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L' USO DI BIOMATERIALI
NELLA MEDICINA RIGENERATIVA
IN CAMPO ORTOPEDICO

A. Pantalone, V. Salini
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(Cr-Co, Ti, alumina, polymeric biomaterials: polymethyl methacrylate)

v SECONDA GENERAZIONE
(HA: bioactive; polymeric biomaterials: PLA, PGA)

L TERZA GENERAZIONE

(HA, Tricalcium phosphate, Collagen, Hyaluronic acid:
biodegradable and bioactive)
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Bone regenerative medicine: classic options,
novel strategies, and future directions

Ahmad Oryanw, Soodeh Alidadi', Ali Moshiri>*" and Nicola Maffulli*”
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%  Cellule Staminali Adulte

v' Cellule non differenziate in grado di auto-rinnovarsi e di differenziarsi
in cellule predestinate o in cellule precursori

v" Multipotenti ma non pluripotenti

v' Presenti in tutti i tessuti ma in quantita limitata
v'Diminuiscono col progredire dell'eta (Nishida S et al. J Bone Miner
Metab 1999; Muschler GF et al. J Orthop Res 2001)

v' Ipoimmunogeniche
v' Effetto paracrino e autocrino (Y. Gafni at al, Gene Therapy 2004)
v' Le staminali adulte hanno la capacita di transdifferenziarsi

MINI-REVIEW

The Use of Mesenchymal
(Skeletal) Stem Cells for
Treatment of Degenerative
Diseases: Current Status and
Future Perspectives

BASEM M. ABDALLAH* AND MOUSTAPHA KASSEM
Molecular Endocrinology Laboratory (KMEB), Department of Endocrinology, Oden: ersity Hospital & Medical Biotechnology
Centre, Uni tny uthern Denmark, Odense, Denmark

Human bone marrow derived-me: hym I (skeletal) stem (MSC) cells are a group of non-hematopoietic stem cell siding in the
periva scular niche: bone marrow. Th II have the capacity t dff tiate main Iy Nnto meso d lerm- yp II h as oste oblasts‘
cho d d d and pos blyb tproven to non-mesod I ell types. Recently, t h e has bee |ncre1scd erestin
unde d ng tl h bi I gy fMSCd heirpoten(ialus ell- b d h rapy for multiple d egen tvedrs H . we W|Ilp vide
an pdﬁ[e on the current sta of h el therape! pp .

J. Cell. Physiol. 218: 912, 2009 2008WI y-Liss. I
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v Le MSCs da midollo osseo (BM-MSCs) prelevate con tecnica one step
(aspirato da cresta) sono spesso utilizzate in combinazione con fattori di

crescita piastrinici (PDGF, TGF- B, EGF, IGF I-II) e con proteine
morfogenetiche dell'osso (rhOP-1)

G.1.0.T. 2005;31:197-205

Le cellule staminali ed i fattori di accrescimento in ortopedia e traumatologia

Stem cells and growth factors in orthopaedics and travmatology

Divisione di Ortopedia 2
‘e Traumatologia, Ospedale E. Mﬂ"es‘

“Santo Spirito”, Pescara; C. Manes

" Clinica Cardiologica Universitd L. Canto
di Chiefi R. Erasmo

JOURNAL OF TISSUE ENGINEERING AND REGENERATIVE MEDICINE REVIEW ARTICLE
J Tissue Eng Regen Med 2008; 2: 169-183.

Published online in Wiley InterScience (www.interscience.wiley.com) DOI: 10.1002/term.83

Updates on stem cells and their applications
in regenerative medicine

Stefan Bajada’-?*, Irena Mazakoval-3, James B. Richardson!-2 and Nureddin Ashammakhi!-2
!Institute for Science and Technology in Medicine, Keele University, Staffordshire, UK

2Institute of Orthopaedics, Robert Jones and Agnes Hunt Orthopaedic Hospital, Oswestry, Shropshire, UK
3Centre for Spinal Studies, Robert Jones and Agnes Hunt Orthopaedic Hospital, Oswestry, Shropshire, UK




