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Riassunto: 

Il midollo osseo contiene oltre che le emopoietiche anche cellule mesenchimali in grado di differenziarsi e generare tessuti di tipo mesenchimale come i precursori delle cellule ossee.

Sulla base di questa osservazione abbiamo sottoposto 15 pazienti con severe patologie ortopediche e che hanno fallito i convenzionali trattamenti ortopedici all’impianto di cellule mononucleate midollari autologhe nella sede della lesione.

Di questi nove entro sei mesi hanno recuperato la piena funzionalità dell’arto.

Questi dati pur rappresentando una piccola coorte di pazienti dimostrano che è una procedura fattibile e con rischi trascurabili per il paziente.  




Abstract:
The bone marrow contains hematopoietic cells as well as the mesenchymal cells that can differentiate and generate tissue-type mesenchymal cells as the precursors of bone cells.
Based on this observation we treated 15 patients with severe orthopedic disease and  who have failed conventional treatments orthopedic.
We implanted autologous bone marrow mononuclear cells into the lesion site.
Of these, 9 recovered within six months the full functionality of the limb.
These data while representing a small cohort of patients show that a procedure is feasible and with negligible risk for the patient.

Introduzione:
Tutte le cellule del tessuto connettivo lasso, gli elementi del sangue, della cartilagine e del tessuto osseo, le fibrocellule muscolari lisce e le cellule endoteliali derivano direttamente o indirettamente durante lo sviluppo embrionale da cellule midollari che possiedono le corrispondenti potenzialità differenziative.

Nell'organismo adulto persistono cellule che conservano tali potenzialità evolutive.

In modo particolare il midollo osseo contiene, oltre alle cellule emopoietiche in grado di generare i progenitori delle cellule ematiche, cellule non emopoietiche chiamate "cellule mesenchimali" (MC), in quanto capaci di rigenerare tessuti di tipo mesenchimale (1).

Le MC, infatti, sono dotate di potenzialità di auto-mantenimento e di differenziazione multilineare in senso osteoblastico, condrocitario, adipocitario, mioblastico, fibroblastico e in cellule tendinee (2,3,4).

A ciò va aggiunto che parte di tale progenie cellulare contribuisce a costituire il microambiente del midollo osseo, ovvero il supporto strutturale sul quale è impiantato il processo emopoietico.
Il microambiente midollare gioca un ruolo fondamentale nella regolazione e differenziazione emopoietica essenzialmente attraverso due meccanismi:
a) La sintesi di fattori di crescita e citochine regolatrici;
b) L'espressione di molecole adesive e la produzione di proteine della matrice extracellulare che compartimentalizzano le molecole regolatrici.
In assenza di un sistema di coltura in grado di valutare quantitativamente e qualitativamente la MC, l'unica classe di progenitori stromali attualmente saggiabili in vitro è rappresentata dalle CFU-F (fibroblastic colony-forming cells) (5).

Le CFU-F generano in vitro colonie di fibroblasti in grado di differenziare in senso adipocitario (6) in presenza di cortisone e di generare uno spettro completo di cellule mesenchimali se trapiantate sotto la capsula renale di un ricevente singenico.

Il ruolo dello stroma midollare nella regolazione emopoietica e le peculiari caratteristiche funzionali delle cellule stromali consentono di ipotizzare l'impiego clinico di progenitori mesenchimali non manipolati o generati ex vivo (3).

Le MC potrebbero essere utilizzate in associazione o meno a cellule staminali emopoietiche allo scopo di "rigenerare" il microambiente midollare danneggiato dalla chemio-radioterapia per migliorare la ricostituzione mieloide e linfoide dopo trapianto di cellule staminali (9,10).

Il razionale per l'utilizzo delle MC come nuovo approccio terapeutico nel trattamento di disordini di tipo osteopenico (1,5,6,7,8) deriva dalla constatazione delle potenzialità evolutive di questo gruppo di cellule e, in modo particolare, da studi condotti in animali da esperimento con difetti ossei clinici significativi nei quali le MC si sono mostrate capaci di rigenerare tessuto osseo se iniettate a livello locale.

