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Presentazione

Il Centro di Ricerca Interuniversitario Sistemi Medici Avanzati (C.R.I.S.M.A.) è un centro a cui partecipano le Università di Siena: con le unità operative (UO) Proff. Paolo Barbini, Rolando Barbucci, Elisabetta Weber, Marina Ziche, Bari: UO Prof. Riccardo D’Agostino, Bologna: UO Proff. Adriana Bigi, Roberto Giardino, Milano: UO Prof. Paolo Ferruti. Napoli: UO Prof. Barbarisi. 

La sede amministrativa ed il coordinamento del Centro è presso l’Università degli Studi di Siena ed il Direttore, più volte rinnovato, è il Prof. Rolando Barbucci.

I ricercatori ed il personale tecnico-amministrativo afferenti al Centro sono i seguenti:

U.O.  ROLANDO BARBUCCI – Università degli Studi di Siena

Rolando Barbucci – professore ordinario

Andrea Atrei – professore associato

Silvia Focardi – personale tecnico-amministrativo

Lorenzo Martini – personale tecnico-amministrativo

Simona Ciani – personale tecnico-amministrativo

Lucia Golini – assegnista

Daniela Pasqui - borsista

Milena De Cagna – borsista

Gabriele Giani – borsista

Elisa Secco - borsista

U.O. ALFONSO BARBARISI – Seconda Università di Napoli

Alfonso Barbarisi – professore ordinario

Francesco Rosso – contrattista

Gerardo Marino – borsista KEDRION-HARDIS

U.O. PAOLO BARBINI – Università degli Studi di Siena

Paolo Barbini – professore ordinario

Gabriele Cevenini – professore associato

Maria Rita Massai – funzionario tecnico

U.O. ADRIANA BIGI – Università degli Studi di Bologna

Adriana Bigi – professore straordinario

Silvia Panzavolta – ricercatore

Elisa Boanini - assegnista

U.O. RICCARDO D’AGOSTINO– Università degli Studi di Bari

Riccardo d'Agostino -  professore ordinario

Pietro Favia - professore associato

Francesco Fracassi - professore ordinario

Roberto Gristina - ricercatore CNR
Fabio Palumbo - ricercatore CNR
Eloisa Sardella – ricercatore CNR

Antonella Milella – ricercatrice universitaria

Stefania Laera – contrattista 

U.O. PAOLO FERRUTI – Università degli Studi di Milano

Paolo Ferruti – professore ordinario

Elisabetta Ranucci – professore associato

U.O. ROBERTO GIARDINO – Università degli Studi di Bologna

Roberto Giardino – professore ordinario

U.O. ELISABETTA WEBER - Università degli Studi di Siena

Elisabetta Weber – professore ordinario

Antonella Rossi - Assegnista 

U.O. MARINA ZICHE – Università degli Studi di Siena

Marina Ziche – professore ordinario

Lucia Morbidelli – ricercatore

Sandra Donnini – ricercatore

Attività di ricerca

L’attività scientifica del Centro è volta principalmente allo studio dei biomateriali sotto molteplici aspetti:

· Sintesi di nuovi biomateriali

· Caratterizzazione chimico-fisica e meccanica

· Progettazione

· Studi di fattibilità

· Prove biologiche in vitro ed in vivo

· Modifica dei biomateriali già in uso

L’attività di ricerca delle singole unità afferenti al Centro è stata la seguente:

