Vascolarizzazione di Scaffold
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/n vivo

1.Vasculogenesi g g

2. Angiogenesi

3. Arteriogenesi

Pruning and remoceling




VASCULOGENESI

Processo di formazione di vasi a partire dai precursori mesodermici
delle cellule endoteliali

cellula del
sangue

Isola sanguifera
Emangioblasto

Cellule = P /

mesodermiche / \ cellule endoteliali

esternamente

Angioblasti internamente
Precursoricellule endoteliali

Plesso vascolare
primitivo

Cellule ematopoietiche
Precursori cellule del sangue




PLASTICITA FENOTIPICA delle CELLULE ENDOTELIALI

Stato quiescente vs Stato angiogenico

Durante lo sviluppo embrionale e postnatale |a proliferazione delle cellule
endoteliali e cospicua, per ridursi o cessare del tutto nell’adulto.
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'endotelio nell’adulto, sebbene sia metabolicamente attivo, si dice essere
in uno stato quiescente per il basso turnover cellulare.

Diverse condizioni fisiopatologiche inducono I'attivazione del processo
angiogenico
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'endotelio si dice essere in uno stato angiogenico per il rapido turnover
cellulare




Marcatori cellule endoteliali

Surface Endothelial | Vessel wall
markers progenitor endothelium
cell
FR-2( + +
VEGFR-3 (flt-4) ’ ? -
VEGFR-1 (flt-1 ? -
| Tie-2 7 +
VE-cadherin + +
CD34 ++ +
( Ac. LDL uptake + +
| ac133 +
5 + +
CD36 ? +
PIH12 (CD146) ? +
Trombomodulin ? +
E-selectin ? -
Weidel-Palade + -
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Tie-1 + +
Thy-1 + +
av integrin + +




Condizioni che attivano I'angiogenesi...
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“Sprouting” angiogenico: un processo “multi-step”

1.Stimolazione delle cellule
endoteliali da parte di fattori
con attivita angiogenica

2. Degradazione della lamina
basale dei capillari da parte delle
cellule endoteliali attivate ad
opera di proteasi extracellulari.
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migrazione cellulare

3. Formazione di “sprouting” capillari e
migrazione delle cellule endoteliali.
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“Sprouting” angiogenico: un processo “multi-step”

4. Vasi neoformati contigui si fondono
e danno origine ad una nuova rete
.. vascolare pervia

0 5. Maturazione dei vasi neoformati.

5. Regressione del vaso in assenza di perfusione e maturazione

Ciascuna fase del processo coinvolge specifici fattori




REGOLAZIONE DELLA MORFOGENESI ENDOTELIALE
BILANCIO ANGIOGENICO

Morfogenesi = Quiescenza - Regressione
(EC-M) (EC-R)

EC-r

EC-r EC-m EC-m

EC-r

MMP-1, plasmina,
plasma kailikreina
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regressione
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VEGFs, FGFs, PIGF, HGF, Inhibitori di proteinasi (PAI-1,
PDGF, FN, LM, Oligo-HA, TIMP-1), inhibitori di citokine
MMPs, ipossia periciti

L’espressione temporale e spaziale di questi fattori € ben
coordinata durante il processo di angiogenesi

Davis, The anatomical Record, 2002



Passaggio da stato quiescente a stato angiogenico
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Attivazione delle cellule endoteliali da parte di
citochine e fattori di crescita
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Modificazione della lamina basale subendoteliale
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Modificazione dell’espressione delle integrine




Attivazione delle cellule endoteliali da parte di citochine e
fattori di crescita

VEGF

Fattore di crescita dell’endotelio vascolare

Fattore di permeabilita vascolare

bFGF

Fattore di crescita dei fibroblasti

PIGF
Fattore di crescita placentale

PDGF Angiogenina




Modificazione della LAMINA BASALE subendoteliale

Endotelio quiescente ~ =" Endotelio angiogenico
degradazione Fibronettina, vitronettina,
Collagene IV ' -OIigo-HA, Fibrina, Collagene
Laminina ) I, VIII, matricellular protein
HA rimodellamento (SPARC, TSP-1)

