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Medicina Rigenerativa Ossea:

ipotesi di riparazioni ingegnerizzate di lesioni ossee neoplastiche

                                               Tesi di Dottorato di:

Dott.ssa Kyriaki Kyriakidou

Con l’enorme sviluppo della Medicina Rigenerativa si può oggi parlare della riparazione di grossi deficit ossei conseguenti a rimozione chirurgica di tumori ossei, con un approccio ingegneristico che prevede l'utilizzo di biomateriali associati a cellule mesenchimali del midollo osseo derivate dallo stesso paziente. .Lo scaffold (biomateriale) scelto e le condizioni di coltura alle quali sarà seminato influenzano notevolmente il successo del costrutto ingenerizzato. Nel presente studio,basandosi sul fatto che un’efficiente vascolarizzazione del costrutto rappresenta un target per la rigenerazione del deficit, si è preso in esame il comportamento di 2 linee celulari la MG63(cellule osteoblastiche immature umane) e la HUVEC (cellule endoteliali  umane della vena ombelicale),seminate  in condizione statiche e/o dinamiche a seconda della planaria (3D e/o 2D)del materiale selezionato. 
MATERIALI E METODI 
Per la semina in dinamica sono stati usati scaffold di Poly-ε-caprolactone (PCL) realizzati tramite l’impiego di un bioplotter. 

Co-colture delle cellule MG63 (7,5x103 cellule/cm2 ) e HUVEC (5x 103 cellule/cm2) sono state allestite, su scaffold di (PCL) per 7 giorni utilizzando il sistema di coltura in rotazione Synthecon RCCS-4DQ. Al termine della coltura i campioni sono stati osservati al SEM e  sezionati per effettuare saggi istochimici e immunoistochimici.
Per la semina in statica sono stati presi in esame scaffold di Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) PLGA, preparati mediante le tecniche di Salt Leaching (materiali aventi una porosità random),e tramite la tecnica di Pressure Assisted Microsyringe ,PAM( geometria regolare e ripetibile).
Le cellule MG 63 (1x104 cellule/cm2)e le HUVEC (1x104 cellule/cm2 ) sono state seminate in triplicato su i due diversi tipi di scaffold (PLGA e PAM) e su piastre in polistirene come controlli. Al termine della coltura 7giorni sono stai effettuati test di vitalità cellulare (MTT,) saggi chimici e immunoistochimici e osservazione dei campioni al SEM.
RISULTATI E DISCUSIONE
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Le co-colture in dinamica hanno evidenziato la capacità dello scaffold in PLC di fornire un adeguato supporto microstrutturale e nutritivo ai due citotipi cellulari(Fig1,Fig2) 
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Dallo studio inoltre,si sottolinea come gli osteoblasti si associano alla proliferazione delle cellule endoteliali che stimolano a loro volta la crescita delle cellule osteoblastiche senza tuttavia una marcata differenziazione di queste ultime.(1)

I risultati della coltura in statica dimostrano un diverso comportamento delle linee cellulari quando adese alle due diverse strutture di PLGA confermando il fatto che la forma cellulare e l’adesione dipendono sia dalle proprietà meccaniche (rigidità del substrato) sia dalla morfologia della superficie dello stesso. Ciò risulta chiaro dal confronto delle Mg 63 adese alle membrane salt leaching(Fig.3) e PAM(fig.4).

In conclusione, dallo studio emerge che, gli scaffold generati tramite la tecnica PAM, presentano una geometria regolare e ripetibile, associata ad un miglior grado di biocompatibilità (rispetto alle membrane preparate con il Salt Leaching) in grado di promuovere efficientemente l’organizzazione citoscheletrica e l’adesione delle cellule cresciute su tale substrato.(2).
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