U.O. ALFONSO BARBARISI – Seconda Università di Napoli

Il laboratorio del Prof. Alfonso Barbarisi porta avanti ricerche per le applicazioni delle biotecnologie in ambito Medico-Chirurgico. Il punto centrale dell’attività di ricerca non è l’individuazione di nuove tecnologie, ma piuttosto la loro originale applicazione pratica ed industriale ai problemi delle Medicina e della Chirurgia, con particolare attenzione alle applicazioni nel campo dell’ingegneria tissutale-medicina rigenerativa. Il notevole avanzamento delle conoscenze sulle relazioni struttura-funzione nel campo della biologia e della medicina ed i recenti sviluppi ottenuti nell’ambito dell’ingegneria chimica, dei materiali e della bioingegneria hanno permesso, infatti, la progettazione di tessuti sostitutivi funzionali che utilizzano cellule viventi associate a biomateriali in cui, o su cui, le cellule possono proliferare, organizzarsi e differenziarsi, come nel tessuto nativo, ed ottenere tessuti tridimensionalmente organizzati, simili all’elemento naturale da ricostruire. In questo ambito, una nuova frontiera è rappresentata dalla realizzazione di tessuti e/o organi trapiantabili.

Il notevole aumento dei casi clinici in cui si richiede il trapianto di organi/tessuti, la scarsa disponibilità di donatori, i problemi di infezioni e di rigetto legati all’impianto di tessuti estranei hanno fornito all’ingegneria dei tessuti un notevole impulso rivolto all’approfondimento di tali studi ed alla realizzazione di costrutti funzionali.

Linee di ricerca:

Studio dell’interazione cellule-biomateriali.

L’interazione tra la matrice extracellulare ed i recettori localizzati sulla membrana cellulare, rappresentano un importante evento in grado di modulare specifiche funzioni cellulari quali la crescita, il differenziamento e la sopravvivenza.

Attualmente, numerosi lavori sperimentali hanno evidenziato il ruolo chiave svolto dalla Focal adhesion Kinase (FAK), nella modulazione dei segnali esterni (ad es. l’interazione ECM-integrine). Tali segnali esterni via FAK sono in grado di modulare a livello citologico, la forma cellulare ed a livello istologico l’architettura tissutale.

Poiché l’interazione cellule-biomateriali rappresenta un evento cruciale nel destino clinico di un qualsiasi biomateriale impiantato nel corpo umano, il nostro laboratorio di ricerca è particolarmente interessato allo studio della modulazione del comportamenti cellulari mediati dalla FAK. 

Nell’ambito di un progetto PRIN 2004 dal titolo: Progettazione sintesi e caratterizzazione di materiali compositi per la sostituzione tracheale. L’unità Operativa del Prof. Barbarisi si occupa dello studio dell’adesione, della proliferazione e del differenziamento di colture primarie di epitelio tracheale su un materiale composito a base di collagene proveniente da espianti di trachea liofilizzata (conigli) e fibre di policacrolattone (PCL).

L’attività di ricerca comprende anche lo studio del comportamento cellulare (endotelio umano) su biomateriali per la rigenerazione ossea.

Il laboratorio  fa anche parte del Centro di Ricerca Interdipartimentale di Scienze Computazionali e Biotecnologiche (CRISCEB) della SUN e del Centro Regionale di Competenza (CRdC) “Nuove tecnologie per attività produttive” della Regione Campania. 

Realizzazione e caratterizzazione di nanoparticelle polimeriche per lo slow delivery di farmaci.

Molti farmaci presentano caratteristiche biofarmaceutiche e/o farmacocinetiche sfavorevoli per essere somministrati per una via che non sia quella parenterale. Queste sostanze, sebbene molto attive, non riescono a raggiungere il sito d'azione in quantità sufficiente, a causa di problemi d'assorbimento, distribuzione, emivita o stabilità. I loro difetti biofarmaceutici sono solitamente affrontati con modifiche chimiche della struttura. Questo intervento cambia le proprietà della molecola che impediscono una pronta metabolizzazione, un'accettabile stabilità e un adeguato assorbimento, dando però origine ad una nuova sostanza.

Un mezzo moderno per uno sviluppo biofarmaceutico efficace è l'utilizzo di nano/microvettori al fine di cambiare le proprietà sfavorevoli del farmaco. Le nano/micro-tecnologie farmaceutiche consentono la fabbricazione di preparati in forma di particelle colloidali da usare come vettori di farmaco. Tali particelle, per la loro struttura e composizione, possono modificare il destino del farmaco senza cambiarne la struttura chimica. Le particelle come vettori sono sistemi di rilascio per farmaci poco solubili, poco assorbiti e instabili. In conclusione un'applicazione programmata delle nano/microtecnologie può produrre ottimizzazione di sostanze critiche.