& Fattori di Crescita Piastrinici (PrP)

un concentrato biologicamente attivo di mediatori estratti dal plasma del paziente,

fonte di fattori di crescita autologhi aspecifici (Marx RE et al. 1998; Manes E et al.; Kon
E et al. 2011)

v'fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF): azione mitogena
ed angiogenetica, regolatrice di altri fattori di crescita

v TGFPp1-p2 azione stimolante i fibroblasti ed i preosteoblasti

v'fattore di crescita insulino- simile di tipo 1-2 (IGF1-2) azione stimolante
gli osteoblasti, i loro precursori e la deposizione dell'osso

v'fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF) promuove la heoangiogenesi

Stimolano i processi riparativi ossei, cartilaginei e dei tessuti molli nella sede di impiego
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Fattori di Crescita Piastrinics
(PrP)

v'caratterizzato da un'elevata concentrazione di trombociti in grado di
degranulare i fattori di crescita e le citochine che inducono l'osteogenesi =
e I'angiogenesi con meccanismo chemiotattico e mitogenetico.(Lieberman |
JR et al. J BJS Am 2002)

Le PRP possono aumentare le
capacita integrative del trapianto
autologo ma non riescono da sole
ad aumentare il tasso di fusione
e non vi sono studi di classe 1 su
di esse

1 Mazza EL et al. Fattori di crescita cellulari.

6IOT 2013




Letteratura e PRP

TABELLA IV.
Tabella riassuntiva degli studi clinici sull’'uso del PRP nelle tendinopatie.
Avutore Tipo di studio Patologia Risultati
Kon et l. Studio prospettico Jumper's Knee ANSignificaivo ai punteggi Tegner, SF-36
Injury, 2009 20 pz. e VAS 6 mesi
Perbooms " et al. Trial Randomizzato a doppio cieco Epicondilite cronica laterale 73% trattati con PRP incontrava i criferi
Am 1 Sports Med, 2010 100 pz. di successo

PRP vs FAS
Gaweda * et al. Studio prospetfico Tendinopafia non inserzionale Achillea 14 VISA-A a 96 pt. a 18 mesi
Int J Sports Med, 2010 pz.
Castricini “ et al. Trial Randomizzato a doppio dieco Lesione parziale della cuffia dei rotatori | No significative differenze nei due gruppi
Am J Sport Med, 2011 60 pz. (43PRP) per recidiva
Sanchez ¥ et al. Studio Retrospetfivo Rottura sottocutanea del Tendine d'Achille | Differenze solo in fermini di recupero della
Am J Sports Med, 2010 12 pz. motilita articolare
De Vos et l, Trial Placebo confrollato in cieco Tendinopatia achillea non inserzionale No differenze significative alla VISA-A
Br 1 Sports Med, 2011 (PRP vs soluzione salina) 54 pz. ritorno allo sport e soddisfazione del pz.

0 24 seft.

Evers ® et al. Studio Refrospettivo Decompressione subacromiale Non differenze in termini di dolore
Fu Surg Res, 2008
Jo CH* et al Studio per coorte controllafo Lesione parziale della cuffia dei rotatori 42 | A 9 mesi nessuna differenza per dolore,
Am Sports Med, 2011 PRP vs Placebo pz. (19PRP) recupero funzionale, ROM e score
Schepull "' et al. Studio Prospettico Randomizzato Rottura softocutanea del Tendine d"Achille 2 Recidive nel gruppo PRP
Am 1 Sports Med, 2010 30 pz. Non differenze significative nel passo
Randelli 4" et ol. Trial Randomizzato e controllato a doppio Lesione parziale dello cuffia dei rotatori No differenze significative di Recidiva
| Shoulder Flbow Surgery, 2011 deco 53 pz.

(26 PRP)

Placella 6, Potalivo 6, Sebastiani E, Manfreda F, Cerulli 6. GIOT 2014
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Platelet-rich plasma vs hyaluronic acid to|  Musculoskeletal Disorders

knee degenerative pathology: study design and 2012
oreliminary results of a randomized controlled
trial

Giuseppe Filardo', Elizaveta Kon', Alessandro Di Martino?, Berardo Di Matteo®, Maria Letizia Merli?,
Annarita Cenacchi’, Pier Maria Fornasari® and Maurilio Marcacci?

