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CELLULE STROMALI MESENCHIMALI

DEFINIZIONE
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POSITION PAPER
Minimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The International
Society for Cellular Therapy position statement

M Dominici’, K Le Blanc®, I Mueller', I Slaper-Cortenbach®, FC Marini®,
DS Krause®, R] Deans’. A Keating”, D] Prockop” and EM Horwitz'"
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MECCANISMI DI IMMUNOMODULAZIONE MSC-

INDOTTA

SAGGIO DI
IMMUNOMODULAZIONE “IN
VITRO”
g?:.?’i*éf;-...’:,f-_ d-",,;ga Y %

Le MSC inibiscono la
proliferazione dei linfociti T in
presenza di stimoli inflammatori
( es. IL2+ anti-CD3)

Schepers & Fibbe, Annals of the New York Academy of
Sciences 2016;
Krampera et al., Leukemia 2011
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(IDO)Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)
SOPPRIME LA PROLIFERAZIONE dei linficiti T

e |’ attivita enzimatica di IDO nelle MSC e indotta
a sequito di stimoli inflammatori (IFN)-y

e |IDO catalizza la degradazione del triptofano in
kynurenine



PROPRIETA' DELLE MSC

1L-4/-10, CCL20 A .
Secretoma: citochine, ’

Specifici cocktails

LU (- .
cheochine, fattoridi

£ ) crescita, esosomi differenziativi
Riduzione dell'inflammazione / / Autto rinnovamento
in vivo,
DO, IL-6. PGE2 MMP1/1/P ( )
VEGF, FGF-2, HGF, IGF-1,
CXCL12 \

In vivo: stimolazione delle cellule staminali  [n vitro: differenziamento in tessuti
residenti arigenerare nuovo tessuto mesodermici

Immunomodulazione

Cartilagine Grasso

Riduzione della fibrosi e
dell’apoptosi. Rigenerazione tissutale
Miglioramento dell’angiogenesi

Modificato da: Barekzai J et al., 2019. Bioprocess Development for
Human Mesenchymal Stem Cell Therapy Products. DOI:
10.5772/intechopen.90029



BIODISTRIBUSIONE DELLE MSC «IN VIVO»
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MSC non piu identificabili in vivo dopo alcune ore!

. . Sanchez-Diaz et al, J Clin Med 2021
Nessuna evidenza di «engraftment»- Gao et al, Cells Tissues Organs, 2001



LE MSC SONO PRODOTTI MEDICINALI DI TERAPIA
CELLULARE AVANZATA

PRODOTTI MEDICINALI
DI TERAPIA AVANZATA

(ATMP)
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Direttiva 2001/83/CE e Regolamento 1394/2007/CE



BASI REGOLATORIE IN ITALIA

APPROVVIGIONAMENTO

PRODUZIONE

:> CLINICA

Conservazione
di cellule e tessuti

DECRETO LEGISLATIVO 25
gennaio 2010, n.16

EudraLex Volume 4

Guideline on good
manufacturing practice
specific to ATMP (2018)

e Direttiva 2001/20/CE
 Direttiva 2005/28/CE

 Art. 28 Reg. (CE) 13
novembre 2007, n.

Codice comunitario sui
medicinali

Decreto Legislativo 24
Aprile 2006 n. 219

Farmacopea Europea
(EuPh)

1394/2007

e D.M. del 16 gennaio
2015




LABORATORIO DI &



LA CELL FACTORY DELL'OSPEDALE DI VICENZA GMP AIFA

Aut. aM49/2019

AREA PRODUZIONE

. CONTROLLO QUALITA CRIOBIOLOGIA RICERCA
4 laboratori in classe A/B Batteriologia TRASLAZIONALE
Endotossine Biologia cellulare
Mycoplasma Biologia molecolare

