PLAN WYKLADOW

e Regulacja wzrostu i roznicowania komorek poprzez oddziatywanie komorek
Z macierza zewnatrzkomorkowa

e Kontrola rozwoju tkanki in vitro

e Biomateriaty i nosniki w medycynie odtworczej
- oddziatywanie komorek z polimerami

e Transplantacje Komorek - komorki macierzyste

e Immunologia w inzynierii tkankowej

e Warunki i zasady wytwarzania substytutow tkankowych
e Zywy substytut skory

e Substytut chrzastki

e Biodrukowanie



Istota inzynierii komorkowej i tkankowej



1980 - inzynieria tkankowa

dziedzina interdyscyplinarna wykorzystujaca zasady inzynierii
materiatowej 1 biologii w celu stworzenia biologicznych
substytutow, ktore odtwarzajg i usprawniaja funkcje
tkanek




zdolnos¢ komorek do wydzielania czynnikow wzrostu
i biatek macierzy zewnatrzkomorkowej

efekt kliniczny jest zalezny od komorek macierzystych,

ktore dzielac sie asymetrycznie generuja zroznicowane
potomstwo



Cele inzynierii tkankowe]

projektowanie i rozwoj substytutow tkanek i narzadow
jako ich ekwiwalentow

identyfikacja sygnatow pobudzajacych regeneracje, a nie
procesy naprawcze



Alexis Carrel — koncepcja przeszczepow narzgdowych
opracowat metode zespalania naczyn krwionosnych (1912)

Joseph Murray — pierwszy przeszczep nerki (1954)
(1990)

.. Brak optymalnej immunosupresji , brak mozliwosci
monitorowania i kontrolowania odrzutu, ograniczona liczba dawcow......

era materiatow syntetycznzch | ich wykorzystanie do odtwarzania tkanek-----
teflon, silikon ---- zastepniki strukturalne ----- NIE FUNKCJONALNE

Rozwoj technik hodowli komorkowych, badania nad macierzg pozakomorkowa,
analiza oddziatywan komorek z macierza i czynnikami wzrostu w niej
rezydujgcymi

1960 - mariaz technologii materiatowej z biologig komorki — transplantacje
komorek



Rozw0j skutecznych metod terapii wymaga intensywnych badan podstawowych,
rozwoju technologii i wtasciwego zarzgdzania
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Akceptacja spoteczna inzynierii tkankowej
Zainteresowanie sektora komercyjnego

Parenteau & Young ANYAS 2002



Analiza lub regeneracji tkanki utatwia
zaprojektowanie procesu jej rekonstrukcji in vitro



e Macierz zewnatrzkomorkowa - podstawowe zrodto
informacji dla komorek formujacych tkanke

e Sekrecja biatek ECM juz na etapie moruli w trakcie rozwoju
embrionalnego - 1987 Wessel & McClay - zablokowanie
biosyntezy kolagenu na etapie moruli - zatrzymanie
rozwoju




e Komorki
e Macierz zewnatrzkomorkowa
e Systemy sygnalizacyjne



TRIADA inzynierii tkankowe|

e Komorki
e Nosnik
e Czasteczki sygnatowe




zele
gabki
wtokna

membrany

Rodziny: autologiczne

TGFp allogeniczne

Homeobox macierzyste somatyczne
Hedgehog macierzyste embrionalne
WNT modyfikowane genetycznie




In vitro

TERAPIA
KOMORKOWA

KOMORKI

CZASTECZKI
SYGNALOWE
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—
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In vivo

REGENERACIA
TKANEK

REGENERACIA
TKANEK




e wrazliwosc na biodegradacje przez metaloproteinazy
zanim nastapi przebudowa przeszczepionej tkanki
(ang. remodeling)

e ograniczone mozliwosci odtwarzania wszystkich struktur
tkankowych (np. gruczoty i mieszki w skorze)

e opozniona neowaskularyzacja tkanki



e funkcje mechaniczne i biologiczne natywnej macierzy (kontrola
struktury tkanki i fenotypu komorek)

e wzbogacony w optymalny koktajl czasteczek sygnatowych
kierujacych przebudowa implantowanej tkanki (biatka adhezji
komorkowej i czynniki wzrostu)

e zdolnosc¢ do mobilizowania odpowiednich komorek otaczajacej
tkanki do zasiedlania (takze krazacych komorek macierzystych)



,Biokompatybilny
l, Indukuje oddziatywania miedzykomorkowe i rozwoj tkanki
l, Odpowiednie wtasciwosci mechaniczne i fizyczne

, Biodegradowalny - w odpowiednim tempie- aby nie wyprzedzic
przebudowy i nie wywotac odpowiedzi immunologicznej, produkty
degradacji nie toksyczne