SPORTS MEDICINE

Platelet-rich plasma: why intra-articular? A systematic review

of preclinical studies and clinical evidence on PRP for joint
degeneration

G. Filardo - E. Kon - A. Roffi - B. Di Matteo - 20]3
M. L. Merli - M. Marcacci

v Infiltrazione intrarticolare di PrP indicata solo nei primi gradi di
degenerazione cartilaginea del ginocchio

vPRP potrebbe influenzare |'intero ambiente articolare , portando
ad miglioramento clinico a breve termine



= Proteine Morfogenetiche dellosso (BMP)

CARATTERISTICHE

«2 MONOMERT DT 139 AMINOACIDI CIASCUNO,
LEGATI DA UN PONTE DISOLFURO

*‘ATTIVITA® OSTEOINDUTTIVA

.USO CLINICO ASSOCIATO AL COLLAGENE DI TIPO 1
("OSIGRAFT")

UTILIZZO
‘EVIDENZE CLINICHE Govender S et al. JBJS Am 2002:
studio BMP-2 Evaluation in Surgery for Tibial Trauma (BESTT)

* I'unico fattore di crescita con una riconosciuta
abilita di indurre la differenziazione

delle cellule osteoprogenitrici in
pre-condroblasti e pre-osteoblasti

Chen D et al. 2004; Lieberman JR et al. 2002




Class Description Examples Properties of action
Autograft based Used alone Osteoconductive
Osteoinductive
Osteogenic
Allograft based Allograft bone used alone or in combination  Allegro. Orthoblast., Grafton Osteoconductive
with other materials Osteoinductive
Factor based Natural and recombinant growth factors used TGF-p. PDGF. FGF. BMP Osteoinductive

Cell based

Ceramic based

Polymer based

Miscellaneous

alone or in combination with other materials

Cells used to generate new tissue alone or

seeded onto a support matrix

Includes calcium phosphate. calcium

sulfate, and bioactive glass used alone or in

combination

Includes degradable and nondegradable
polymers used alone and in combination with

other materials

Coral HA granules. blocks and composite

Proprieta innesti

Principali tipi di proprieta dei diversi tipi di sostituto osseo.

Mesenchymal stem cells

Osteograf, . Osteoset,
NovaBone

Cortoss, OPLA, Iimimnix

ProOsteon

Tipo Osteoconduttivo

Osteoinduttivo

Ostegenico

Innesto autologo

+ +

++

Both osteoconductive and
osteoinductive with carrier
materials

Osteogenic,

Both osteogenic and
osteoconductive with carrier
materials

Osteoconductive

Limited osteoinductive when
mixed with bone marrow
Osteoconductive
Bioresorbable in degradable
polymer

Osteoconductive
Bioresorbable

Innesto omologo + +/—
Ceramiche + _



" Osso autologo e di Banca

v'Osso autologo: scarsa quantita disponibile (circa 20 cm3) e
morbilita nel sito donatore

v'Osso di banca: potenzialita di trasmissione infettiva, non
vitalita delle cellule e inattivazione di alcune proteine della
matrice a causa della processazione che l'innesto subisce dopo
il prelievo e per la conservazione.

Hommaa Y. et al. 2013



et SOSTITUTI OSSEI SINTETICI

v'Nati come alternativa al bone graft autologo e allogenico
v'scaffolds di biomateriali naturali o sintetici

v'Promuovono la migrazione, la proliferazione e la differenziazione di cellule ossee

per la rigenerazione
GI;I:: Medicine

Bone regeneration: current concepts and future

directions 2011
Rozalia Dimitriou'”", Elena Jones®', Dennis McGonagle®" and Peter V Giannoudis'*"
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v DIFETTI OSSEI

vPSEUDOARTROST

vLESIONE OSTEOCONDRALE

185 2010

Osteochondral Lesions of the Knee: A New
One-Step Repair Technique with
Bone-Marrow-Derived Cells

By Roberto Buda, MD, Francesca Vannini, MD, PhD, Marco Cavallo, MD, Brunella Grigolo, PhD,
Annarita Cenacchi, MD, and Sandro Giannini, MD
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Table 1

