FATTORI DI CRESCITA CELLULARI
Cell growth factors

Riassunto

LUincremento della vita media, del livello di attivité della popola-
zione generale e della sopravvivenza agli incidenti della strada
hanno creato e creeranno una popolazione sempre maggiore di
pazienti affetti da patologia traumatica. Da cid deriva il conse-
guente incremento della patologia pseudo-artrosica.

Un corretto trattamento chirurgico, basato sulla piena compren-
sione delle leggi biomeccaniche che ne determinino la neces-
saria stabilita iniziale, & alla base del processo di guarigione;
ciononostante appare sempre pilU evidente che esistono dei fat-
tori di rischio ! correlati al paziente che possono rendere tale
processo difficoltoso o anche impedirne il conseguimento. Dalla
razionalizzazione di questi principi & stato possibile codificare
il “Non Union Severity Score (NUSS)” 2.

Il concetto del “Diamante” 3, poi evolutosi in quello del “Penta-
gono”, chiarisce |'importanza di tutti quei fattori che possono
portare a guarigione la pseudoartrosi. Successivamente |attivita
di ricerca scientifica si & concentrata per individuare un luogo
circoscritto e seleftivo # ove fosse possibile il verificarsi del pro-
cesso biologico di guarigione; ovvero “la camera biologica” °.
Il settore delle biotecnologie appare quindi I'ambito scientifico
piU attivo in grado di affrontare tali problematiche e la ricerca
nel campo dei fattori di crescita ne costituisce un elemento im-
prescindibile quale “primum movens”. Le cellule non sono solo il
target di tali fattori di crescita ma costituiscono successivamente
gli attori principali del complesso processo di guarigione ossea.
Parole chiave: fattori di crescita, pseudoartrosi, cellule staminali
mesenchimali, concetto del diamante

Summary

The increase in life expectancy, the level of activity in the general
population and survival to road accidents have created and will
create a growing population of patients with traumatic pathol-
ogy. From this arises the consequent increase in nonunions.
Proper surgical treatment, based on the full understanding of
biomechanical initial stability, is the foundation of the healing
process; but nevertheless, is becoming increasingly evident that
there are risk factors ' related to the patient that can make this
process difficult or impossible.

Due to rationalization of these principles, it was possible to cod-
ify the “Non Union Severity Score (NUSS)” 2.
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The “Diamond concept” °, later evolved info the “Pentagon”
one, clarifies the importance of all the factors that can lead to
healing nonunion.

Then the activity of scientific research has focused to identify a
selective * and circumscribed area where it was possible the
occurrence of the biological process of healing; this is the “bio-
logical chamber” 3.

The biotech industry is therefore the more active scientific do-
main able to face those issue and the research in the field of
growth factors constitutes an essential element such as “primum
movens”.

Cells are not only the target of these growth factors but are also
the main players in the complex process of bone healing.

Key words: growth factors, nonunion, mesenchymal stem cells,
diamond concept

INTRODUZIONE

L'osso & costituito prevalentemente da una componente
inorganica, la restante parte & formata da componente
organica e da cellule.

La componente organica & a sua volta costituita da colla-
gene e, per un 10%, da elementi non fibrillari.

Tra questi elementi non fibrillari oltre a proteoglicani, oste-
ocalcina e osteonectina vi sono tutta una serie di altre
glicoproteine tra le quali i fattori di crescita cellulari.

In generale i fattori di crescita cellulari influenzano I'e-
quilibrio tra inibizione e induzione che & alla base della
differenziazione di specifiche cellule .

l'impiego dei fattori di crescita in chirurgia ortopedica
e tfraumatologica sta recentemente crescendo grazie a
nuove evidenze scientifiche che ne stanno promuoven-
do I'efficacia e la sicurezza. Sono numerose le diffe-
renti applicazioni cliniche di tali fattori sia nel campo
delle problematiche del tessuto osseo che cartilagineo
con differenti livelli di evidenza scientifica. Negli ul-
timi anni la comunita scientifica ha rivolto I'attivita di
ricerca anche verso |'uso di fattori di crescita nella
riparazione del tessuto nervoso, muscolo-tendineo e
cutaneo.

