble classifier via bagging and rank

aggregation with applications to high dimensional data.” BMC Bioinformatics, vol. 11, 18 Aug.

2010, p. 427] bedacego ztozeniem 3 klasyfikatorow: metody wektorow nosnych, laséw loso-

wych oraz partycjonowania rekurencyjnego. Dla kazdej linii komérkowej wzieto pod uwage

tylko wybrane parametry (5 najwazniejszych: poziom HO, poziom ekspresji POU5SF1

(OCT3/4), zmiana % komorek Th pod wptywem MSC; zmiana % komorek Th pozytywnych

na CD69 pod wptywem MSC oraz zmiana % komorek ThN (naiwnych)) jako zbior wejsciowy

dla klasyfikatora w celu predykcji, czy dana linia MSC nalezy do jednego z trzech wytypowa-
nych wczeéniej klastrow. Wynikiem kohcowym tego etapu jest podanie prawdopodobienstw
przynalezenia linii komorkowej do danego klastra.

Przyktad 7
Korzystajac z procedury opisanej w przyktadzie 6 wytypowano i scharakteryzowano 3 klastry.

W analizie skupien przyjeto jako poziom odciecia dla klastrow odlegtos¢ rowna 11.85 (fig. 17). Trzy
wytypowane klastry potwierdzono dodatkowo bazujac na analizie PCA. W sktad pierwszego klastra
wchodzg produkty to komorkowe MSC, dla ktorych wartos¢ wspotrzednej y w nowym uktadzie wspot-
rzednych jest ujemna, natomiast wspotrzednej x jest dodatnia badz ujemna (fig. 18). W sktad drugiego
klastra wchodzg linie komorkowe MSC, dla ktorych wartos¢ wspétrzednej y w nowym uktadzie wspot-
rzednych jest dodatnia, natomiast wspoétrzednej x jest ujemna. W sktad trzeciego klastra wchodzg linie
komaérkowe MSAC, dla ktorych wartosci wspotrzednych x i y w nowym uktadzie wspétrzednych sa do-
datnie (fig. 18).

Podstawowe statystyki opisowe dla wybranych 5 parametréw zestawiono w Tabeli 2:
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Tabela 2. Zestawienie podstawowych statystyk dla 5 najbardziej istotnych parametréw dla kazdego z 3 roz-
wazanych klastréw. Wyniki przedstawione sa jako odsetek [%] lub krotnos¢ zmiany w odniesieniu do linii
referencyjnej [FC

Parametr Grupa Mediana | Srednia | Minimum | Maksimum
(klaster)

HO [%0] 0(1) 3,7 5,27 34 10,1

HO [%)] 1(2) 2,9 2,93 2 39

HO [%] 2(3) 15,2 14,7 11,4 17

POUSF1[FC] 0(1) 1,12 1,1 0,84 1,4

POUSF1[FC] 1 (2) 0,34 0,78 0,5 1,01

POUSF1[FC] 2(3) 0,68 0,65 0,55 0,7

Th.CD69+|%] 0(l) -5,2 -5,69 -10,6 0,59

Th.CD69+[%] 1(2) -17,5| -16,11 -17,83 -13

Th.CD69+[%] 2(3) -14,67 | -14,56 -2733 -1,59

Th.naiwne[%)] 0 (1) 0,19 0,21 0,08 0,31

Th.naiwne[%] 1(2) -0,28 -0,26 -0,35 -0,15

Th.naiwne[%o] 2(3) 0,1 0,03 -0,22 0,16

Th[%] 0(1) 0,06 0,05 -0,02 0,09

Th[%] 1(2) 0,06 0,11 0,05 0,23

Th[%] 2(3) 0,1 0,1 0,09 0,12

KLASTER 1 (grupa 0)

KLASTER PROREGENERACYJNY

(7 linii MSC)

Ogolna charakterystyka: wysoki POUSF1/niski Th[%]/wysoki dodatni Th.naiwne[%)]/ najnizszy
spadek odsetka Th.CD69+[%)]