Non

Mon-Union Scoring System

Score® May. score

bone

Quality of the
bone

Primary injury -
open or closed
fracture

Humber of previous
intersentions
on this bone to
procure healing

Invasiveness
of previous
inter«entions

Adeguacy of
primary surgery

Weber & Cech
group

Bone alignment

Bone defect - Gap

Statul

ASA Grade

[abetes

Blood tests: FBC,
ESR, CRP

Clinical infection
status

Crrugs
Steroids
HaAIDs

Smioking status

Good

Moderate (e.g. mildly osteoporoticy

Poor (e.g. severe porosis or bone loss)

Wery poor (Mecrotic, appears avascular or septic)
Closed

Open 1 grade

Open 2-3" A grade

Open 3° B-C grade

Haone

2

s

Ex ]

Mimimally-imasive: Closed surgery (screws, k wires, ... )
Internal intra-medullary (nailing)

Internal extra-medullary

Any ostecsynthesis which includes bone grafting

Inadequate stability
Adequate stability
Hypertrophic
Oligotrophic

Atrophic

ken-anatomic alignment
Anatomic alignment

0.5-1cm
1-3cm
=3cm

Intact

Previous uneventful surgery, minor scarring

Presvious treatment of soft tissue defect (e.g. skin loss, local flap cover,
multiple incisions, compartment syndrome, old sinuses)

Previous complex treatment of soft tissue defect (e.g. free flap)

Poor vascularity: absence of distal pulses, poor capillary refill, venous
insufficiency

Presence of actual skin lesion/defect (e.g. ulcer, sinus, exposed bone or
plate}

1or2
Jor4

L]
Yes - well controdled (HbATC « 10)
Yes - poorly controlled (HbAlc =10)

FBC: WCC =12
ESR =20

CRF =20
Clean

Presviously infected or suspicion of infection
Septic

1]
fes

* Higher score implies more difficult to procure union.

0
1
2
3 3
0
1
3
5 5
1
2
3
4 4
0
1
2
3 3
0
1 1
1
3
5 5
o
1 1
2
3
5 5
0
2
3
4
5
b

[ R e =Y
2]

[0 - -

Union Score System

Pseudoartrosi e perdite di sostanza

Long bone nonunions and bone defects

[l valore numerico della pseudoartrosi, misurato in base

100, definisce, cosi, quattro gruppi di severita con loro
indicazione chirurgica:

1? gruppo con punteggio 0/25, costituisce un problema
di tipo prevalentemente meccanico; il trattamento indi-
cato ¢ necessariamente la stabilizzazione del focolaio,
ottimizzando ovvero modificando il sistema di osteo-
sintesl.

27 gruppo con punteggio 26/50, costituisce un proble-
ma di tipo sia biologico che meccanico; il trattamento
richiede correzione della sintesi e stimolazione biolo-
gica del focolaio, ottenuta con "ausilio di mezzi fisici
(campi elettromagnetici pulsati [CEMP], onde d’urto
extracorporee [ESWT]) 3+,

A0

3% gruppo con punteggio 51/75. E un problema com-
plesso caratterizzato da estrema gravita sia delle con-
dizioni biologiche che meccaniche. E quasi sempre
richiesta la resezione del focolaio e quindi presente una

G.1.0.T. 2010;36:183-189

o

perdita di sostanza ossea che deve essere ripristinata. E
questo 'ambito che trova maggiore indicazione per le
biotecnologie (applicazione di cellule, scaffold e fattori
di crescita).

4% gruppo con punteggio 76/100. Sono pseudoartrosi
di tale gravita da essere assimilate ad un problema
pressoché irrisolvibile e che pertanto possono richie-
dere una amputazione artuale primaria.




Surgical treatment of aseptic forearm nonunion with plate
and opposite bone graft strut. Autograft or allograft?