Stupack, D G. 2002 ; Bischoff, J.1995



Modificazione dell’espressione delle INTEGRINE

Endotelio quiescente Endotelio angiogenico

ECM Quiescente

By, o4 “Disponibilita dei ligand O‘5¢B1 OyP3, 05
ECM Angiogenica %P4, 6P
Collagene, Fibronectina,
laminina stiee Expression on ECs Ligand availability laminina
Cuiescent Angiogenic | Basal ECM | Provisional ECM
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Vascolarizzazione in ingegneria dei tessuti




Vascolarizzazione di matrici polimeriche

(a) Early stages of tissue formation
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(b) Tissue growth and development

(c) Vascularization for tissue engineering




Vascolarizzazione di matrici polimeriche

PERCHE’?

Le cellule richiedono ossigeno e nutrienti per la loro sopravvivenza

Diffusion & Transport Diffusion & Transport

into the tissue into the blood

Oxygen 0, CO, Carbon dioxide

Nutrients ] Waste products

H
N
Drugs i
HO

Maximum distance
200 pm

La mancanza di

vascolarizzazione rappresenta il
principale limite dell'ingegneria

dei tessuti

La vascolarizzazione &

indispensabile per il successo

di impianti di ingegneria
tessutale




Approcci per una rapida
vascolarizzazione di impianti

Vv Progettazione e struttura dello scaffold
Vv Rilascio/Modulazione fattori angiogenici
Vv Fattori matricellulari

Vv Reti di vasi sanguigni preformate in vitro

Vv Scaffold seminati con precursori di cellule
endoteliali

Vv Reti di vasi sanguigni artificiali



Vascolarizzazione rapida di biomateriali

La formazione di vasi negli scaffold puo
essere CONTROLLATA e GUIDATA da
un’appropriata progettazione dello
scaffold e dal rilascio e l'esposizione di
stimoli bioattivi.



Ruolo della dimensione e della distribuzione
dei pori nella vascolarizzazione di scaffold

Implantation: time = 0
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time = 2-3 weeks Encapsulation



Ruolo della dimensione e della distribuzione
dei pori nella vascolarizzazione di scaffold

Qual & la dimesione dei pori ottimale?

In IT la porosita d1 uno scaffold varia per
distribuzione, dimensione € forma de1 pori.

&(}ﬁﬁ @Qﬁ@@




Scaffold 3D porosi con una stretta
distribuzione della dimensione dei pori

" Q"
.Q-‘ a\%\‘ _ A‘ﬂ

‘00 ...{? o6

Sphere-Templated Hydrogels

Marshall, AJ,
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Dimensione dei pori e vascolarizzazione

Vascular density
( Vessel profiles / mm? )

Vascular Density depth profill

[ 0-100 um

O 100-20C pm
O 200-300 pm
[ 300-40C um

[ 400-50C pm
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Come si possono ottenere
vasi sanguigni migliori?

Growth factor
Blood vessels (from host)

{Lez and Mooney, Chem. Eev., 2001}



Rilascio di fattori di crescita (GF) da

scaffold

Induzione della vascolarizzazione negli scaffold

e Rilascio duale di GF da
scaffold degradabili per la
sintesi de novo di vasi
sanguigni.

Processo di fabbricazione:

*PDGF incapsulato in microsfere di PLGA con
approccio doppia emulsione

*Microsfere (5-50 micron) miscelate con
particelle di PLGA (150-250 micron), particelle
di NaCl (250-500 micron) e particelle con VEGF
liofilizzato (5-50 micron) in stampo e stampati a
compressione a formare un disco solido

*ll disco e equilibrato con CO, a 800 psi per 48
ore

*Pressione é rapidamente abbassata a 14 psi
Sali lisciviati da una immersione in acqua
distillata per 48 ore

- PLGA particles

- Lyophilized VEGF

Compression
mold

1. Fill with high-pressure CO,
2. Rapidly depressurize

Soak with water to leach out NaCl  § \

Richardson et al., Nature 2001



Rilascio di fattori di crescita (GF) da

scaffold

Il rilascio sequenziale di VEGF e PDGF-BB utilizzando un dispositivo
polimerico a rilascio controllato per via sottocutanea in un modello animale di
ischemia induce la maturazione di una nuova rete vascolare con i vasi che
hanno uno spesso strato di cellule muscolari lisce.