Opierajac sie na oznaczonej sredniej wyzszej ekspresji genu POU5F1 (OCT3/4) w klastrze 1
mozna zatozy¢, iz ta sub-populacja potencjalnie wykazuje sie zwiekszonym potencjatem proregenera-
cyjnym. Wyzsza ekspresja OCT3/4 jako to jednego z gtdwnych czynnikow pluripotencji moze by¢ sko-
relowana z wieksza plastycznoscia, bardziej otwarta chromatyna, a tym samym charakteryzowa¢ popu-
lacje MSC o wyzszym niz w klastrach 2 i 3 potencjale do réznicowania (w tym do transdyferencjacji).
Nalezy zaznaczy¢, iz mimo ze ekspresja OCT3/4 jest oznaczana jako wyzsza, nie siega ona poziomow
oznaczanych w liniach pluripotenych, a tym samym nie jest zwigzana z podwyzszonym ryzykiem nowo-
tworzenia in vivo. Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze populacja MSC z klastra proregeneracyjnego
w kontakcie z MNC powodowata zwiekszenie odsetka limfocytéw T pomocniczych o fenotypie naiwnym
(CD3+CD4+CD45RA+) jak opisano w literaturze taki zwiekszony odsetek naiwnych Th jest skorelowany
z lepszym rokowaniem dla pacjentow z ALS (13, 14 15, 16).

KLASTER 2 (grupa 1)

KLASTER NADAKTYWNY

(3 linie MSC)

Ogolna charakterystyka: niski HO/ ujemny Th.naiwne[%]

Subpopulacja MSC wyselekcjonowana na podstawie niskiego poziomu ekspresji HO, przy niskiej
ekspresji POU5SF1 (OCT3/4) i w kontakcie z MNC powoduje obnizenie odsetka naiwnych limfocytow Th.
Na podstawie wstepnych ocen z badania klinicznego produkt MSC pochodzacy z linii z klastra 2 nie
wywotat oczekiwanego efektu terapeutycznego (3 podania MSC z klastra 2 — dwoch pacjentow). Jak
wykazano na mysim modelu sepsy, poziom HO produkowany przez MSC moze mie¢ przetozenie na
efekt terapeutyczny in vivo (17).

KLASTER 3 (grupa 2)

KLASTER ANTYSTRESOWY
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(4 linie MSC)

Ogolna charakterystyka: wysoki HO/niski POU5F 1/wysoki Th[%]

Subpopulacja wykazujaca najwyzszy odsetek komoérek z btonowa ekspresja genu oksygenazy
hemu 1 (HMOX1). Biatko HMOX1 jest zaangazowane w komunikacje miedzykomorkowa, immunomo-
dulacje oraz odpowiedZ na stres oksydacyjny. W literaturze pojawiaja sie doniesienia o wprowadzeniu
wymuszonej ekspresji tego genu do komorek MSC jako podejscia wzmacniajacego efekt terapeutyczny
komorek mezenchymalnych. W zwiazku z tym populacja MSC z klastra 3 bedzie charakteryzowata
sie stosunkowo wysokim potencjatem do redukcji stresu oksydacyjnego w miejscu chorobowo zmie-
nionym. Nalezy wspomnie¢ iz stres oksydacyjny bardzo czesto jest potaczony z aktywnym stanem
zapalnym. Populacje z klastra 3 wykazuja w interakcji z aktywowanymi MNC zwiekszenie odsetka
limfocytow Th, co rowniez zostato przedstawione jako pozytywny czynnik prognostyczny dla pa-
cjentow z ALS (16, 18, 19).

Tabela 3. Efektywnos¢ predykcji klasyfikacji — prawdopodobienstwa przynaleznosci danej serii produktu komérko-

wego do odpowiedniego klastra terapeutycznego nr 1, 2 lub 3.

Nr klastra | Nrklastra | Prawdopodobienstwo przynaleznosci do
prawdziwy | wyznaczony klastra
Klaster 1 Klaster 2 Klaster 3
ALS366 1 1 0,98 0,00 0,02
ALS393 2 2 0,34 0,54 0,12
ALS397 1 1 1,00 0,00 0,00
ALS410 3 3 0,18 0,06 0,76
ALS414 1 1 1,00 0,00 0,00
ALS432 1 1 1,00 0,00 0,00
ALS439 2 2 0,18 0,60 0,22
ALS487 1 1 1,00 0,00 0,00
ALS502 3 3 0,25 0,00 0,75
ALS558 3 3 0,09 0,01 0,90
ALS613 2 1 0,84 0,13 0,03
ALS628 1 1 0,99 0,00 0,01
ALS633 3 3 0,37 0,00 0,63
ALS634 1 1 1,00 0,00 0,00
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Zastrzezenia patentowe

