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Ingineria tisulara este un
domeniu multidisciplinar care
include biologia, medicina si
ingineria Si  are ca scop
promovarea calitatii vietlii
umane prin restabilirea,
mentinerea sau ameliorarea
functiei tesuturilor sau
organelor.



* Morfogeneza complexa a
tesuturilor in dezvoltarea
embrionara poate fi replicata
sau repetata in ingineria
tisulara in tesuturile postnatale.






Ingineria tisulara

« Aplicatie terapeutica - tesutul creste in corpul
pacientului sau in afara lui si ulterior este
transplantat.

* Aplicatie diagnostica - {esutul este crescut in
vitro si este utilizat pentru testarea
metabolismului in prezenta unor substante
medicamentoase, toxicitatea si patogenitatea lor.
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Scopul Ingineriei tisulare:

Restabilirea functiel prin
distribuirea elementelor vii care
devin integrate in corpul

pacientului.
Joseph P. Vacanti 1999



Istoricul Ingineriei tisulare:

« 1980 Yannas: Collagen--GAG matrice pentru
regenerarea pielii “pielea artificiala”;

1984 Wolter/Meyer: prima data a utilizat termenul ,
Inginerie tisulara;

« 1991Cima/Vacanti/Langer: Chondrocite pe o pe o
spongie de PGA; ureche pe un soarece nud;

« 1993 Langer/Vacanti: Celule in matrice pentru
formare tesutului in vitro; PGA

« 1994 Brittberg/Peterson: implantarea
chondrocitelor autologice umane; Carticel



Ingineria tisulara necesita colaborare

interdisciplinara

* Inginerie

 Chimia

* Biologie celulara

 Proteomica

e Clinicienii,

« Stiinta materialelor

* Fizica

* Imagistica

« Genomica



Elementele de baza in Ingineria tisulara:

1) Biomaterialele: materiale noi, neviabile care sunt
prevazute pentru organizarea cresterii si diferentierii
celulelor in procesul de formarea a unui {esut functional

(Matrige, spongii - Sintetice sau naturale).

2) Celulele: Sursa, Diferentierea, Purificarea
Metode, protocoale, care trebuie sa asigure

numarul necesar de celule, si diferentierea lor in dependenta
de tesutul lezat (celule autologlce alogene, xenogene, celule
~— obtinute prin inginerie si prin manipulare imunologica).




4) Design Ingineresc: includ expansia celulelor pe structuri
2-D, cresterea tesuturilor 3-D, bioreactore, stocarea celulelor
si tesuturilor si distribuirea lor.

5) Biomecanica: proprietatile tesuturilor native;

identificarea unor proprietati minime necesare tesutului
ingineresc, presiunea mecanica care influenteaza tesuturile
ingineriei tisulare, eficacitatea si siguranta acestor {esuturi.

6) Informatizarea pentru analiza expresiei genice, expresiei
proteinelor.

Analiza interactiunilor intre celule si tesuturi, modelarea
tisulara si celulara, fabricarea digitala a tesuturilor; sisteme
automatizate producere si de asigurare a calitatil,
interfetelor.



Biomaterial - material neviabil utilizat pentru interactiune
cu un sistem biologic in scopuri medicale.

Bioactivitatea - reprezinta actiunea pe care o exercita
asupra activitatii celulei (respiratie, metabolism,
diferentiere, proliferatie) atat materialul, cat si produsele
care apar la biodegradarea lui in organism.

Materialul sub acest aspect poate fi bioinert (care are o
actiune minima asupra celulelor (nu exista materiale

absolut bioinerte)) pana la bio- sau citotoxic.

Bioactivitatea materialului depinde de componenta
chimica, viteza de degradare, produsele care apar la
degradare.

Adaptarea celulei la mediul inconjurator este determinata
de parametri fiziologici (homeostaza interna): temperatura,
pO2, pH, concentratia K si Na.



Biocompatibilitate

* Este o particularitate a biomaterialului care
reflecta posibilitatea coexistentel lui cu
biosistemul (organismul viu) prin pastrarea
functilor normale ale tesuturilor si
posibilitati de regenerare. (aprecierea

biocompatibilitatii poate fi efectuata numai in experimente in
Vivo).