Nell’ambito di tale filone di ricerca, nel laboratorio del Prof. A. Barbarisi sono stati sviluppati e caratterizzati da un punto di vista chimico-fisico e biologico sistemi nanoparticellari a base di policaprolattone (PCL) ed ac. Ialuronico caricate con molecole modello di varia natura.

In particolare, si sta sperimentando un applicazione per la terapia dei tumori Tiroidei umani. Tale attività sarà oggetto di un progetto di ricerca finanziato dalla regione Campania dal titolo:

Trasferimento tecnologico precompetitivo di nanotecnologie per lo slow delivery di molecole biologicamente attive: produzione di nanoparticelle a base di ac. Ialuronico caricate con farmaci antitumorali. POR Campania Misura 3.16.

U.O. PAOLO BARBINI – Università degli Studi di Siena

Modelli di sistemi fisiologici

Sono stati progettati e implementati al calcolatore modelli non lineari funzionali e morfometrici della meccanica del respiro per interpretare il fenomeno della limitazione del flusso espiratorio in soggetti normali e con bronco-pneumopatia cronica ostruttiva in ventilazione meccanica. Inoltre dati reali di flusso e pressione alla bocca del paziente ventilato meccanicamente sono stati utilizzati per stimare i parametri viscoelastici del sistema respiratorio a fini diagnostico e prognostico. 

Tecniche bioingegneristiche di aiuto alla decisione medica

Mediante strumenti informatici, reti neurali artificiali e analisi statistica multivariata, si sono realizzati algoritmi e procedure di pattern recognition and classification orientate sia ad un’efficiente interpretazione di dati biomedici sia al miglioramento di decisioni mediche. Particolari problematiche sono state affrontate inerenti all’elaborazione di immagini e segnali digitali, all’estrazione di caratteristiche (features) e all’analisi di sopravvivenza. La ricerca si è spesso abbinata ad obiettivi clinici tesi a migliorare la qualità di protocolli diagnostici e terapeutici basati su sofisticate strumentazioni di misura e metodi quantitativi. I principali campi della Medicina studiati sono stati la Patologia oncologica, la Dermatologia, la Terapia intensiva cardiochirurgica e l’Ostetricia. 

U.O.  ROLANDO BARBUCCI – Università degli Studi di Siena

L’attività di ricerca si è incentrata principalmente su :

- realizzazione di coatings su supporti metallici 

- sintesi di idrogeli polisaccaridici da utilizzare sia come scaffold cellulari che come matrici per il rilascio controllato dei farmaci

-sintesi di idrogeli misti 

- rivestimento di nanoparticelle a base di polisaccaridi 

- sintesi di idrogeli ibridi contententi nanoparticelle di ossidi metallici

Realizzazione di coatings su supporti metallici : Si stanno mettendo a punto delle metodiche per funzionalizzare superfici di ossidi metallici con polisaccaridi. In particolare vengono impiegati dei polisaccaridi a diverso grado di fosfatazione in modo da ottenere delle superfici contenenti gruppi fosfato in grado di migliorare il processo di osteointegrazione della superficie.  I coatings vengono ottenuti tramite “assembling” di tali derivati fosfatati o mediante reazioni chimiche che necessitano la presenza di un braccio spaziatore (catena alchilica) che si lega alla superficie metallica.

Idrogeli polisaccaridici da utilizzare come scaffold cellulari e come matrici per il rilascio controllato dei farmaci

Sono stati sintetizzati idrogeli a base di polisaccaridi naturali (acido ialuronico) e semisintetici (carbossimetilcellulosa e chitosano). È stata valutata l’influenza dell’agente reticolante sulle proprietà chimico-fisiche del materiale, quali il grado e la cinetica di rigonfiamento, la morfologia e le proprietà meccaniche. È stata inoltre analizzata l’influenza dei “bracci” reticolanti sull’adsorbimento e la  conformazione di alcune proteine adesive quali albumina e fibrinogeno.