. Sposob klasyfikacji komorek MSC ze wzgledu na wiasciwosci terapeutyczne, znamienny

tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a. pomiar poziomu obecnosci oksygenazy hemu, poziomu ekspresji POU5F1, zmiany
udziatu limfocytow Th pod wptywem komoérek MSC; zmiany udziatu limfocytow Th pozy-
tywnych na CD69 pod wptywem komorek MSC oraz zmiany udziatu limfocytow Th naiw-
nych pod wptywem komaorek MSC, przy czym zmiane udziatu limfocytow Th pod wptywem
komaérek MSC, zmiane udziatu limfocytow Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komo-
rek MSC oraz zmiane udziatu limfocytéw Th naiwnych pod wptywem komorek MSC ozna-
cza sie po kohodowli komorek MSC z komdérkami jednojadrzastymi w poréwnaniu do kon-
troli stanowiacej komaorki jednojadrzaste, ktére hodowano w identycznych warunkach, ale
bez kontaktu z komorkami MSC,

b. klasyfikacja komorek MSC jako nalezacych do jednego z co najmniej trzech klastrow te-
rapeutycznych: klastra terapeutycznego proregeneracyjnego o potencjale regeneracyj-
nym i potencjale do réznicowania albo klastra terapeutycznego nadaktywnego, ktory nie
wykazuje efektu terapeutycznego albo klastra terapeutycznego antystresowego o poten-
cjale do redukcji stresu oksydacyjnego na podstawie wynikdw pomiaréw z etapu a.

Sposob wediug zastrzezenia 1, znamienny tym, ze w etapie b

— jesli poziom komérek MSC wykazujacych obecnos¢ oksygenazy hemu wynosi od 2% do
3,9% i poziom ekspresji POU5F1 wynosi od 0,5 CF do 1,01 CF i zmiana udziatu limfocytow
Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komorek MSC wynosi od -17,83% do -13% i zmiana
udziatu limfocytow Th naiwnych wynosi od -0,35% do -0,15% i zmiana udziatu limfocytow Th
pod wptywem komorek MSC wynosi od 0,05% do 0,23%, komérki MSC klasyfikuje sie do
klastra nadaktywnego,

— jesli poziom komorek MSC wykazujacych obecnos¢ oksygenazy hemu wynosi od 11,4% do
17% i poziom ekspresji POUSF1 wynosi od 0,55 CF do 0,7 CF i zmiana udziatu limfocytow
Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komoérek MSC wynosi od -27,33% do -1,59%
i zmiana udziatu limfocytow Th naiwnych wynosi od -0,22% do 0,16% i zmiana udziatu lim-
focytow Th pod wptywem komérek MSC wynosi od 0,09% do 0,12%, komaorki MSC klasyfi-
kuje sie do klastra anty stresowego,

— jesli poziom komorek MSC wykazujacych obecnos¢ oksygenazy hemu wynosi od 3,4% do
10,1% i poziom ekspresji POU5SF 1 wynosi od 0,84 CF do 1,4 CF i zmiana udziatu limfocytow
Th pozytywnych na CD69 pod wptywem komérek MSC wynosi od -10,6% do 0,59% i zmiana
udziatu limfocytéw Th naiwnych wynosi od 0,08% do 0,31% i zmiana udziatu limfocytow Th
pod wptywem komoérek MSC wynosi od -0,02% do 0,09%, komorki MSC klasyfikuje sie do
klastra proregeneracyjnego.

Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze w etapie a zmiane udziatu limfocytow Th

pod wptywem komorek MSC, zmiane udziatu limfocytow Th pozytywnych na CD69 pod wpty-

wem komorek MSC oraz zmiane udziatu limfocytéw Th naiwnych pod wptywem komorek MSC
oznacza sie po kohodowli komérek MSC z komorkami jednojadrzastymi w stosunku iloscio-

wym odpowiednio 1:10.

Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze kohodowle prowadzi sie w temperaturze 37°C

i atmosferze 5% CO..

Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze kohodowle prowadzi sie przez 4 dni.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze komoérki MSC pochodza z galarety Whartona

albo ze szpiku kostnego albo z tkanki tluszczowej, korzystnie z galarety Whartona.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Ze etap b. jest wspierany komputerowo i obejmuje

nastepujace etapy budowania klasyfikatora:

al. wyznaczanie co najmniej trzech klastrow terapeutycznych: klastra terapeutycznego pro-
regeneracyjnego o potencjale regeneracyjnym i potencjale do réznicowania albo klastra
terapeutycznego nadaktywnego, ktoéry nie wykazuje efektu terapeutycznego albo klastra
terapeutycznego antystresowego o potencjale do redukcji stresu oksydacyjnego, przy
czym wyznaczanie obejmuje pomiar parametrow komérek MSC obejmujacy:

i. testjednostek tworzacych kolonie CFU
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ii. okreslenie potencjatu teratogennego komorek MSC poprzez pomiar ekspresji marke-
row genetycznych CDKN2A, CLDN1, DNMT3B, ESM1, HAND2, HEY1, MYO3B, NA-
NOG, PDGFRA, POU5F1, TDGF1, TWIST1, ZBTB16

iii. okreslenie fenotypu komoérek MSC poprzez pomiar markeréow genetycznych CD119,
CD120b, CD274, CD273, CD200, CD72, CD39, HO

iv. analize sekretomu komorek MSC poprzez pomiar wydzielania BDNF, HGF, IL6, IL8,
MCP1, RANTES, TGFb1, TGFb2

v. okreslenie immunomodulacji komérek MSC poprzez kohodowle komoérek MSC z ko-
morkami jednojadrzastymi, przy czym kohodowle prowadzi sie korzystnie w stosunku
ilosciowym odpowiednio 1:10, w temperaturze 37°C oraz atmosferze 5% CO: przez
4 dni, przy czym po kohodowli okre$la sie liczbe komdrek jednojadrzastych, ich 2y-
wotnos¢ oraz zmiane udziatu % limfocytow T, limfocytow B, NK, NKT, Th, Tc, Th na-
iwnych, Th pamieci, Tc naiwnych, Tc pamieci, Th CD69+, Th CD25+CD69+, Th
CD25+, Th nieaktywowanych, Tc CD69+, Tc CD25+Cd69+, Tc CD25+, Tc nieakty-
wowanych, Th1, Th2, Th17, cytokin wewnetrznych dla: Th1, Th2i Th17, oraz T regu-
latorowych komadrek jednojadrzastych

vi. podziat komérek MSC na co najmniej trzy klastry terapeutyczne: nadaktywny, anty
stresowy i proregeneracyjny na podstawie wynikéw z etapow i.-v.,

b1. budowanie klasyfikatora, ktére obejmuje:

i. redukcje ilosci parametrow do co najmniej 5 parametrow poprzez identyfikacje istot-
nych parametrow na podstawie wspotczynnikow btedu klasyfikacji lub na podstawie
miary istotnosci zmiennych opartej na funkcji straty,

ii. przeprowadzenie korelacji parametrow z etapow a1l. i.-v. i eliminacje parametrow,
ktére sa ze sobg skorelowane

iii. okreslenie prawdopodobienstwa przynaleznosci do okreslonego klastra na podstawie
porownania wynikow klasyfikaciji z wykorzystaniem parametrow wybranych w etapie
b1.i. z przynaleznoscia do wyznaczonego klastra w etapie a1. vi.

oraz etapy klasyfikacji komorek MSC, obejmujace:

c1. zapewnienie komorek MSC,

d1. pomiar wybranych istotnych parametrow wyznaczonych w etapie b1. i. komoérek MSC
z etapu c1.,

e 1. klasyfikacje komérek MSC za pomoca klasyfikatora wyznaczonego w etapie b1. jako na-
lezacych do jednego z klastrow terapeutycznych na podstawie wynikdw pomiardow z etapu
d1.,

przy czym etapy al. i b1. sa wykonywane jednorazowo dla danej populacji komoérek MSC,

etap a1. vi,, b1, e1. wykonywane sa za pomoca obliczen w systemie komputerowym, do kto-

rego przekazywane sg dane z pomiarow w etapie a1. i.-v. lub d1.

Sposob wedtug zastrz. 7 znamienny tym, ze w etapie b1. i. wybierane sa tylko te parametry,

ktore zostaly wskazane jako istotne.

Sposob wedtug zastrz. 7 znamienny tym, ze w etapie a1. vi. podziatu na klastry dokonuje sie

z zastosowaniem hierarchicznej analizy skupien.

Sposob wedtug zastrz. 7 znamienny tym, ze w etapie b1. i. identyfikacji dokonuje sie z za-

stosowaniem algorytmu Boruta z klasyfikatorem lasow losowych.