» Biorezistenta — este
capacitatea biomaterialului de a
rezista pentru o perioada
anumita de timp la contactul si
acfiunea {esuturilor adiacente
exprimata prin mentinerea
proprietatilor sale fizice, chimice
S| mecanice.



» Citochinele - Un grup de proteine si
peptide care sunt utilizate in organism 1In
calitate de componente semnal (similare
hormonilor) care faciliteaza comunicarea
intre celule si reprezinta multiple proteine si
glicoproteine de dimensiuni mici, cu masa
de 8-30 kDa.


http://en.wikipedia.org/wiki/KDa

Citochinele utilizate in clinica

Interferon a (“Roferon”, “Alferon-N", “Intron A”) — terapie
antivirala (chronic Hepatatis B and C), leucemiile.

Interferoi B (“Betaseron™) — scleroza multipla

G-CSF (“Neupogen”) — tratament de suport in
transplantarea maduvei osoase.

Interferon y (“Actimunne”) — granulomatoza chronica.
_Epo (“Procrite™) — maladii renale.

. GM-CSF, IFN-y, IL2, TNF - au actiune toxica cand sunt
" aplicate sistematic.



Problemele inginerii tisulare:

Trebuie tesutul pentru implantare sa fie produs in vitro sau in
vivo?

Ce trama (suport) trebuie utilizat?

Din care material trebuie sa fie produs, caracterisitca porilor,
capacitatea de resorbtie, proprietatile mecanice?

Cum sa fie produs?
Ce tip de celule trebuie sa fie utilizate?
Sursa de celule?

Expandarea pana la numarul necesar fara sa-si schimbe
fenotipul?

Ce substante regulatorii sunt necesare pentru stimularea
proliferarii celulare si sinteza matricei pentru facilitarea
diferentierii celulelor stem?



Regenerarea

In Vitro In Vivo

Se produce tesutul definitivat Se implanteaza in vivo

in vitro prin plasarea celulelor biomatricea cu sau fara celule
intr-o matrice si apoi se in corpul uman pentru a
implanteaza tesutul in corpul facilita regenerarea tesutului

recipientului. in vivo.



Ingineria medicala a tesuturilor

Cresterea grefelor in Vitro

Avantaje

Evaluarea tesuturilor pana
la implantare

Dezavantaje

Pentru incorporare tesutul
trebuie sa fie remodelat,
fiindca inca nu este
posibila arhitectura de
stres in vitro.

Cresterea grefelor In Vivo
Avantaje

Incorporarea si formarea sub
actiunea factorilor reglatori
intracorporali incluzand si
actiunea mecanica.

Dezavantaje

Deplasarea si degradarea
sum actiunea stresului
mecanic in vivo.



Factorii care pot dezavantaja regenerarea

« |nvazie vasculara limitata in defecte

Maril. (osul nu regenereaza in mijlocul defectului de
dimensiuni mari)

* Intercalarea tesuturilor adiacente in
defect (defectele periodontale)

« Exces de presiune mecanica in
regenerat. (fracturi instabile)



Mitoza inadecvata necesita celule
din exterior.

Migrare inadecvata necesita
utilizarea unei trame, matrice.

Biosinteza inadecvata necesita
anumite gene sau factori de
crestere.



Materiale pentru ingineria tisulara



Materiale

Polimeri sintetici

Polyglycolic acid (PGA)

— Highly crystalline, :
hydrophilic, byproduct is
glycolic acid

Polylactic acid (PLA)

— Hydrophobic, lower melting
temperature, byproduct is
lactic acid

Polydioxanone (PDO)
— Highly crystalline
Polycaprolactone (PCL)

— Semi-crystalline properties,
easily co-polymerized,
byproduct caproic acid

Blends

— PGA-PLA
— PGA-PCL
— PLA-PCL
— PDO-PCL

Polimeri naturali

Elastin

Gelatin collagen
Fibrillar collagen
Collagen blends
Fibrinogen

\
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Advanced Drug Delivery Reviews Volume 59, Issue 14, 10 December 2007, Pages 1413-1433