Gli idrogeli sono stati sottoposti a caratterizzazione morfologica (SEM), chimica (spettroscopia infrarossa) e meccanica (G’e G”).

Sono stati, infine, testati quali supporti cellulari, Sono stati realizzati idrogeli a partire da  nuovi derivati semisintetici di acido alginico e  carbossimetilcellulosa ottenuti inserendo nuovi gruppi funzionali lungo la loro catena. In particolare i polisaccaridi nativi sono stati arricchiti in gruppi ammidici (materiali destinati a favorire la rigenerazione del tessuto cartilagineo) e gruppi fosfato (materiali destinati a favorire la rigenerazione del tessuto osseo). 

Preparazione di idrogeli misti (inter penetrating hydrogels)

Sono stati preparati idrogeli misti costituiti da carbossimetil cellulosa e chitosano, carbossimetilcellulosa e acido ialuronico e carbossimetilcellulosa e guaro. Per la preparazione degli idrogeli misti viene sfruttata la possibilità di far passare gli idrogeli attraverso una siringa. Tali idrogeli una volta allo stato di “sol” possono essere miscelati per ottenere un nuovo composto solido sfruttando le interazioni tra le catene dei polisaccaridi. Tali idrogeli hanno proprietà chimico-fisiche e meccaniche diverse dai singoli idrogeli.  Inoltre, variando le percentuali relative della composizione dell’idrogelo misto è possibile modulare tali proprietà e ottenere materiali diversi a seconda del settore di applicazione. 

Rivestimento di nanoparticelle a base di polisaccaridi 

Nanoparticelle di titania o di ferro-cobalto vengono rivestite con acido ialuronico (Hyal) e acido ialuronico bi-fosfonato (HyalbP) un derivato di sintesi dello Hyal ottenuto mediante l’inserimento di gruppi fosfonici sui gruppi carbossilici dello Hyal.. La scelta di inserire i gruppi fosforici sulla catena del polimero deriva dal fatto che tali gruppi hanno la capacita di formare legami covalenti con gli ossidi metallici. La metodica di rivestimento prevede la miscelazione della dispersione delle NPs con il polisaccaride (Hyal o HyalbP) in acqua a pH basico. L’analisi spettroscopica infrarossa ha evidenziato un’interazione tra i gruppi carbossilici e ammidici nel caso dello Hyal e dei gruppi fosforici e ammidici nel caso dello HyalbP con la superficie delle nanoparticelle. L’analisi XPS su dispersioni di NPs nude e rivestite con i due polisaccaridi è stata effettuata al fine di verificare la presenza del coating sulle particelle e il loro grado di ricopertura. Misure effettuate tramite Dynamic Light Scattering (DLS) indicano che in presenza del polisaccaride le NPs risultano più stabili, meno aggregate e con diametro maggiore sia in acqua che nel terreno di coltura cellulare. L’analisi AFM ha fornito indicazioni relative alla morfologia delle NPs: NPs nude formano clusters con un diametro di 200-400nm e altezze di circa 80-100nm, NPs rivestite con Hyal e HyalbP in genere sono singole e sembrano circondate da un alone di matrice soft riconducibile al polimero. Test biologici condotti su colture cellulari di fibroblasti hanno evidenziato l’assenza di citotosscità di tali nanoparticelle.  Le nanoparticelle sia nude che rivestite non sembrano indurre fenomeni di apoptosi o variazioni sostanziali a livello del citoscheletro delle cellule.