La capacita rigenerativa del tessuto osseo & una caratte-
ristica individuale presente durante tutto I'arco della vita.
Esistono perd particolari condizioni cliniche ove il tratta-
mento diviene una vera sfida per il chirurgo, tra queste
ricordiamo:

® ritardo consolidativo;

* pseudoartrosi;

® necrosi avascolare;

® pseudoartrosi con perdita di sostanza critica.

Il tessuto cartilagineo possiede scarse capacitd rigenera-
tive infrinseche, tale fatto & legato soprattutto alla scar-
sa vascolarizzazione della cartilagine e alla complessa
struttura tridimensionale di tale tessuto; qualora usurata,
la cartilagine difficilmente sard in grado di rigenerarsi




FIG. 1. Fattori di crescita sistemici.
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FIG. 2. Fattori di crescita locali.

Paratormone

Estrogeni

Fattori di e
crescita
Sistemici

Calcitonina OPG/RankL

BMP (Bone
Morphogenic
Proteins)

VEGF
(Vascular
Endotelial
Growth
Factor)

Fattori di
crescita
Locali

IGF (Insulin
Growth
Factor)

andando incontro a una lenta ma inesorabile degenera-
zione della superficie articolare caratteristica del quadro
artrosico.

Tra i fattori di crescita cellulari ricordiamo: fattori sistemici
(Fig. 1) e locali (Fig. 2). Tra i fattori sistemici rientrano
diversi ormoni come gli estrogeni, il paratormone, la vita-
mina D e la calcitonina.

| fattori sistemici sono oggi di estremo interesse nella
ricerca di base, sia in ambito endocrinologico che reu-
matologico. Sempre piU interessanti appaiono infatti gli
studi inerenti alle due seguenti citochine: |'osteoprotege-
rina (OPG) e il ligando al recettore-attivatore del fattore
nucleare-kB (RANKL). Studi originariamente condotti allo
scopo di indagare la patologia osteoporotica e il corre-
lato rischio di frattura 7, si stanno sempre pib spingendo
ad analizzarne le correlazioni con i processi di guari-
gione ossea 8 e potrebbero costituire degli utili indici
di guarigione. Ricordiamo infatti come gli osteoblasti e
le cellule stromali del midollo osseo producano RANKL.
Questo attiva gli osteoclasti legandosi all’'omonimo re-
cettore. Tale legame pud essere impedito dalla OPG
che compete con RANKL determinando un‘inibizione
alla differenziazione, attivazione e sopravvivenza degli
osteoclasti .

Tra i fattori locali troviamo la superfamiglia delle TGF-
beta tra cui:

* BMP (Bone Morphogenic Proteins);

FGF (Fibroblast Growth Factor);

IGF (Insulin Growth Factor);

PDGF (Platelet Derived Growth Factor);

VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor).

Lle TGF-beta risultano estremamente pit concentrate sia
nell'osso che nelle piastrine ' rispetto agli altri tessuti
dell’'organismo e questo ne determina, da un lato, I'im-
portanza e, dall’altro, il tentativo di una facile estrazione
autologa.

FATTORI DI CRESCITA SINTETICI (GFS), PROTEINE
MORFOGENETICHE OSSEE (RH-BMPS) E PDGF (PLATELET
DERIVED GROWTH FACTOR)

A partire dalla seconda meté degli anni Novanta la lette-
ratura scientifica dimostra come alcuni fattori di crescita
agiscano da potenti stimolatori della proliferazione oste-
oblastica in vitro e della guarigione ossea in vivo, tali da
rivelarsi utili nel favorire i processi di consolidamento o
rigenerazione ossea qualora correttamente applicati nel-
la sede di lesione.