Ingineria tisulara

Hidrogel
Spongii nanostructurate
Spongii autoasamblate

C_elule: . Spongii fabricate din materiale

Differentiate solide

Stem adulte

- -

¥ 4 Molecule mici
Plasarea dinamica a celulelor Factori de crestere, polipeptide
Cresterea masei transferabile Acizi Nucleici (ADN, ARN,
Stimuli mecanici oligonucleotide)
P ' =
" Nanotechnology and Tissue Engineering: The Scaffold, CRC Press; 1 edition (June 16, 2008)



Configurare 3D: Materials

Pentru ca un material sa regenereze un material destinat tesuturilor
trebuie sa:

«Stimuleze;

- cresterea celulelor/differentierea

- atasarea celulelor,

- depozitarea matricei extracelulare,

Ca un template pentru cresterea tesuturilor in 3D
pentru implantare, sa fie resorbabile

Pentru producerea medicamentelor sa fie insolubile



REZULTATE

Procesul de decelularizare a ficatului cu
‘ obtinerea biomatricei hepatice

Fig.1 Decelularizarea ficatului cu SDS 0,25%
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Fig. 4 Contrast cu tripan blue

Figé_MatriCé hepatica extracelulara
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* Ce este Nanotehnologia?

* De ce se foloseste

nanotehnologia pentru ingineria
tisulara?

« Cum nanotehnologia se aplica
in ingineria tisulara®?



Sinteza biomaterialellor



Nanofibre:

Obtine matrice cu proprietat;
similare matricei extracelulare
naturale ({esutului natural), cu
aceleasi dimensiuni ale porilor,
structura chimica si aceste hidrogel
matrix a aratat buna compatibilitate
si toxicitate redusa.



Tehnologil textile

« Aceasta tehnica include toate
metodologiile care au fost cu
succes adoptate pentru
prepararea unor plase
neimpletite din diferiti polimeri.

* Neajunsul este dificultatea de a
obtine o structura poroasa si o
dimensiune constanta a porilor.



SR e Utilizarea de solventi si particule
| g%? "—::f:/‘ SOIUbiIe Solvent Casting & Particulate Leaching (SCPL):
a. '

= -

« Aceste tehnologii permit producerea de
structuri poroase, dar de grosime mica.

« 1. se dizolva acid polylactic in
dichloromethane si se amestica cu
sodium chloride, crystals of saccharose,
gelatin spheres or paraffin spheres.

« 2-se plaseaya intr-o solutie care dizolva
aceste particule, astfel obtinand un suport
POros.



http://en.wikipedia.org/wiki/Dichloromethane
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_chloride
http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharose
http://en.wikipedia.org/wiki/Gelatin
http://en.wikipedia.org/wiki/Paraffin

Utilizarea gazului.

* Pentru obtinerea porilor se utilizeaza gaz.

* ‘Piesa este plasata intr+o camera cu presiune
inalta de CO2 gradula presiune este scazuta
pana la cea normala. Porii se formeaya la isirea
moleculelor de CO2, dar incalzirea si presiunea
nu permite utilizarea unor materiale sensibile la
temperaturi mai mari, si porii nu au o legatura
intre el.



Liofilizarea

Este dizolvat polimerul apoi solutia este
amestecata cu apa, dupa care se aplica intr-o
forma si este rapid uscata in azot lichid dupa care

este plasata in vacum in care se evapora apa si
soventul. (porii sunt de diferite dimensiuni si destul

de mici).
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4 « Sub actiunea

curentului electric de
tensiune inalta se pot
obtine microfibre,
iInclusiv nanofibre, este
o tehnica relativ simpla
de obtinere a diferite
tipuri de spongii.


http://en.wikipedia.org/wiki/Electrospinning

Electrospiningul

Polymer Solution

1 High Voltage < —
T Supply >

This process involves the ejection of a charged polymer fluid onto an

oppositely charged surface.
Multiple polymers can be combined
Control over fiber diameter and scaffold architecture

:
.