Sintesi di idrogeli ibridi contententi nanoparticelle di ossidi metallici

E’ stata messa a punto una nuova strategia di sintesi di idrogeli ibridi basata sull’uso di nanoparticelle di ossidi metallici ( titania e nanoparticelle ferromagnetiche). Tali nanoparticelle dopo opportuna funzionalizzazione gruppi -NH2  sono state utilizzate come “crosslinker” per la preparazione degli idrogeli ibridi, attraverso la formazione di un legame ammidico tra i gruppi –NH2 sulla superficie delle stesse e i gruppi –COOH dei polisaccaridi (ad esempio carbossimetilcellulosa). Gli idrogeli sono stati sono stati caratterizzati da un punto di vista chimico, morfologico e meccanico chimicamente attraverso analisi FT-IR., SEM/AFM e misure reometriche.  Le analisi confermano la formazione dell’idrogelo che presenta una morfologia simile a quella di altri idrogeli ottenuti utilizzando un “crosslinker” chimico. Gli idrogeli contenenti nanoparticelle magnetiche presentano potenziali applicazioni per il rilascio controllato di farmaci ad azione antitumorale  sfruttando la loro risposta ad uno stimolo magnetico esterno. Inoltre tali materiali risultano essere iniettabili e quindi facilmente applicabili in vivo con interventi non invasivi. 

U.O. ADRIANA BIGI – Università degli Studi di Bologna

I compositi organici/inorganici sintetizzati dagli organismi viventi attraverso i processi di biomineralizzazione vengono sempre più frequentemente utilizzati come modelli a cui ispirarsi per la progettazione di nuovi materiali con particolari proprietà morfologiche, strutturali e meccaniche. In questo ambito l’attività di ricerca dell’Unità di Bologna è indirizzata alla preparazione di compositi a base di fosfati di calcio con potenzialità di impiego come biomateriali nel settore ortopedico. 

Sostituzioni ioniche nei fosfati di calcio

La risposta del tessuto osseo ai fosfati di calcio sintetici (CaPs) può essere ulteriormente migliorata  attraverso il loro arricchimento con ioni e molecole biologicamente attivi. Tra gli ioni presenti nell’ambiente biologico in stretta relazione con la fase minerale figurano cationi bivalenti, come Mg2+, Sr2+, Mn2+, e monovalenti, come Na+ e K+, ed anioni come CO32- e F-. La sostituzione ionica nella struttura dei fosfati di calcio, anche in quantità molto ridotte, può influenzarne in maniera significativa le proprietà fisiche, chimiche e di bioattività. 

L’ottacalcio fosfato (OCP è considerato un precursore delle apatiti biologiche. Inoltre l’OCP è stato individuato in alcune calcificazioni patologiche talvolta in associazione con altri fosfati di calcio. La stretta relazione tra OCP ed HA è dovuta alla loro similarità strutturale: il reticolo cristallino dell’OCP presenta infatti una struttura  a strati in cui si identificano strati apatitici in cui gli ioni calcio e fosfato occupano le posizioni tipiche della struttura dell’HA, alternati a strati idratati dove gli ioni appaiono nettamente più distanti a causa della presenza e inserzione di molecole di acqua. Questa analogia strutturale è alla base della rapida transizione di fase di OCP in HA in soluzione acquosa, transizione che si verifica attraverso idrolisi in situ e/o meccanismi di dissoluzione/riprecipitazione. Abbiamo condotto uno studio indirizzato a verificare la possibilità di introdurre ioni biologicamente rilevanti, Mg2+, Sr2+, e Mn2+ nella struttura dell’OCP. I dati ottenuti indicano che Sr e Mg possono sostituirsi parzialmente al Ca – rispettivamente fino al 7.4 e all’1% - nella struttura dell’OCP. Il Mn inibisce completamente la cristallizzazione di questa fase e porta alla precipitazione di brushite. L’analisi delle modificazioni strutturali indotte dal trattamento termico ha permesso di evidenziare una nuova fase cristallina, “OCP collassato”, che risulta dalla perdita di molecole d’acqua strutturali.