Cesare Faldini - Francesco Traina - Fabrizio Perna -
Raffaele Borghi - Matteo Nanni -
Mohammadreza Chehrassan




dopo 1 mese

dopo 12 mesi



A IL NOSTRO MODELLO
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iim’mer'uppo 1
Peso medio: 440 gr

Difetto osseo al femore

Gruppo 2
Peso medio: 412 gr

Difetto osseo + HA

Gruppo 3
Peso medio: 480 gr

Difetto osseo + HA +

AFMSCs 2 x 10 (PKH26 Red Fluorescent Cell)

Prof. Liborio Stuppia, Dott.ssa Ivana Antonucci ‘Lelf‘f ‘{gxa



3 Prof.ssa Roberta Di Pietro
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"Bone regeneration induced by the engraftment of

c-Kit unselected human amniotic fluid stem cells
(AFSC) in a rat model: A pilot study”

Authors: Salini, Vincenzo; Stuppia, Liborio; Antonucci, Ivana; Andreoli, Elda; Di Pietro,
Roberta; Marchegiani, Francesco; Centurione, Lucia; Centurione, Maria; Pantalone, Andrea;
Vanni, Daniele

. 16th ESSKA Congress
i 14 -1y May 2014 | AMSTERDAM

\-""'\‘.

P10-2043
Human amniotic fluid stem cells (AFSC) unselected for e-Kit
engralted in natural hvdroxyvapatite for bone regeneration

in a rat model: a pilot study

Pantalone A.*', Vanni D.', Centurione M?, Centurione L,
Antonucci 1%, Stuppia L7, Di Pietro R, Salini V.'
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Prof.ssa Roberta Di Pietro
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International Journal
of Inmunopathology
and Pharmacology
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BONE GRAFTS AND BONE GRAFT SUBSTITUTES IN PROSTHETIC
HIP SURGERY REPLACEMENT

D. VANNIL A PANTALONE, C. COLUCCIL, E. ANDREOLI, V. SALINI

Ohrthopaedics Division, "G, d 'Annunzio” University of Chieti, ftaly

Class Description Properties of action

Autograft based Used alone (e.g. Cancellous, Cortical) *Osteoconductive
* Osteoinductive
* Osteogenic

Allograft based Allograft bone used alone or in combination with * Osteogenic
other materials * Osteoinductive
(e.g. Cancellous, Cancellous chips, Cortical, DBM)

Factor based Natural and recombinant growth factors used alone or | * Osteoinductive
in combination with other materials (e.g. TGF-f, *Both osteoconductive and
PDGF, FGF, BMP) osteoinductive with carrier
materials
Cell based Cells used to generate new tissue alone or seeded *Osteogenic
onto a support matrix *Both osteogenic and

(e.g. Bone marrow mesenchymal stem cells-BMSCs) | osteoconductive with
carrier materials

Ceramic based Calcium phosphate, calcium sulfate, and bioactive *Osteoconductive
glass used alone or in combination (e.g. Osteograf,
Actifuse, RegenOss)

Polymer based Degradable and nondegradable polymers used alone *Osteoconductive
and in combination with other materials

Miscellaneous Coral HA granules, blocks and composite *Osteoconductive
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Femmina, 79 aa,
migrazione intrapelvica
della componente acetabolare
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Femmina,79 aa
mobilizzazione asettica









& Caso Clinico 1 caso Clinico 2

HA Sintetica HA di origine bovina
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o . _ Caso-Controllo
e analisi cromo-densitometrica

Prof. Antonio Raffaele Cotroneo
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Cattivo filling e osteointegrazione

3D bone 3D soft tissue 3D soft tissue
densit low density high density




% Valutazione dellintegrazione

Idrossiapatite bovina VS Idrossiapatite sintetica




NUOVE PROSPETTIVE..



% MNuove fonti dr cellule staminalr

» Cellule staminali mesenchimali dalla Membrana Sinoviale: grande potenziale
condrogenico, fonte facilmente reperibile durante un'artroscopia diagnositca o
terapeutica (De Beri Cet al, Arthritis Rheum 2001)

» Cellule staminali da tess. Adiposo (ASCs): si differenziano in differenti linee cellulari

(osso, cartilagine, muscolo e nervi); sono geneticamente stabili in colture a lungo
(Dahl JA et al, Int J Dev Biol 2008)

» Cellule staminali da cordone ombelicale: in vitro hanno un potenziale condrogenico
superiori alla staminali da midollo osseo
(Berg L et al, Vet Comp Orthop Traumatol 2009)