19

PL 247114 B1

Rysunki

n Q w0 o

(%] n12

WJ-MSC

Fig.1



20

ALS 356
ALS 393
ALS 357
ALS 410
ALS 414
ALS 439
ALS 432
ALS 487
ALS 502
ALS 558
AL5613
ALS 628
ALS 633
ALS 534

Ekspresja

HEOAW

PL 247114 B1

Ekspresja Eheprasia Ekspresia
- L3 =] - =2 - ~N 1~ @ - ~ @
1 1 J I | 1 | 1 1 | 1
m i
n 2
£ “w
- >
o - na (%] © - L) (2]
[l 1 | J L L L J
a
- 3
2 o
£ m
- -
& & a3 b e 4 moa oa o
[ 1 | ] I 1 1 1 1 ]
g
z 3
2 &
d A
fos] -
o Y N L8] a - a w

LASH

Fig. 2

DONVN

VENMGD

CONVH

Y I9CGd

glEl 8z



ZBTB16
TWIST1
TDGF1
POUSF1
PDGFRA
NANOG
MYQ3B
HEY1
HAND2
ESM1
DNMT3B
CLDNA1

CDKNZ2A

PL 247114 B1

21



22

-08

vLzan

OH

PL 247114 B1

00
4

-Q08

2:ad

£4202

00k

Fig. 4

6£a2

€L402

qQozeao

o00za2



HO

CDh72

CD39

CD274

CD273

CD200

CD120b

CD119

PL 247114 B1

& 0 O

23



24

00§
0003 T
3
-ooss ~
0002
-onsz

(=]

1
ALS432
ALS366
ALS393
ALS439
ALS613
ALS487
ALS397
ALS414
ALS410
ALS502
ALS633
ALSS558
ALS628
ALS634

L3301

pa'mL
T § ¢
ALS432
ALS366
ALS393
ALS439
ALS613
ALS487
ALS397
ALS414
ALS410
ALSS02
ALS633
ALS558
ALS628
ALSE34

- 0oL
=00k

249491

PL 247114 B1

pami

o0k
1]

002

—0052

ALS432
ALS366
ALS383
ALS439
Al S613
ALS487
ALS397
ALS414
ALS410
ALSS02
ALSE33
ALSES8
ALS628
ALSE34

Fig. 6

—-052

gl

LdOW

SALNYY

O

-G002

po/mi

Raldd

0009

—0008

¢

pami

a2l

0sL

-00Z

4NQg

49H

97



PL 247114 B1 25

TGFb2
TGFb1
RANTES O
MCP1
TR
iLe
HGF

BDNF

Fig. 7



PL 247114 B1

Liczba.MNC

Zywotnasc. MNC[%]
100+

B0+

60

20+




27

PL 247114 B1

. pEosTY
L £095TY
L8298V
- ELOSTV
8555V
L2068V
...\.n.vW#w

_PeOsIV
- ££08 TV
L 2295
_LLOSTY
QoCe Y
L Z0SSTY
L LSYSTY
L 6EPSTV
meLPSTY
LIPSV
| GivsTV

Fig. 9



28 PL 247114 B1

Limfocyty T[%]

100+

%

Fig. 10 A

LimfocytyB[%]

Fig. 10 B
NK[%]
15—
10
P
5+ g _
il )]
o g : :
e & «-,,P'\Q a;?'), %6,.;5




PL 247114 B1

NKT[%]

29



PL 247114 B1

30

Th{%]

Fig. 11 A

Te[%]

Fig. 11 B

Th.naiwne[%]

[ ——————

60

Fig. 11C



31

PL 247114 B1

Th.pamieci[%]

50=

40

Fig. 11 D

Tc.naiwne[%]

—
L e——— @

100+

80+
60+
40+
20+

0-

Fig 111

Tc.pamigci[%]

!

|

|

Fig. 11 F



Th.CD69+[%]

Fig. 12 A

Fig. 12 B
Th.CD25+[%]
Fig. 12C

PL 247114 B1
Th.CD25+CD69+[%]

)
N
\

40=
100

32



33

PL 247114 B1

Th.Neg[%]

Fig. 12D



PL 247114 B1

34

Tc.CD69+[%]

Fig. 13 A

Te.CD25+CD69+[%]

40+

30

R 20+

Fig. 13 B

Tc.CD25+([%]

Fig. 13C

X 404



35

PL 247114 B1

Te.Neg[%]