Cementi ossei a base di fosfati di calcio

I bisfosfonati (BPs) vengono ampiamente utilizzati per il trattamento di in una varietà di patologie caratterizzate dalla perdita di sostanza ossea. In precedenza, avevamo verificato la possibilità di introdurre piccole quantità di alendronato e pamidronato, due potenti amminobisfosfonati, nella composizione di un cemento osseo a base di -TCP. I risultati indicavano che il sistema può essere impiegato per unire l’azione di questi composti sulle cellule dell’osso all’azione riparatrice del cemento. Recentemente, siamo riusciti ad aumentare la quantità di BP introdotta nei cementi variando opportunamente la composizione. In particolare sono stati utilizzati cementi biomimetici a base di gelatina ed -TCP in cui è stato introdotto alendronato fino ad una concentrazione di 25 mM. I cementi presentano tempi di setting idonei a garantire una buona maneggi abilità e lavorabilità. I dati ottenuti attraverso tests in vitro indicano che l’alendronato contenuto nei cementi promuove la differenziazione degli osteoblasti ed inibisce l’osteoclastogenesi e la funzione osteoclastica. 

L’ -TCP idrolizza in soluzione acquosa attraverso un meccanismo che implica dissoluzione e successiva precipitazione alla fase più stabile, idrossiapatite (HA). La reazione d’idrolisi è alla base della del meccanismo di indurimento dei cementi ossei a base di -TCP. Al fine di studiare l’influenza degli ioni stronzio e della gelatina sulla reactività di questo fosfato, è stato condotto uno studio chimico, strutturale e morfologico sui prodotti dell’idrolisi di -TCP in soluzioni a diversa concentrazione di ioni stronzio (0, 5, 10, 20 at.%) e di gelatina (0, 0.1, 0.5, 1.0 wt.%).  I risultati indicano che lo stronzio ritarda la reazione di conversione dell’-TCP in apatite. Tuttavia, durante la reazione di conversione lo stronzio entra nel reticolo cristallino dell’apatite, dove si sostituisce in parte agli ioni calcio. D’altra parte in presenza di gelatina la velocità della reazione di conversione risulta aumentata.  La gelatina promuove la reazione di idrolisi in ottacalcio fosfato (OCP) attraverso una stretta relazione strutturale con i cristalli inorganici in crescita su cui la gelatina viene quantitativamente assorbita durante l’idrolisi.

Films di gelatina modificati con alginato ossidato

I materiali per applicazioni nel campo dell’ingegneria tissutale devono essere progettati in maniera opportuna per favorire l’interazione strutturale, meccanica e bio-funzionale con i tessuti naturali. Il supporto deve mimare la matrice extracellulare al fine di promuovere la crescita cellulare, la rivascolarizzazione, e fornire un nutrimento e un apporto di ossigeno adeguati. A tal fine, una quantità di studi sono stati e sono indirizzati alla preparazione di materiali a base di collagene, o del suo derivato gelatina.

La gelatina è un materiale di origine naturale e si ottiene per denaturazione termica o degradazione fisica e chimica del collagene, attraverso la rottura della struttura a tripla elica.

Rispetto al collagene, la gelatina non presenta problemi di antigenicità, è completamente riassorbibile in vivo e le sue proprietà chimico-fisiche possono essere opportunamente modulate. Inoltre è molto meno costosa e più facilmente ottenibile in soluzioni concentrate.

D’altro canto la gelatina è molto solubile in acqua ed ha proprietà meccaniche alquanto scadenti. I risultati di uno studio condotto recentemente nel nostro laboratorio indicano che l’alginato ossidato può essere utilizzato con successo per reticolare e stabilizzare materiali a base di gelatina. In particolare, l’alginato ossidato riduce notevolmente il grado di rigonfiamento e migliora in modo significativo le proprietà meccaniche di films di gelatina.

U.O. RICCARDO D’AGOSTINO – Università degli Studi di Bari

Durante l’anno si sono studiati processi plasmo chimici volti alla realizzazione di materiali capaci di favorire la crescita e proliferazione cellulare su substrati di interesse biomedico. 