Grazie alle recenti evoluzioni dell'ingegneria genetica
& stato possibile produrre i singoli fattori di crescita con
la tecnica del DNA-ricombinante, in particolare le BMPs.
Sebbene ne siano state individuate almeno 40 diverse iso-
forme, ad oggi una chiara dimostrazione clinica del po-
tenziale osteoinduttivo & disponibile solo per la rh-BMP-7,
nota anche con |'acronimo OP-1 (Osteogenic Protein-1), e
la rh-BMP-2 '2. Esse appartengono alla superfamiglia dei
fattori di crescita trasformanti TGF- B i cui recettori sono
espressi sia sui condrociti che sugli osteoblasti. Il fenome-
no dell’ostecinduzione & caratterizzato dalla trasforma-
zione delle cellule mesenchimali perivascolari in cellule
osteoprogenitrici in grado di rigenerare tessuto osseo 3.
L'rh-BMP-7 (eptotermina alfa) & veicolata dal collagene di
tipo 1 ed & la prima e unica approvata nel mondo per il
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FIG. 3. Fattori di crescita ed interazione con le cellule mesenchimali pluripotenti.
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trattamento delle pseudoartrosi delle ossa lunghe e negli
Stati Uniti come HDE (Humanitarian Device Exemption)
nel trattamento delle pseudoartrosi spinali. La matrice
collagenica rappresenta il principale veicolo della rh-
BMP-7; tale matrice & insolubile e fornisce un’appropriata
impalcatura bioriassorbibile per i processi proliferativi e
differenziativi delle cellule. In Europa & registrata come
farmaco con indicazione al trattamento delle pseudoar-
trosi di tibia refrattarie all’autotrapianto o nei casi in cui
I"autotrapianto non risulti effettuabile ™.

| fattori di crescita hanno funzioni specifiche in momen-
ti specifici della differenziazione di ogni cellula mesen-
chimale. Dalla figura 3 pud essere facilmente compreso
quanto questo possa oggettivamente complicare il quadro
clinico del loro utilizzo.

Da un punto di vista clinico i fattori di crescita autologhi
(AGFs) contenuti nel plasma arricchito di piastrine (PRP)
hanno fornito motivo di vivo interesse.

I Platelet Rich Plasma (PRP) & il prodotto pit avanzato del
“Blood Management”; & un concentrato biologicamente at-
tivo di mediatori estratti dal plasma del paziente ed & una
fonte di fattori di crescita autologhi aspecifici (PDGF, TGF-
31/B2, IGF-1/2, VEGF) in grado di stimolare i processi
riparativi ossei, cartilaginei e dei tessuti molli nella sede di
impiego. E caratterizzato da un’elevata concentrazione di
trombociti in grado di degranulare diversi fattori di crescita
e citochine che inducono |'osteogenesi e |'angiogenesi con
meccanismo chemotattico e mitogenetico.

Pud essere ottenuto da sangue autologo o eterologo. Nel
primo caso viene utilizzato sangue del paziente diminuen-

do la probabilitd di infezioni o di reazioni crociate. Il vo-
lume di sangue prelevato non risulta essere emodinamica-
mente significativo per cui il prelievo pud essere effettuato
in sala operatoria nel momento stesso dell’intervento, la
cui durata non viene dunque prolungata. Attualmente esi-
stono anche preparati da sangue eterologo, prodotti in
collaborazione con il centro trasfusionale; i costi di pro-
duzione sono sicuramente inferiori, offrendo un prodotto
altrettanto sicuro se vengono rispettati degli standard di
sicurezza e certificazione.

La raccolta degli emocomponenti necessari per la produ-
zione del gel piastrinico pud essere effettuata secondo
un metodo di tipo classico e uno di tipo automatizzato.
A seconda della procedura utilizzata si possono oftenere
concentrazioni piastriniche finali dalle 4 alle 8 volte su-
periori a quelle iniziali. La concentrazione delle piastrine
e quindi degli AGFs, sembra essere |'elemento cruciale
per influenzare il risultato clinico e anche quello meno
dominabile essendo diverse le variabili in gioco. Nella
maggior parte dei casi si tratta di concentrati piastrinici o
lisati piastrinici.

Da un punto di vista farmacologico un suo utilizzo cor-
relato ai principi di dose risposta non pud essere per-
seguito; questa problematica rimane attualmente irrisolta
rendendo quindi |'uso di questi prodotti autologhi poco
riproducibile e confrontabile con altri studi clinici. Il pa-
norama generale & quello di risultati provenienti da espe-
rienze personali differenti ma non sono ancora disponibili
convincenti studi condotti con un rigore scientifico tale da
considerarne le evidenze come di classe A.
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Vi & sicuramente un effetto delle PDGF sulle cellule mesen-
chimali ma appare difficile valutarlo in funzione di una
dose-efficacia. Non vi & inoltre certezza che vi sia una
reale capacitd di indurre una differenziazione osteoge-
netica '°. La letteratura prevalente che ne proporrebbe
I'uso in campo ortopedico & spesso di pertinenza maxil-
lofacciale ¢ 7. Maggiori evidenze si hanno per quanto
riguarda la guarigione di lesioni muscolari ove spesso i
concentrati piastrinici e i lisati vengono utilizzati in fasi
differenti del trattamento infiltrativo.