, Wtasciwie reguluje zachowanie si¢ komorek - adhezja, proliferacja,
migracja, roznicowanie- poprzez biatka adhezyjne i czynniki
wzrostu



e allogeniczne i ksenogeniczne nosniki pozbawione
elementow komorkowych

e Nie immunogenne

e odpowiedz immunologiczna typu Th2
ksenogenicznych tkanek bezkomorkowych - indukcja
tolerancji



e Konwencjonalne przeszczepy bankowanych lub pobieranych
od dawcow narzadowych tkanek wymagaja immunosupresji

e Sher et al. 1983 - hodowla komorek parenchymy
selektywnie pozbawiona komorek uktadu immunologicznego
przeszczepiona bez reakcji odrzucenia i bez zastosowania
immunosupresji



Lata 7/0-te - 80-te

Skora

Naczynia krwionosne
Gruczot tarczycy
Tkanka ttuszczowa



PTA - prekursor analogu tkankowego

Celem nie jest wytworzenie gotowego do przeszczepu,
w petni funkcjonalnego substytutu tkanki

sterowanie dynamiczng organizacjg, dojrzewaniem

i przebudowg prowadzaca do formowania prawidtowe]j
i funkcjonalnej tkanki




« Stworzenie identycznej lub prawie identycznej repliki tkanki majacej
podstawowe cechy tkanki w momencie implantacji

* Dostarczenie dobrze rozwinietego prekursora substytutu, z zatozeniem
ze bedzie on ulegat przebudowie po implantacji w petnowartosciowg

replike

« Wykorzystanie nie biologicznego odpowiednika



opracowac strategie
wspomagajaca ,
| przyspieszajaca haprawe wytworzyc
tkanki /n vivo 22? nowgq, tkanke /n vi

Dylematy inzynierii tkankowei..........



Komorki osadzone na nosniku trojwymiarowym po implantacji
musza miec dostep do substancji odzywczych

Badania nad rekonstrukcja kapilar w nosniku
Syntetyczne substytuty naczyn



Technologia Komorek

Efektywne wykorzystanie komorek w celach
terapeutycznych zalezy od:

- Precyzyjnego przewidywania odpowiedzi komorek
- Odpowiedniego wyboru zrodta komorek
- Sterowania roznicowaniem komorek



Zrodta komorek

TYP

Autologiczne

Allogeniczne

Ksenogeniczne

Wtasne komorki pacjenta,
immunologicznie akceptowane,
nie sg dostepne bezposrednio

Komorki innego osobnika tego
samego gatunku, bezposrednio
dostepne, wymagana tolerancja
immunologiczna

Obcogatunkowe, wymagana
tolerancja immunologiczna,
mozliwosC przeniesienia
zwierzecych wirusow




Substytut skory - wykorzystanie komorek
allogenicznych pozyskiwanych z napletkow

Organogenesis (Canton, MA)- APLIGRAF- Nancy Parenteau, 1999,
zatwierdzony przez FDA

Keratynocyty i fibroblasty nie wykazujq
konstytutywnej ekspresji antygenow zgodnosci
tkankowej MHCI



Funkcje komorek i inzynieria genetyczna

e sterowanie programem genetycznym komorek

e sterowanie srodowiskiem zewnatrzkomorkowym poprzez
dziatanie stresem mechanicznym lub modyfikacje
chemiczne



Technologia komorek
macierzystych



Komorka macierzysta
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Komorki macierzyste

= embrionalne
- izolowane z krwi pepowinowej

= izolowane z tkanek dojrzatego organizmu



e 1998 - izolacja pierwszej linii ludzkich
embrionalnych komorek macierzystych

e Pluripotencjalne embrionalne komorki macierzyste

e Klonowanie terapeutyczne




e Trojwymiarowy nosnik komorek, funkcjonalnie
charakterystyczny dla danego typu tkanki




Typ konstruktu komentarz

Macierz bezkomorkowa Konieczne zasiedlenie przez
komorki gospodarza

Zel kolagenowy lub polimerowe Wykorzystywany w substytucie
nosniki zasiedlone komérkami ~ SKory

Produkowany przez komorki Powstaje w oparciu o synteze
i wydzielanie biatek macierzy

przez komorki




Technologia produkcji substytutow

e Koszty produkcji
e Standaryzacja produktu
e Masowa produkcja




e Bioreaktory - srodowisko kontrolowane pod
wzgledem mechanicznym i chemicznym - wstepny
remodeling substytutu usprawniajacy proces
implantacji



e Trwatosc wytworzonych ekwiwalentow - sposoby
przechowywania i transportu, przystepna forma dla
klinicystow -




Implantacja substytutu i integracja
W Zywym organizmie

e Badania przedkliniczne na modelach zwierzecych
e Proby kliniczne



cardiomyocytes
endothelium

fibroblasts sheets

biomatenal
solution

smooth muscle

In vivo

Leor i wsp. Pharmacology & Therapeutics 2005