Nell'uomo è ipotizzabile che l'uso clinico di cellule mesenchimali da reinfondere in vivo possa essere preceduto dall'isolamento di progenitori mesenchimali dal sangue midollare e dalla loro espansione ex vivo in condizioni di coltura standardizzate.

Le patologie di interesse ortopedico che potrebbero trarre un vantaggio da questo tipo di trattamento includono condizioni estremamente invalidanti in cui il trattamento ortopedico convenzionale non è risultato risolutivo e/o richiede molti mesi per una completa risoluzione.	



Pazienti e metodi 
Tutti i casi inseriti in questo programma di lavoro sono stati autorizzati dal Comitato Etico dell’Azienda Ospedaliera “Bianchi-Melacrino-Morelli”.

Sono stati trattati 15 pazienti, 9 maschi e 6 femmine con una età mediana di 38 anni (r.3-67).

Le patologie ortopediche sono elencate nella tabella 1.

Le fasi che caratterizzano la procedura comprendono la collezione autologa di piastrine, la collezione di cellule mononucleate midollari (BMNC), la manipolazione in laboratorio delle stesse cellule, la preparazione ortopedica del paziente, l’impianto delle cellule midollari nella sede della lesione (tabella 2).

Brevemente, il paziente si sottopone a collezione di piastrine autologhe presso il Centro di immunoematologia trasfusionale.

Queste cellule sono indispensabili perché ricche di fattori di crescita capaci di indurre la trasformazione delle cellule mononucleate midollari in cellule ossee.

Il prelievo di BMNC è effettuato in sala operatoria, in anestesia locale, dalle creste iliache posteriori mediante prelievi multipli con apposito ago fenestrato.

Vengono aspirate e conservate in siringa quantità di sangue midollare in funzione delle dimensioni della lesione.

Le siringhe contenenti le BMNC vengono poi trasferite in laboratorio e svuotate in apposito contenitore sterile per iniziare la manipolazione.

Il contenuto è distribuito (eventualmente dopo essere stato filtrato per rimuovere aggregati) in provette da centrifuga da 50 mL e centrifugato a 2.000 rpm per 10 min. senza freno.

Si aspira il sovranatante; si raccoglie il buffy e si riunisce in un'unica provetta.

Si prelevano 500 µL, che vengono diluiti 1:10 in HBSS, per effettuare:
1. Conta di cellule totali midollari;
2. Percentuale di cellule CD45+/14+ e CD34+/45+ (esame effettuato sullo stesso campione della conta);
3. Tests clonogenici (CFU-GEMM/BFU-E/CFU-GM, CFU-F); 
4. Piastratura in fiasca da 75 cm2 per verifica espansione: si piastrano 12x106 TNC in Iscove+FBS 10% + Ultroser-G 2%. Dopo 14 gg le fiasche vengono tripsinizzate, contate le cellule e valutate per la presenza di CD14 ed eventualmente ripiastrate per test differenziativi.

Il controllo di sterilità viene effettuato utilizzando il pellet eritrocitario, per evitare un'ulteriore perdita cellulare.

Dal Servizio di Immunoematologia Trasfusionale si preleva la sacca di piastrine autologhe e se ne misura il volume.

Nel caso di reimpianti di piccole dimensioni (es. pseudoatrosi) o di elevato volume del concentrato piastrinico questo può essere trasferito in sacca transfer da 300 ml e centrifugato a 2500 rpm; il plasma viene estratto in un'altra sacca transfer e conservato per fornire i necessari fattori della coagulazione.

Le BMNC vengono immesse in beker sterile di vetro; vengono aggiunte le piastrine, il plasma (ad un volume che viene valutato sulla base di quello della lesione), quindi la matrice ossea da banca o autologa ed aggiunti 25l di CaCl2 1M/ml della sospensione così ottenuta con siringa da 2,5ml.

Il beker viene ruotato delicatamente fino alla completa coagulazione del preparato (circa 5 min); man mano che, per effetto della spremitura del coagulo, si forma del siero, questo viene aspirato in siringa e trasferito in contenitori da emocultura per il controllo di sterilità.