Diversamente dai prodotti autologhi da PRP, le BMPs di
sinfesi prevedono un dosaggio e come tale permettono un
utilizzo pit corretto da un punto di vista medico ma anche
una maggiore riproducibilita e confrontabilita dei risultati.
Le rh-BMPs ' hanno dimostrato in diversi studi condotti
sia su animali che sull'uomo '®'°, non solo un’efficacia
di laboratorio nello stimolare le cellule mesenchimali re-
sidenti, ma anche un’utilitd clinica sul versante dell’oste-
oinduzione. La rh-BMP2 2, particolarmente studiata nella
chirurgia vertebrale ?' e la rh-BMP7 nelle pseudoartrosi
delle ossa lunghe 2225, sono sicuramente le rh-BMP pid
promettenti e utilizzate a livello clinico 2.

Tali studi sono stati condotti sia su fratture che in casi di
pseudoartrosi. Per quanto riguarda le fratture in acuto, la
maggiore efficacia sembra economicamente sostenibile
solo nei casi pit complessi 2.

Un recente studio evidenzierebbe come IGF-1 possa es-
sere in grado di potenziare |'effetto osteoinduttivo sulle
cellule mesenchimali nell’'uso di BMP-9 28.

FGF E VEGF

Sono fattori di crescita cellulari che sembrano poter essere
efficaci nel rivascolarizzare i trapianti ossei allogenici 2
ma il loro ruolo deve essere ancora ampiamente chiarito.
'azione prevalente sembra essere nella regolazione del
feedback osteoblastico.

IGF (INSULIN GROWTH FACTOR)

E un noto fattore di crescita cellulare del tessuto osseo la
cui specifica funzione non & ancora completamente chia-
rita e la sua funzione & regolata da 6 binding proteins.
Il rapporto tra IGF e le sue binding proteins *° sembra
avere un ruolo sia nella guarigione delle fratture fresche
ma anche delle pseudoartrosi.

UTILIZZO DEI FATTORI DI CRESCITA CELLULARI

Parlare di fattori di crescita cellulari vuol dire indivi-
duare quale sia I'oggetto della nostra crescita o diffe-
renziazione.

Parlando di pseudoartrosi vi & una sostanziale e univoca
indicazione che I'elemento cellulare di maggior inferesse
(nella scienza di base e anche nella pratica clinica) sia,
allo stato dell’arte, la cellula mesenchimale pluripotente.
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Da tale cellula prendono origine i precursori di molte cel-
lule del tessuto connettivo. Embriologicamente dal mesen-
chima derivano infatti il tessuto connettivo propriamente
detto, il tessuto osseo, il tessuto cartilagineo e il sangue.
Nell’adulto permangono indifferenziate alcune cellule me-
senchimali pluripotenti.
La sede prevalente di tali cellule pluripotenti nell’adulto &
il midollo osseo.
Tali cellule hanno quindi la possibilita di differenziarsi
durante la vita del soggetto e appaiono quindi al centro
della cascata di eventi in grado di portare a guarigione
il focolaio di frattura. La progressione da cellula mesen-
chimale a osteocita vede perd diverse fasi, come sopra
menzionato, e in ognuna di queste gli stimoli offerti dai
fattori di crescita appaiono spesso sinergici e prevedono
una precisa consequenzialita (Fig. 3).
[l midollo osseo, sede fruibile delle cellule mesenchimali,
costituisce oggi la fonte principale di tali cellule.
Ad oggi vi & estremo interesse nel tentare di individuare
quali siano i pazienti a rischio di pseudoartrosi. E os-
servazione non infrequente che alcuni soggetti, purtrop-
po “rari”, benché trattati non correftamente presentino
guarigioni “miracolose”. E tuttavia maggiore il numero
di pazienti che, nonostante un corretto trattamento chi-
rurgico, vanno incontro a numerosi interventi chirurgici
inefficaci. L'individuazione di questi pazienti a maggior
“rischio biologico” costituisce oggi la frontiera clinica
di interesse e il NUSS ¢ il primo e piu rilevante passo in
tale direzione. Individuati i casi e le possibili cause *',
I'uso corretto dei fattori di crescita costituisce oggi la pit
opportuna risposta alla domanda di guarigione di questi
pazienti.
Come precedentemente menzionato, un ulteriore motivo
di interesse, pud risiedere nel rivascolarizzare e abitare i
trapianti ossei massivi allogenici.
L'aver individuato le cellule da stimolare in quanto costituzio-
nalmente deficitarie %233, permetterd in futuro un’eventuale
terapia genica % atta a correggere un’apparente predi-
sposizione alla mancata guarigione 3¢ %. Appare quindi
evidente alla comunita scientifica che qualunque sforzo atto
a razionalizzare i frattamenti biotecnologici disponibili risul-
ti necessario anche in relazione all’elevato costo.
Le rh-BMPs, e in particolare la BMP7Z dati gli studi in lette-
ratura, sono oggi di frequente utilizzo offlabel:
* pressoché in ogni distretto topografico oltre a quello
diafisario tibiale;
per il trattamento delle necrosi avascolari epifisarie;
in quei casi in cui si debbano utilizzare innesti massivi
di osso omologo allo scopo di facilitarne e velocizzar-
ne |'osteointegrazione.