Monitoraggio ambientale
Caratterizzazione cellulare



LE MSC SONO OTTENIBILI DA FONTI DIFFERENTI

MIDOLLO OSSEO

e 1 MSC IN 1X10°MNC
e Fonte storica
e Collection procedure invasive

TESSUTO ADIPOSO

¢ 5x103 MSC in 1g of adipose tissue
| ¢ Siisolano e si espandono con successo dalla frazione

stromovascolare

SANGUE DAL CORDONE OMBELICALE

e 0-3 MSC IN 108 MINC
¢ |solamento estremamente difficile

4 CORDONE OMBELICALE

Si isolano e si espandono con successo

FONTI
ADULTE

FONTI
PERINATALI

Kern et al, Stem Cells, 2006
Astori, SCRT, 2018
Astori, BCMD, 2012



CD143 (ACE) DISTINGUE FRA FONTI ADULTE E PERINATALI

246 MARCATORI ANALIZZATI
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CD143 (ACE) e un marcatore molto precoce

di staminalita, espresso durante I'ontogenesi
(Ramshaw HS et al, Exp Hematol 2001; Sinka L et al, Blood 2012;
Jokubaitis VJ et al, Blood 2008)

Espressione di CD143 ristretta a MSC adulte

CD143
8

ns

e Ak
g L ]
o
o
2 o4 ., .
: *
8 Py )
24 ..'
. s,

0 . .

BM-midollo osseo  CB- sangue d cordone ombelicale
AT-tessuto adiposo UC-cordone ombelicale

Astori Stem Cell Res Ther. 2018 Jan 16;9(1)



PROCESSO PRODUTTIVO DI MSC
ISOLATE DAL CORDONE OMBELICALE - IL NOSTRO PROTOCOLLO

SCREENING

Raccolta in ostetricia Istituto dei tessuti

Criopreservazione

| RILASCIO >

Controllo qualita



RILASCIO DELL ATMP

METODO REFERENZA CRITERII DI ACCETTAZIONE

«| metodi analitici devo essere validati secondo |
metodi descritti nella farmacopea europea
(quando disponibili)»




SOSTITUZIONE DEL SIERO FETALE BOVINO CON

LISATO PIASTRINICO

EIVELN s EUROPEAN COMMISSION

Laow

donn. 21 M
Doe. Ref. EMEACHMPH

vy 2008
108692006

Note for guidance on minimising the risk of transmitting animal spongiform encephalopathy agents
COMMITTEE FORMEDICINAL PRODUCT FOR HUMAN USE . - = - ; \
(CHMP) via human and veterinary medicinal products (EMA[410/01 rev.3)

(2011/C 73/01)

GUIDELINE ON HUMAN CELL-BASED MEDICINAL FRODUCTS

PERCHE’ SOSTITUIRE IL SIERO FETALE 1I\V/

BOVINO? 2 ij

» Rischio di trasmissione di zoonosi (prioni) E mm@

= Reazioni immune xenogeniche £ toaor

= Variabilita da lotto a lotto § rod
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Astori G et al. Stem Cell Res Ther. 2016.
Fekete et al., Cytotherapy 2012.



PRODUZIONE DI LISATO PIASTRINICO MEDIANTE CICLI DI GELO-SCONGELO

-80°C
4,000g (15 min at 4°C).

CICLI RIPETUTI DI GELO
AFERESI PIASTRINICA SCONGELO (3X) CENTRIFUGAZIONE

— o

FILTRAZIONE(70 UM)

POOLING (N=15)

Doucet et al., J Cell Physiol, 2005
Schallmoser et al., J Vis Exp. 2009.



MODALITA' DI UTILIZZO IN CLINICA DEGLI ATMP

SPERIMENTAZIONE CLINICA
Regolamento 1394/2007
Direttiva 2001/20/CE
Direttiva 2005/28/CE
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CELLULE STROMALI MESENCHIMALI
NELLA TERAPIA DELLA MALATTIA DA TRAPIANTO CONTRO
L'OSPITE (GvHD)



LA MALATTIA DEL TRAPIANTO CONTRO L'OSPITE (GvHD)

- La GvHD e associata al trapianto di

kil k||| cellule staminali ematopoietiche.
[ | - Le cellule immunitarie nel tessuto
cellus CaluaT | Celllasana CelllaT donato riconoscono il destinatario
emerse sonore [l G‘O . - (I'host) come estraneo (nonself).
- Le cellule immunitarie trapiantate
l o attaccano le cellule del corpo
Cellula e > - ila't f dell'ospite.
:;:;:ame o O j:.ln - dell'ospité uccisa o o g::wmm t

Forma acuta: nei primi 100 giorni dalla
data del trapianto e coinvolge cute, fegato
e tratto gastrointestinale

Forma cronica: decorre dopo tale periodo.
Caratterizzata da fibrosi e atrofia degli
stessi organi colpiti dalla GvHD acuta.