Porous matny
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Time (days)

L'infiltrazione di cellule endoteliali nel
costrutto ha richiesto piu di due settimane in
questo modello, che puo limitare la
dimensione di tali costrutti tessutali

Cumulati
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Induce la formazione di vasi
sanguigni immaturi
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Codifica cronoprogrammata di segnali
biologici in matrici 3D

Scaffold

B
D ¥

Bioactive signal

Cells

Fonti puntuali micrometriche di agenti
bioattivi interdispersi in scaffold 3D di
collagene:

eControllo spaziale e temporale della distribuzone delle molecole bioattive

eProgrammazione specifica dell’attivita cellulare

Microcarrier di PLGA caricati con I'agente

F. Ungaro, et al.,. J Contr Rel, 2006



Microcarrier per fattori bioattivi

Wl

Internal

agueons phase _| >
(Drug + Water)

Organic phase W2
(Pehrmer + Solvent)
External — + + * "T‘
agueous phase —1—
(Water + Surfactant) . .
Microparticles ——. .

Polyester/Styrens

N

Double emulsion

Formation of the
primery (W1/0) emulsion Formation of the
double emulsion (W1/0/Wz)

Multivesiculated particles
(MVPs)



Microcarrier per fattori bioattivi

PLGA10

PLGA15 PLGA20

L

PLGA15

Velocita di degradazione e di rilascio modulabile
Efficienza di caricamento elevata e modulabile

PLGA20

PLGA10 23.0 £ 0.9
PLGA15 22.1 £ 1.5
PLGA20 20.0 = 1.3
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v' Il rilascio della proteina dipende dalla natura idrofila dello scaffold e puo essere
modulata dalla formulazione di microsfere



Microcarrier caricati con VEGF

PLGA10

PLGA15

5o 0.6 ng/mg/day % “““““ % ....

40

PLGA20
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SaggiO CAM
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Risultati saggio CAM

Number of neo-vessel

0 orselli et al, TBMR, 2010



Scaffold multifunzionali bioattivati

Preparazione
delle
microparticelle
EMULSIONE SINGOLA P DOPPIA EMULSIONE
Preparazione di microstere Preparazione di microsfere porose,
porose e non attraverso I'utilizzo caricate con fattori bioattivi utilizzando

di polimori solubili (W/O) o non
solubili (O/W) in acqua.

polimeri solubili (W/O/W) o non solubili

Sinterizzazione/ (O/W/O) in acqua.

Stampaggio
A—
Holes Bioactive
- 5 factors
4= A

Progettazione di una “toolbox” per preparare scaffold
con porosita definita, grado di interconnessione,
proprieta meccaniche e distribuzione temporale e
spaziale di bioagenti

CASD/CASM

Luciani et al, Biomaterials, 2008




Scaffold multifunzionali bioattivati

CASM
-Input: CASD model file
-Ouput: 3D scaffold built layer-by-layer

Specifications

-Porosity

-Density

-Single p-particle position

Elements
-Micro-particles with different
chem./mech. features




Scaffold multifunzionali bioattivati

Temperatura
0
solventi

Porosita

Campioni

Protein-free microspheres

Protein-free microspheres

500 - 630 um

300 = 500 pm

Protein-free
microspheres +

(300 + 500 pm)

Protein-loaded
microspheres

(50 +~ 180 pm)




Morfologia e distrubuzione agente bioattivo
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VacMode Pressure Temp Spot 400.0pm- HV Mag Det, WD VacMode Pressure T Spi 100.0pm
— |35 3.5

h vacuum 15.0 kV 400x ETD 24.6 mm High vacuum _ —




Formazione di tessuto osseo in vivo

Raggi X 60 gg dopo l'impianto

Savarino et al., Biomaterials 2008



Presentation of bioactive S|gnals in 3D
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