La provetta contenente le BMNC viene infine portata in sala operatoria di Ortopedia dove nel frattempo il paziente è stato preparato dal punto di vista ortopedico, ovvero messo nelle condizioni di poter immettere proficuamente le cellule nella sede della lesione.

Una volta collocate le cellule, il paziente viene risvegliato e trasferito in reparto.

Le valutazioni del recupero sono di tipo funzionale soprattutto radiologico.

In tal senso il paziente verrà sottoposo a radiografie seriate.

In particolare, la valutazione sarà basata su immagini radiografiche tradizionali sulle due proiezioni, sia prima del trattamento, sia con controlli successivi ogni 15 giorni per i primi due mesi e, quindi, ogni 30 giorni, proseguendo i controlli strumentali e clinici per almeno tre mesi dalla consolidazione.

La consolidazione è intesa come rimozione completa del sistema di fissazione esterna per gli allungamenti e la concessione del carico libero da appoggi per le pseudoartrosi e la riabilitazione di cavità ossee.

Nelle pseudoartrosi e nei casi neoplastici, a completamento diagnostico, verranno anche eseguiti controlli T.C. prima del trattamento, dopo un mese e dopo tre mesi.

Risultati
Nessun paziente ha presentato complicanze infettive post-operatorie.

Tre pazienti nei controlli post-intervento non si sono presentati per cui non è possibile valutare la risposta.

Tre pazienti dopo un beneficio di breve durata sono ritornati con la lesione preesistente all’intervento.

Nove pazienti hanno manifestato un graduale miglioramento fino al completo recupero della funzionalità dell’arto (vedi figura 1 come modello esemplificativo).

Il completo recupero è stato documentato non prima dei sei mesi. 

Case report
Una donna di 51 anni affetta da una malattia ematologica, Mieloma Multiplo micromolecolare e lesioni litiche in sede femorale è stata dapprima sottoposta a trapianto di midollo osseo autologo e poi a trapianto da donatore familiare HLA compatibile.

Dopo 6 mesi, avendo manifestato una completa ricostituzione ematologica e immunologica del donatore e persistendo le lesioni litiche femorali, la signora è stata sottoposta ad intervento chirurgico ortopedico di stabilizzazione con applicazione di BMNC.

In pochi mesi è stata documentata la riparazione del danno osseo.

Purtroppo, però, a causa della ripresa della malattia ematologica di base, dopo due anni la signora manifesta una nuova limitazione funzionale dell’arto.

Commenti 
Questi dati preliminari, nonostante il piccolo numero di casi riportati, dimostra che l’uso delle BMNC nelle patologie ortopediche è fattibile con bassissimo rischio per il paziente in termini di tossicità immediata e tardiva.

Ricordando la severità delle diagnosi ed i fallimenti delle terapie convenzionali, la procedura ha dimostrato una tangibile efficacia avendo assicurato ad un esteso gruppo di pazienti il recupero dell’arto interessato.

Tutto ciò porta ad intuibili favorevoli implicazioni sociali e a riduzione dei costi sanitari derivanti da lunghi e spesso inutili programmi riabilitativi.
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Tabella 1: Malattie ortopediche sottoposte a trattamento
	
Perdita traumatica di matrice ossea
	
7

	
Pseudoartrosi
	
5

	
Cisti ossee
	
2

	
Tumore osseo
	
1

	
Totale
	
15



Tabella 2  Caratteristiche del midollo osseo prelevato
	
Volume mediano collezionato (ml)
	
125 (r.62-180)

	
N. mediano BMNC (x10E9)
	
0,90 (r.0,5-1,5)

	
N. mediano BMNC (x10E9) impiantato
	
0,73 (r.0,32-1,3)

	
CD34% (cellule staminali) collezionate
	
0,8 (r.0,03-1,3)

	
CFU-F
	
1  (r.0-3)








Figura 1: Lesione post-traumatica sottoposta ad impianto di cellule midollari mononucleate valutate radiologicamente dopo un mese dall’intervento. La cavità è completamente sostituita da tessuto osseo rigenerato.
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