Osteochondral tissue engineering approaches for articular
cartilage and subchondral bone regeneration

Silvia Panseri » Alessandro Russo « Carla Cunha »
Alice Bondi + Alessandro Di Martino »
Silvia Patella * Elizaveta Kon




Current Pharmaceutical Design, 2012, 18, 000-000 1

Amniotic Fluid Stem Cells: a Promising Therapeutic Resource for Cell-Based
Regenerative Therapy

Ivana Antonucci'”. Andrea Pantalone™, Stefano Teté™”. Vincenzo Salini™, Cesar Borlongan®, David Hess’
and Liborio Stuppia'**

BMC Biotechnology nien

Research article

Isolation of osteogenic progenitors from human amniotic fluid using
a single step culture protocol

Ivana Antonucci'2, Irene lezzi3, Elisena Morizio3, Filiberto Mastrangelo?,
Andrea Pantalone>, Monica Mattioli-Belmonte®, Antonio Gigante®,
Vincenzo Salini®, Giuseppe Calabrese!:3, Stefano Teté?,

Giandomenico Palka'3 and Liborio Stuppia*1.27

JOURNAL OF BIOLOGICAL REGULATORS & HOMEOSTATIC AGENTS Viol. 23, mo. 4, 0-0 (2009)

LETTER TO THE EDITOR

HUMAN AMNIOTIC FLUID STEM CELLS CULTURE ONTO TITANIUM SCREWS: A
NEW PERSPECTIVE FOR BONE ENGINEERING

I. ANTONUCCTI', A. PANTALONE?, D. DE AMICIS®, S. D’ONOFRIO®,
L. STUPPIA!, G. PALKA! and V. SALINT®




Q(wou et al. BMC Medicine 2012, 10:81
ﬁ‘%/mw.biomedcentrm.commm-?mf.fmfm n g
BMC Medicine

REVIEW Open Access

The role of barrier membranes for guided bone
regeneration and restoration of large bone
defects: current experimental and clinical

evidence 20 1 2
Rozalia Dimitriou'", George | Mataliotakis'', Giorgio Maria Calori*' and Peter V Giannoudis*"

v' Membrane bioassorbibili e non riassorbibili che formano una
camera che guida il processo di rigenerazione

v' Bone 6rafting e Fattori di crescita



Available online at Elsevier Masson France

SciVerse ScienceDirect EM ey
www.sciencedirect.com www.em-consulte.com/en urgerys Research

TECHNICAL NOTE

Harvest of cortico-cancellous intramedullary femoral
bone graft using the reamer-irrigator-aspirator (RIA)*

A.-C. Masquelet®*, P.E. Benko?, H. Mathevon®, D. Hannouche®, L. Obert¢,
the French Society of Orthopaedics and Traumatic Surgery (SoFCOT)®

2012




* Materials as stem cell requlators
Nat Mater. 2014 June|
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Materials as stem cell regulators ‘

Chondrocyte

- Nat Mater. 2014 June|

Autologous TGF-B production

William L. Murphy'%" Todd C. McDevitt™ and Adam J. Engler®®

'Departrments of Biomedical Enginegring and Orthopedics and Rehabiltation, Universty of
Wisconsin, Madison, Wisconsin 53705, USA

hMSC

Autologous FGF production Osteoblast

Autologous BMP production




= Conclusions

v' Ogni difetto osseo/condrale ha una propria identita ed una diversa eziologia
v Trattamento individualizzato

v" Utilizzo di biotecnologie in casi selezionati:
refrattarieta biologica in ambiente meccanicamente idoneo
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Il ‘“sostituto osseo ideale” dovrebbe avere

caratteristiche:

1.Cellule osteogeniche per facilitare la rigenerazione ossea
2.Fattori osteoinduttivi per favorire la formazione ossea

3.Matrice osteoconduttiva per stimolare direttamente la
deposizione ossea




&{} pantaloneandrea®@libero.it

1

Ud’A

, |"'
PSS y "' "
UNIVERSITA DEGLI STUDI l' _". o

G. DDANNUNZIO CHIETI PESCARA