World's Lightest Material Unveiled, Metal Is 99.9% Air

A team of researchers from UC Irvine, HRL Laboratories and the California Institute of
Technology have developed the world’ s lightest material — with a density of 0.9 mg/cc —
Iabout one hundred times lighter than Styrofoam™. Their findings appear in the Nov. 18
ISsue of Science.

The tetrapods of the zinc oxide form an ideal basis

for the robust material Aerographite.

http¥//www.electroline.com.au/articles/55944-Aerographite-a-conductor-as-
light-as-air




Pentru a regenera un {esut materialul trebuie sa:
Stimuleze;

Cresterea celulelor, differentierea

Atasamentul celulelor,

depunerea matricei extracelulare,

sai fie ca un template pentru cresterea 3D a
celulelor,

Bune pentru implantare,
Sa fie resorbabile,
pentru farmacie sa fie insolubile,



Design si manufactura
asistat computerizat

e Materialul tridimensional este produs
virtual in CAD dupa care spongia este
obtinuta prin utilizarea unei imprimante cu
praf de polimer.



Tehnologii de printare

« Nanoimprinting Lithography
« Qrgan Printing
« Contact Printing



Matricea osoasa demineralizata, ce
reprezinta substratul organic al tesutului
0s0s, compus din fibre de colagen si
substratul de baza glucido-proteic.

Matricea osoasa este obtinuta din os
compact, demineralizat in solutie de acid
clorhidric, ulterior fiind pastrata in solutie de
alcool etilic.



Bioreactoare

« Stem cells can be grown in
‘beads’

o Differentiation can occur within
beads cultured In defined
medium e.g. to bone

 Scalable production of stem
cells can be achieved In 3D
culture



‘Intelligent’ Bioreactors

Medium Bioreactor

/

Appropriate system
modifications

Information relayed
from biosensors

—_— Processed




Avantajele Bioreactorului

Metoda universala
Echipament automatizat

Reducerea timpului de crestere de la
(45 1a15 zile)

Roada crescuta (+500%) pentru
productie industriala
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« Trahee obtinuta prin inginerie tisulara




Doris Taylor's Cord decelularizat



http://en.wikipedia.org/wiki/Doris_Taylor
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whole blood

e

_» j myofibroblasts
biopsy \' @

endothehal cells heart valve

conduit
dynanuc 4 J
endothelial bioreactor
cell seeding



http://www.ame.hia.rwth-aachen.de/index.php?id=18&L=1&id=18

Hepalife's Bioreactor

Plasma Filter

Patient’s Plasma

C) Copyright Hepalife 2007



http://en.wikipedia.org/wiki/Bioartificial_liver_device
http://en.wikipedia.org/wiki/Liver_function
http://en.wikipedia.org/wiki/Acute_liver_failure
http://en.wikipedia.org/wiki/Liver_transplant
http://en.wikipedia.org/wiki/Bioreactor
http://en.wikipedia.org/wiki/Hepatocytes
http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_(biology)
http://en.wikipedia.org/wiki/Liver
http://en.wikipedia.org/wiki/Blood_plasma
http://en.wikipedia.org/wiki/Blood
http://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
http://dx.doi.org/10.1053/jhep.2001.26753
http://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11526528
http://lmrt.mit.edu/publications/Advances_in_Bioartificial_Liver_Devices.pdf
http://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
http://dx.doi.org/10.1126/science.1068660
http://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11834813
http://biomed.brown.edu/Courses/BI108/BI108_2002_Groups/liver/webpage/Current_Work.htm

Piele artificiala

» Fibroblaste pe o matrice compusa din
colagen tip | cu cultivarea ulterioara de
N\ keratinocite si lasate sa se stratifice.

Constructed by culturing human foreskin-derived neonatal fibroblasts in a bovine type | collagen matrix over which
human foreskin-derived neonatal epidermal keratinocytes are then cultured and allowed to stratify,

Apligraf provides both cells and matrix for the nonhealing wound. Its exact mechanism of action is not known, but it is
known to produce cytokines and growth factors similar to healthy human skin.




Promiteti-va ca veti face tot ce este
posibil pentru a va atinge obiectivele;
aveti incredere in viata, aveti incredere
in vol insiva.
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