GVHD acuta della pelle di grado |
Ferrara JLM et al. Lancet 2009; 373: 1550-61



MSC NELLA GvHD SEVERA REFRATTARIA-PRIMA EVIDENZA

Treatment of severe acute graft-versus-host disease with third party
haploidentical mesenchymal stem cells

Katarina Le Blanc, Ida Rasmusson, Berit Sundberg, Cecilia Gétherstrém, Moustapha Hassan, Mehmet Uzunel, Olle Ringdén

Lancet 2004; 363: 1439-41
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MSC IN GvHD ACUTA -TRIAL CLINICI CON PIU’ DI 30 PAZIENTI

Patients MSC infusion Outcome

Publication N Median age (range) Dose (x108/Kg) Median (range) CR (%) PR (%) NR (%)
LeBlanc et al. (72) 55 22 (0.5-64) 0.40-9.00 2 (1-5) 54 16 29
Ball et al. (73) a7 7 (0.7-18) 0.80-3.00 2{(1-13) 65 27 13
Kurtzberg et al. (74) 75 8(0.2-17) 200 MNRe (8-12) NRe NRe NRe
TeBoom et al. (75) 48 44.9(1.3-68.9) 1.80 (0.80-2.50) 3 (1-4) 25 50 25
Kebriaei et al. (76) 3 52 (34-67) 2.00-8.00 2{2) 77 16 7
Erbey et al. (77) 33 7 (3-18) 0:50-2.80 2 (1=4) 54 21 25
Servais et al. (78) 33 58 (5-69) NRe(1.00-4.00) 1(1-2) 22 41 ar
vonDalowski et al. (79) 58 55 (18-71) 0.99 (0.45-2.08) 2(1-6) ¢] 38 53
Dotali et al. (B0) 46 28(1-72 6.81 (0.98-20.78)™ 3 (1-7) 7 43 50
Bader et al. (51) &9 8.2 (6 mo-18) 45.5 (18.965.5) NRe (1.00-2.00) MNHe (1-4) 32 51 14"
Introna et al. (82) 37 27.8.(1-65) NRe (0.80-3.10) NRe (2—11) 30 43 27
Fernandez-Mazqueta et al. (83) 33 46 (18-61) 1.06 (0.66-1.76} 1.06 (0.66-1.76} 34 50 16
Resnick et al. (34) 50 19 (1-69) 1.00 (0.3-3.10) NRe (1-4) 34 32 34
Galleu et al. (85) &0 40 {4 mo-68) 2.60 (0.60-15.60) 1 (1-4) 2 52 46

CR, Complete Response; NRe, Not reported; NR, No Response; PR, Fartial Response; *3%, no data avaflable at day 28; *“cumtiative dose.

Risposta completa+risposta parziale: 47-93%
Nessun impatto di HLA-matching
Nessuna differenza significativa tra diverse fonti di MSC

Galleu et al, Front Immunol 2020



+ § Cochrane
xo? Library

Cochrane Database of Jystematic Reviews

Mesenchymal stromal cells as treatment or prophylaxis for acute
or chronic graft-versus-host disease in haematopoietic stem cell

transplant (HSCT) recipients with a haematological condition
(Review)

Fisher 5A, Cutler A, Doree C, Brunskill 5J, Stanworth 5J, Mavarrete C, Girdlestone J

Review question

In people who receive a stem cell transplant for a haematological condition, can an additional infusion of mesenchymal stromal cells
(MSCs) prevent the development of graft-versus-host disease (GvHD)? In people who have already developed GvHD as a result of their stem
cell transplant, can MSCs improve their clinical outcome?

Key results

MSCs may have little or no difference in the risk of death or relapse of malignant disease, in either GvHD prevention or treatment trials, as
the quality of evidence was low. MSCs were well-tolerated, no infusion-related toxicity or ectopic tissue formation was reported. No study
reported health-related quality-of-life. In trials where MSCs were administered to prevent GvHD, MSCs may reduce the risk of developing
chronic GvHD, but may make little or no difference to the risk of developing acute GvHD. In GvHD treatment trials, we are very uncertain
whether MSCs improve complete response of either acute or chronic GvHD as the quality of evidence is very low. We found no differences
in outcomes between participants who received a higher dose of MSCs when compared with those who received a lower dose of MSCs.

Quality of the evidence

The quality of evidence is low or very low for all outcome measures, due to the small number of trials and low number of study participants
included in this review. One trial started in 2008, but its results are unknown as it is not yet published. It is therefore difficult to draw
conclusions or provide recommendations on the use of MSCs, either to prevent or treat GvHD. More trials with large numbers of study
participants are needed to improve the quality of evidence.




IL DILEMMA IRRISOLTO:

LA RICERCA DI UN BIOMARKER DI EFFICACIA PER LE MSC
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Fig. 3. Cytotoxic activity against MSCs predicts clinical
responses to MSCs in GvHD patients. (A and B) PBMCs ob-
tained from healthy controls (HC) or patients with GvHD re-
ceiving MSCs in the following 24 hours were incubated in 24-well
plates with MSCs at a PBMC/MSC ratio of 20:1 for 4 hours.
Apoptosis was measured in MSCs assessing the percentage of
annexin-V'/7-AAD" cells by flow cytometry. (A) Representative
plots for HC, clinical responders (R), and nonresponders (NR).
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SCIENCE TRANSLATIONAL MEDICINE | RESEARCH ARTICLE

TRANSPLANTATION

Apoptosis in mesenchymal stromal cells induces in vivo
recipient-mediated immunomodulation

Antonio Galleu,' Yanira Riﬂ’n—\lasquez,z Cristina Trento,' Cara Lomas,*? Luigi Dolcetti,’
Tik Shing Cheung,! Malte von Bonin,® Laura Barbieri, Krishma Halai,’ Sophie Ward,**
Ling Wlang,l Ronjon Chakranual"ty,z"4 Giovanna Lombardi,ﬁ Fiona M. Watt,’ Kim On:hard,8
David |. Marks,” Jane Apperley,'® Martin Bornhauser,™* Henning Walczak,**

Clare Bennett,>*#* Francesco Dazzi''®!
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Saggio di citotossicita «in vitro»

1) Le MSC sono indotte a subire apoptosi da parte
delle cellule citotossiche del ricevente e questo
processo - essenziale per avviare
I'immunosoppressione indotta da MSC.

2) Dopo linfusione, i fagociti del ricevente
«fagocitano» le MSC apoptotiche e rilasciano IDO, che
e necessario per effettuare l'immunosoppressione.

3) «In vitro», solo pazienti con elevata attivita
citotossica contro le MSC hanno risposto all'infusione.

4) Si propone che i pazienti siano «stratificati» per il
trattamento con MSC in base alla capacita di lisare le
MSC.




CELLULE STROMALI MESENCHIMALI
NELLA TERAPIA DELLA
SINDROME DA DISTRESS RESPIRATORIO ACUTO



COSA E’ LA SINDROME DA DISTRESS RESPIRATORIO ACUTO (ARDS)?

 L’ARDS € una condizione
respiratoria pericolosa per la
vita caratterizzata da
ipossiemia;

* Frale cause: polmonite, traumi,
sepsi, ustioni, pancreatiti

e L'ARDS evolve dal danno
capillare alveolare fino a una
fase fibrotica;

~ Normal Alveoli
I‘& . 'l._; ' =

TERAPIA e Esistono pochissime terapie

e Supporto ventilatorio efficaci per I'ARDS diverse

e Cicli di prono-supinazione dall'uso di strategie di

e Sedazione, diuretici protezione polmonare.

e ECMO * La mancanza di terapie efficaci

e Altro (Ab anti IL-6, plasmafiltrazione, .....) e correlata alla sua complessa
patogenesi.

Fanelli et al., J Thorac Dis. 2013 Jun; 5(3): 326—334.



MSC NEL TRATTAMENTO DELLA ARDS
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pr— } B\ Le MSC secernono fattori paracrini che
s nflammation I\ -\I . . . .
g \ | modulano la riparazione dei tessuti attraverso
{‘I . Mechanisms IL1-ra Muaorise "'\.'\_ . . .
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? nL:i-t‘::;?;ml ( 2 4) riduzione della permeabilita dell'epitelio
AR O ST alveolare nel polmone.
' ”"?::';:?:‘."" GG, 5) aumento del tasso di clearance del fluido

—
-

alveolare.

L'immagine illustra i compartimenti
intestiziali, capillari ed alveolari del
polmone. Il liquido da edema riempie
I'alveolo danneggiato in un setting di ARDS

Matthay M. et al. Transfusion, Volume 59, February 2019



MSC NEL TRATTAMENTO DELLA
SINDROME DA DISTRESS RESPIRATORIO ACUTO (ARDS)

INDOTTA DALLINFEZIONE DA SARS-CoV-2

Severe COVID-19 cases
SARS—COV—2

Intravenous

Lungs administration
: :i R ﬁ' Y4

Macrophage accumulation and activation | |- MSCs
i!" ©w @ ¥

ot o |IL-67 *’:a%
@0 |TNF-at
O. “® @ |[IL-101 etc.
Cytokine storm
Peripheral
blood vessels

CD4* Tcells], CD8* T celis]
Hyperactivated T cells?

T
Regulatory T cells [n?f/avenous or
aerosol inhalation
administration
ARDS, MOF .
& Promotion
I~ Innibition

In risposta all’infezione, vi € un
rilascio sistemico di citochine
proinfiammatorie (IFN-a, IFN-y, IL-18,
IL-6, [L-12, 1L-18, IL-33, TNF-a and
TGF-B)

Lo storm citochinico risulta in ARDS,
danno multiorgano ed infine morte.

Tsuchiya et al. Inflammation and Regeneration (2020)



Aging and Disease

www.aginganddisease.org

Volume 1. Number 2: 216-228. April 2020
hittp://dx.doi.org/10.14336/AD.2020.0228

Original Article

Transplantation of ACE2- Mesenchymal Stem Cells Improves
the Outcome of Patients with COVID-19 Pneumonia

. T',(: — -
; Gender E F F M M F F F
Age (vears) 63 63 63 51 37 45 53 75 4 46
COVID-19 type Criticall Severe Severe Common Common Severe Severe Severe Severe Sever
¥ severe ¢
Fever (°C, baseline) 38.6 37.7 382 383 384 39.0 39.0 36.0 38.9 377
Shoriness of breath  +++ +H+ +t £ + -+ +H- - ++ +
Oxygen saturation 9% 93% 92049 93% 049 92% 90%% 91% 92% 93%
at rest state
Congh. weak, poor i o +: + 1+ ++ + + +# +
appetite
Diarrhea - - + - - E < b =
Date of diagnosed Jan 23 Jan 27 Jan 25 Feb 3 Feb2 Jan 27 Feb 3 Feb 3 Feb 6 Feb s
Date of infervention  Jan 31 Feb2 Feb 4 Feb 4 Feb 4 Feb 6 Feb & Feb § Feb e Feb 6
(MSCs or Placebo)
Date of recovery Feb 3 Feb 4 Feb 6 Feb 6 Feb 5 Feb 7 Feb 7 Dead ARDS  Stable
Discharged  Discharged  Discharged
A 1L-10 B VEGF
p=0.0282* 3 p=0.0556
6
2 4 % 2’ %:_
= z
5 1
(}L 04
Contral  MSCs treated Control  MSCs freated . . . .
Una singola infusione di MSC
c IP-10 D TNF-u . .
o o derivate dal cordone ombelicale
—e— p=0.0269*
4 3 —_ .
} —+— 1 alla dose di 1x10e6/kg
2" . = B
0 l
T Conmal | MSCs treated Conural _ MSCs treated




PRIMO PAZIENTE EUROPEO TRATTATO CON MSC PER ARDS

L'ESPERIENZA DI VICENZA-VERONA
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SHORT REPORT Open Access

The immune modulatory effects of m@

umbilical cord-derived mesenchymal - 2
stromal cells in severe COVID-19

pneumonia

fachels C c:ccl?a:o"'c-. Uavide Gibe! ini*?, Gluseppe Astort, Martna ue-w.a._rcu_". Angelz Bazz !, Hatia Chieregato’,
Francesca Hice”, Stefano Ugel, Simone Caligols”, Francesco De Sanctis™, Stefaniz Cané”, Alessandrs Fiore”,

Rosalinda Trovato®, Antonio Vella®, Varvara Petrova’, Giuseppe Amodec’, Monica Santimara®, Annarita Mazzzriol”,
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Table 1 Clinical parameters
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* : ] +* + +

C-reactive protein Lom 139 £l ) Days Days Days Days Days




Received 23 October 2000 I Accepted & December 2000
DO 101002/ sckm 200477

s STEm LS

HUMAN CLINICAL ARTICLE TRANILATIONAL METSCINF

Umbilical cord mesenchymal stem cells for COVID-19 acute
respiratory distress syndrome: A double-blind, phase 1/2a,
randomized controlled trial
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CRITERI DI INCLUSIONE

e Saturazione (Sp0O2) < 94% o0 con necessita
di ossigeno all’arruolamento

* P/F ratio < 300 mmHg

« Infiltrati bilaterali alla radiografia/TC torace

~UC-MSC treatment group

180

ors

L

(1.1

(15

~Control group

£ = 015 {Log-rank}

» p= 016 (Gehan-Bresiow)

HR 8755 (95% CI. 1.074, T1.4)



STUDIO CLINICO «RESCAT»
Studio prospettico randomizzato multicentrico di fase I/1la sull’impiego di cellule stromali mesenchimali

allogeniche nel trattamento di pazienti affetti da polmonite da SARS-CoV-2
EudraCT Number: 2020-001577-70

AL S gy S AL Pt B OBIETTIVO PRIMARIQ: fattibilita e sicurezza.

AZIENDA OSPEDALIERA UNIVERSITARIA INTEGRATA  fetd
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£

OBIETTIVI SECONDARI: efficacia di due
infusioni di MSC effettuate a distanza di 5
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CENTRI CLINICI:  CELL FACTORY -Andament’(.) del rapporto P/F
Careggi Firenze Meyer (midollo osseo) | - Tempo all'intubazione,
Monza Milano (sangue cordonale) - Tempo all’indipendenza dalla ventilazione
Milano Policlinico Modena (grasso) . . .
. MmeccaniCa non INnvasiva,
Modena Monza (midollo osseo) o ) .
Vicenza Vicenza (cordone ombelicale) | - Tempo all’indipendenza dall’ossigeno-
Verona terapia’

- Durata dell’'ospedalizzazione,
-Risposta radiologica.

OBIETTIVO TERZIARIO: stabilire quale sia tra
le tipologie di MISC la migliore




MSC NEL TRATTAMENTO DELLA POLMONITE DA COVID-19
91 STUDI ATTIVI




CONCLUSIONI

Le MSC sono un medicinale di terapia cellulare avanzata che va prodotto in
Officine Farmaceutiche autorizzate

Le proprieta immunosoppressive delle MSC forniscono la spiegazione della loro
efficacia nel trattamento dei pazienti con GvHD acuta ed ARDS

L' efficacia delle MSC nella GvHD resta da dimostrare in uno studio
randomizzato

Individuazione di un biomarker di efficacia

L'utilizzo delle MSC nel trattamento della ARDS si sta rivelando una terapia
efficace su pazienti selezionati.

Questioni irrisolte: quante infusioni? quale la dose ottimale? sinergie con altre
terapie di seconda linea?
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