Riteniamo comunque che un tale utilizzo piv esteso debba
avvenire nelle mani di centri specializzati che abbiano le
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competenze e la possibilita di selezionarne I'uso in casi
particolari, razionalizzandone il costo. Inoltre concentra-
re in pochi centri tali casi permetterd di raccogliere dati
scientifici utili al progredire della conoscenza.

CONCLUSIONI

| fattori di crescita oggi disponibili in commercio, siano

essi di sintesi o di derivazione umana, possono essere uti-

li in alcune e specifiche applicazioni cliniche in chirurgia

ortopedica e traumatologica. Sono delle risorse importan-

ti ma spesso molto costose che quindi richiedono un’ap-

plicazione rigorosa con indicazioni ristrette. Possiamo

quindi concludere che, per quanto concerne il trattamento

delle pseudoartrosi delle ossa lunghe, le rh-BMP-7 sono:

1. un farmaco con una dose chiara e costante;

2. un agente in grado di indurre la formazione di nuova
matrice ossea (osteoinduzione);

3. I'unico fattore di crescita con una riconosciuta abilita
di indurre la differenziazione delle cellule osteoproge-
nitrici in pre-condroblasti e pre-osteoblasti.

Le rh-BMP-2 sono anch’esse riconosciute come agen-
ti osteoinduttivi ma la loro applicazione, secondo la
letteratura ad oggi disponibile, trova sicuramente piv
spazio in chirurgia spinale e nel trattamento delle frat-
ture acute.
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Gli AGFs contenuti nel PRP sono invece:

1. promotori della divisione cellulare (mitogenesi);

2. non specifici per le cellule ossee;

3. apparentemente incapaci di promuovere la differen-
ziazione delle cellule mesenchimali e di indurre la
formazione di nuovo tessuto osseo.

Non sembrano essere molto utili quando usate da sole o
in associazione con scaffolds nel trattamento delle pseu-
doartrosi delle ossa lunghe, possono invece avere un
ruolo nel trattamento sintomatico delle lesioni cartilaginee
soprattutto in uno stadio iniziale di artrosi del ginocchio o
nei casi di lesioni muscolari.

Le PRP possono aumentare le capacitd integrative del tra-
pianto autologo ma non riescono da sole ad aumentare il
tasso di fusione e non vi sono studi di classe 1 su di esse.
Andando ad analizzare cid che nel corso degli anni &
stato pubblicato in merito alle biotecnologie, possiamo
concludere che le BMP sono superiori (4/6), uguali (1/6)
e inferiori (1/6) all’autograft in sei studi internazionali di
maggiore rilevanza %43, con un livello di evidenza 1.
Attualmente la ricerca si sta concentrando sulla scoperta
di nuovi carrier in grado di aumentare la biodisponibilita
e |'efficacia delle BMP.

U'applicazione umana di MSCs si & dimostrata efficace
nel trattamento delle pseudoartrosi, il numero e la concen-
trazione delle cellule progenitrici sono i fattori chiave per
determinare la guarigione #4.
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