Fig. 13D

100+




PL 247114 B1

Th1[%]

Fig. 14 A
Th2[%)
30=
20
S
10-
i Ll ],

-] &) > N3 © Q) ) L)
& 6}9 £ F & e"* e”é\ a"";b & P e"& & 5}7;\
Y3 \YJ v \Y3 \%3 \YJ
LA A A A A A A A A A S A N

Fig. 14 B
Th17[%]

15+
10—
B
g |

| s

100 o Lo b b 000 R o bl el Rl




37

[y
%%
= “%
),
0 %
O %
N
(m
o ‘a
),
C %
%
| 2,
— &
I - .
s X C
= S
5 £ <
<t c c
= w ) 3 &8
-AI-. w <t Q <
N - — 3 —
| o ah = oD
o o F\“ (8] D
L
1
wn ] L} |
- © o ~

Cyt.wewn.Th17[%]

2.0

1.5+

Fig. 14F



38

PL 247114 B1

Treg[%]




PL 247114 B1

oS
ALs3ss =, Bl L
ALS393 " K
ALS307,
ALB410™ |I
ALS414 ™5
ALsq:: -
ALS438™ .
ALSde7 "
ALS502°
ALS558" -
ALS613"
ALSS28 "
ALS633 "
ALS634 "

ALS366~
ALS393 "
Al S397 "
ALS410°
ALS414 "

U

ALS487 "
ALSs02 - A
ALSssg™ Bl
ALse13 - B
ALS628™ -
ALS633 T
ALS634 ™

AL

ALS386"
ALS393"
ALS397 " #
ALS410 7
ALSd14™ -
AL3432"
ALS439"
ALS487
ALS502~ -+
ALS558° S
ALSe13 - AR
ALSE28 "
ALS633™
ALS634 "

ALS366 .
ALS393 .
ALS397
ALS410™;
ALS414°
ALS432°
ALS439"
ALS487 "
ALS502 7
ALSS558 "~
ALSB137,
ALS628”
ALS633

ALS634 ",

ALS366 "
ALS393" :
ALS357

ALS410 " m
ALS414° o
ALS432°
ALS438 "
ALS487 "
ALS502 - TR
ALS5ss - RIS
ALse 13 - EEEEERR
ALS633 - R -
ALS634 - R

LD

39



PL 247114 B1

=
(e} 3 b
O < O Q Q
28 . 2 ; S »
< = = g - a4 4
5 ¥ 3 3 3 8 ¢ & 8 a 5 ¢ 7 7 z
: 3 2 % 3 o o o 3 4 B o o o 2 3 B
Z 3 3 92 9 z2 3 8§ & 5 z 2 R 8 @ g z 32 4 3 4 2
(o] F 45 I € < =z mm%:c'@ﬂmow:m'@—qs-\:m
2, 2 iR e3 5332228845 P38 F 23RS
2R E2RREREELZEZEFETREEAELERRERE

2 8 2 8 8 S S E s E 2 sES sy s

0O 00O oo 06 DOOC O 0OC0O s 0()
OOCOD0 0000000 00 0OO
0 SOOOODO - oooooo OO0

< OOO

Fig. 16



Dim2 (17.1%)

PL 247114 B1

ALSE33
! * H

D0 = = =4 m o s i A M e e A A ke e e o A e M

¥ ) » . [ 3 v L} L L L] ¥ ) ¥ L]
2 8 8§ ¥ 5 5 &8 & &8 X 8 ¢ 8 7
[T+ ™ <t <t <t < ™ < €0 <o 724 <t [Tes W0
/2] 7] 1193 w0 o) (723 w [72] (2] w o (/5] w [72]
- - P - - - - .| - - - -t | -l
4@ ¥ T €« T ¥ €« ¥ T T T T =T <
X
Fig. 17
) . ALSSS8
{ ! H b
: ‘
: ; ; '
50- : . e e
: ; ! ( ALS410
ALSE13 ' .
e —— ® . e 1 ‘
! i
; - ;
£ ]
25 - e : ALSSOZ e e e A
ALS393 ; : - P
ALs439 . * I ;
. : i \
1
]

]
| i
! ALS366ALS432
At
1 H
ok ALS634
ALSH4 *ALS307
ALS487 | .
i - % ALS#28 -
.I ;
75 50 25 00 25

Dim1 (23.2%)

Fig. 18

41



	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings

