20. Gennaio
Micropellet condrogenici derivati da iPSC di grado clinico per il trattamento di
difetti avanzati della cartilagine

Quando i giapponesi riparano un oggetto rotto,

valorizzano la crepa riempiendo la spaccatura con dell’oro.

Essi credono che quando qualcosa ha subito una ferita ed ha una storia,
diventa pit bello.

Aggiusta l'interno e I'esterno si aggiustera da solo.

Hermann Hesse, Siddartha)

Le terapie basate sulle cellule staminali forniscono un approccio precedentemente sconosciuto per

la riparazione, il trattamento e la rigenerazione dei tessuti danneggiati La cartilagine & di

particolare interesse nella rigenerazione grazie alla sua struttura relativamente semplice, costituita
da una matrice extracellulare (ECM) e condrociti.

Nomal Knee Ostecarthntis

I danno alla cartilagine deriva in genere da lesioni o
degenerazione graduale e spesso culmina nell'osteoartrite (OA). Mentre I'OA era storicamente
considerata una mera "usura" meccanica delle articolazioni portanti, ora & riconosciuta come una
malattia multifattoriale in cui sono attivamente coinvolte varie cellule come i condrociti, le cellule
sinoviali e I'osso subcondrale.

Inoltre, studi di associazione genomica su larga scala indicano che I'OA ha una componente
ereditaria sostanziale (ereditabilita in senso stretto stimata dal 40 al 60%), con alleli di rischio
identificati nei geni che codificano i regolatori ECM specifici della cartilagine (ad
esempio, GDF5 e COL11A1 ) e membri chiave del pathway di segnalazione del fattore di crescita
trasformante-B (TGF-B)/SMAD3, tutti fattori che predispongono gli individui alla degenerazione

accelerata della cartilagine e alla progressione dell'OA
Zhai G et al Genetics of osteoarthritis. Best Pract Res Clin Rheumatol. 2024 Dec;38(4):101972.

La meccanosegnalazione dei condrociti interrotta guida attivamente la degradazione della
cartilagine attraverso percorsi inflammatori e metabolici, portando a una ridotta mobilita
articolare e, nei casi gravi, alla necessita di sostituzione articolare artificiale. La crescente
prevalenza dell'OA in una popolazione che invecchia sottolinea I'urgente necessita di trattamenti
efficaci.

Sebbene sia stato esplorato il trapianto di condrociti espansi in vitro o di cellule staminali adulte,
gueste tecniche evidenziano la necessita di approcci alternativi, come il tessuto cartilagineo
derivato da cellule staminali pluripotenti o terapie basate sulle cellule, per ottenere una

protezione o rigenerazione della cartilagine piu coerente e duratura.
Guzzo RM et al. Differentiation of Human Induced Pluripotent Stem Cells to Chondrocytes. Methods Mol Biol.
2015;1340:79-95.



La condrogenesi basata su cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC) e stata sviluppata e
analizzata in studi preliminari, suggerendo il suo potenziale come agente terapeutico per il
trattamento della cartilagine danneggiata. Le iPSC umane, originariamente sviluppate da
Takahashi e Yamanaka nel 2006, hanno trasformato la medicina rigenerativa offrendo cellule
staminali specifiche per donatore con la versatilita di generare numerosi lignaggi specializzati,

come i condrociti.
Takahashi K et al Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by defined factors. Cell. 2007 Nov
30;131(5):861-72.

Nell'ultimo decennio, la ricerca si € concentrata sempre piu
sull'applicazione delle iPSC per la rigenerazione della cartilagine, dato il loro potenziale di superare
i limiti dei trattamenti attuali, come la bassa resa cellulare e la dedifferenziazione dei condrociti

producendo una fornitura illimitata di cellule autologhe o allogeniche per la terapia.
Youssef AA et alThe Promise and Challenge of Induced Pluripotent Stem Cells for Cardiovascular Applications. JACC
Basic Transl Sci. 2016 Oct;1(6):510-523.

La ricerca indica che i condrociti derivati da iPSC sono efficaci nel facilitare la riparazione della
cartilagine. Nei difetti osteocondrali di ratti immunodepressi, queste cellule hanno prodotto un

ripristino notevolmente migliorato rispetto ai gruppi di controllo.
Ko JY et al. In vitro chondrogenesis and in vivo repair of osteochondral defect with human induced pluripotent stem
cells. Biomaterials. 2014 Apr;35(11):3571-81.

Nel frattempo, costrutti cartilaginei uniformi prodotti da linee reporter hiPSC condrociti-
specifiche, quando trapiantati in difetti della superficie articolare sia in ratti immunodeficienti che
in maialini immunodepressi, sono sopravvissuti con successo, si sono integrati nella cartilagine

circostante e non hanno mostrato sviluppo tumorale
Adkar SS et al. Step-Wise Chondrogenesis of Human Induced Pluripotent Stem Cells and Purification Via a Reporter
Allele Generated by CRISPR-Cas9 Genome Editing. Stem Cells. 2019 Jan;37(1):65-76.

Con il progredire del campo, la ricerca si € spostata verso sistemi di coltura tridimensionali (3D) e

sferoidi condrogenici, che imitano piu accuratamente I'ambiente cartilagineo nativo
Zujur D et al. Enhanced chondrogenic differentiation of iPS cell-derived mesenchymal stem/stromal cells via neural
crest cell induction for hyaline cartilage repair. Front Cell Dev Biol. 2023 May 10;11:1140717.

Gli sferoidi condrogenici derivati da iPSC hanno mantenuto un fenotipo simile alla cartilagine in
vivo, assomigliando molto ai tessuti simili a quelli condrogenici generati dagli stessi sferoidi in
vitro. Al contrario, gli sferoidi derivati da cellule staminali mesenchimali del midollo osseo (BM-
MSC) hanno formato tessuti distinti simili all'osso. Cio suggerisce che gli sferoidi condrogenici
derivati da iPSC possono formare tessuti simili a quelli cartilaginei senza subire ossificazione
encondrale, rendendoli candidati promettenti per il trattamento dei difetti della cartilagine in vivo.
Inoltre, la loro rapida capacita di fusione consente agli sferoidi condrogenici di fungere da
elementi costitutivi per la costruzione di tessuti cartilaginei piu grandi utilizzando metodi come il
bioprinting



Vignes H et al.Custom-made meniscus biofabrication. Trends Biotechnol. 2023 Dec;41(12):1467-1470.
Tuttavia, la somministrazione chirurgica presenta delle sfide e un metodo meno invasivo potrebbe
aumentare |'efficacia degli attuali approcci terapeutici.

Il team del Department of Biohealth Regulatory Science,
Sungkyunkwan University, Suwon,(Republic of Korea).
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NamY et al.
Clinical-grade iPSC-derived chondrogenic micropellets
for treating advanced cartilage defects.
Sci Adv. 2025 Dec 19;11(51):eadw4911.

nel report

In questo studio, ha definito un protocollo riproducibile di livello clinico per la generazione di
micropellet condrogenici iniettabili minimi (MIUChons) derivati da iPSC, con l'obiettivo di trattare
i difetti cartilaginei tramite iniezioni intra-articolari (lA).

E’ stato ottimizzato il processo di differenziazione per produrre MIUChons con elevata espressione
di marcatori condrogenici essenziali, come il collagene di tipo Il e SOX9, che sono critici per lo
sviluppo della cartilagine. Le analisi di stabilita genetica hanno confermato |'assenza di mutazioni
somatiche degne di nota o variazioni del numero di copie. Inoltre, lI'impianto di MIUChons in topi
immunodeficienti ha dimostrato |'assenza di tumorigenicita.

Il sequenziamento dell'RNA a singola cellula (scRNA-seq) ha mappato il processo di
differenziazione, evidenziando un robusto sviluppo dei condrociti e le funzioni correlate alla
matrice extracellulare (ECM).

Il potenziale terapeutico & stato testato in vari modelli animali, tra cui ratti, conigli, beagle e
maialini. | risultati hanno mostrato che le iniezioni di MIUChon hanno alleviato la degradazione
della cartilagine e ne hanno promosso la rigenerazione.

Nel complesso, i nostri risultati suggeriscono che i MIUChon possono ridurre efficacemente i
sintomi dell'OA e migliorare la qualita della cartilagine, rendendoli un candidato promettente per
applicazioni cliniche nelle terapie di rigenerazione della cartilagine.

Con Il'avanzare della sperimentazione umana, i MIUChon derivati da iPSC potrebbero rivoluzionare
il trattamento dell'OA e di altri disturbi correlati alla cartilagine.
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A)) Flusso di lavoro che illustra una pipeline per produrre e testare MIUChon di grado clinico per
presentare una domanda di autorizzazione alla sperimentazione clinica di fase 1 per un nuovo

farmaco sperimentale presso la Food and Drug Administration coreana.

B ) Una panoramica dello studio preclinico di MIUChon.
C) Il processo di differenziazione per la generazione di MIUChon. Barre di scala, 200 um.
D ) Morfologia di MIUChon dopo la differenziazione. Barre di scala, 200 um.
E ) Aumento dell'espressione di SOX9 e collagene di tipo Il ( COL2A1 ) nei MIUChon del giorno 7
(D7) e del giorno 14 (D14) finali rispetto alle iPSC.



F ) Aumento dell'intensita di blu alcian e safranina O nei MIUChon D7 e nei MIUChon finali D14.
Barre di scala, 100 pm.

G ) Espressione di SOX9, collagene di tipo Il, aggrecano e collagene di tipo | nei MIUChon finali
D14. Barre di scala, 100 um.

H ) Contenuto di GAG solubile aumentato al giorno 14 di differenziazione rispetto ai MIUChons D7.
I) Immagini di microscopia elettronica a trasmissione dei MIUChons. N, nucleo; ER, reticolo
endoplasmatico; G, complesso del Golgi; C, fibra di collagene. Significativita: **** P < 0,00011; ns,
non significativo.

In sintesi

L'obiettivo di questo studio era sviluppare micropellet condrogenici "minimal injectable unit"
(MIUChon) derivati da iPSC da somministrare tramite iniezioni intra-articolari per la terapia
dell'OA. Per creare tessuto cartilagineo allogenico trapiantabile, abbiamo ottimizzato le buone
pratiche di fabbricazione o la produzione di grado clinico di sferoidi condrogenici iniettabili derivati
da iPSC e li abbiamo testati in modelli animali di OA.

| MIUChon sono stati somministrati alla cartilagine danneggiata attraverso una singola iniezione.
Analisi in vivo e in vitro hanno dimostrato che il trattamento con MIUChon ha ridotto
efficacemente la degenerazione e il deterioramento della cartilagine. Inoltre, l'iniezione di
MIUChons nella cavita intra-articolare ha migliorato i sintomi dell'artrite.

Nel complesso, i MIUChons offrono una strategia per il trattamento del deterioramento della
cartilagine tramite iniezione intra-articolare nei pazienti con OA.

Considerazioni

| risultati suggeriscono che i MIUChon maturi non sono semplicemente aggregati di condrociti ma
piuttosto condrosferoidi che svolgono un ruolo fondamentale nello sviluppo della cartilagine, in
particolare migliorando le funzioni correlate all'organizzazione della matrice extracellulare della
cartilagine.

Nel complesso, i risultati supportano un duplice meccanismo d'azione in base al quale MIUChon si
integra direttamente nella cartilagine e promuove indirettamente la riparazione attraverso la
segnalazione trofica e immunomodulatoria, stabilendo che la riproducibilita e la stabilita di questi
meccanismi nelle articolazioni umane allogeniche rimane un prerequisito fondamentale per la
traslazione clinica.