Le linee di ricerca investigate sono essenzialmente tre:

Deposizione di film nano compositi contenenti idrossiapatite (HA): 

A tal proposito si sono studiati  processi di sputtering via plasma da un target di HA o processi combinati sputtering/deposizione finalizzati all’ottenimento di film nano compositi contenenti HA. In quest’ultimo caso lo scopo è stato quello di mimare la struttura e composizione dei tessuti calcificati migliorando le interfacce tra il film depositato via plasma e l’ambiente biologico da un lato e il biomateriale dall’altro. I film depositati via plasma sono stati caratterizzati mediante tecniche di analisi superficiale quali misura di angolo di contatto (WCA), per analizzare la bagnabilità superficiale del film, misura dello spessore del film depositato (profilometria) e analisi chimica qualitativa e quantitativa  superficiale con Spettroscopia fotoelettronica a raggi X (XPS). Sono stati studiati processi di sputtering di HA in differenti condizioni sperimentali investigando l’effetto della potenza e del flusso di Ar. Studi analoghi sono stati effettuati alimentando la scarica con Ar e Alcool allilico al fine di ottenere un film nano composito in cui cluster di HA fossero circondati da una matrice organica contenente gruppi ossigenati. I risultati ottenuti mostrano una chiara dipendenza della natura chimica della fase calcio fosfato depositata dalle condizioni di sputtering utilizzate. In particolare aumentando la potenza immessa da 10W a 300W si osserva chiaramente una conversione del Ca2PO4 in CaO tossico per le cellule e tessuti. Tuttavia film con una elevata ritenzione della struttura chimica dell’HA sono stati ottenuti in condizioni di deposizione o sputtering più blande e la presenza del film organico ha mostrato una certa “protezione” dello strato inorganico interno non consentendo uno sputtering dello stesso con conseguente conversione in fasi meno interessanti e tossiche. E’ stato infine investigato il ruolo del vapor d’acqua nelle scariche che ha mostrato un miglioramento delle proprietà chimico/fisiche del film fosfato depositato.

Deposizione e trattamento plasmo chimico di scaffold 3D: 

Sono stati trattati substrati porosi 3D ottenuti con la tecnica solvent casting particulate leaching a differente porosità. Si è studiato l’effetto della penetrazione delle specie attive prodotte nel plasma all’interno dello scaffold aspetto di notevole importanza per l’applicazione di plasmi a bassa pressione per sistemi strutturalmente complessi di questo tipo. Si è provveduto alla deposizione di film funzionalizzati con gruppi amminici da scariche a bassa pressione alimentater con etilene e N2. Dai risultati ottenuti si è riuscito a dimostrare che vi è una penetrazione di cellule all’interno dello scaffold con colonizzazione dello stesso grazie ad una efficace funzionalizzazione fino a circa 3mm di profondità in scaffold con porosità di circa 300µm. D’altro canto si è dimostrato che i processi di trattamento plasmo chimico con N2 e H2 sono ben più efficienti dei processi di deposizione perché consentono di alterare e migliorare sensibilmente il carattere idrofilo dei materiali investigati dando risultati molto attraenti per future applicazioni in campo biomedico.

Sviluppo di processi plasmo chimici ad alta pressione per applicazioni in campo biomedico:

Sono iniziati degli studi di deposizione via plasma a pressione atmosferica da monomeri biodegradabili per la deposizione di film di interesse biomedico. Tale campo di ricerca è veramante innovativo. Tali studi hanno iniziato a confermare una dipendenza della struttura chimica e della degradabilità dei film dalle condizioni sperimentali applicate.

U.O. PAOLO FERRUTI – Università degli Studi di Milano

During this year the unit continued studies on poly(amidoamine)s (PAAs) with a potential for tissue engineering applications. Special emphasis was focused on tubes with tuned internal diameter as scaffolds for peripheral nerve regeneration.

Attention has been focused on three different PAAs as crosslinked hydrogels:

ISA23: amphoteric PAA prevailingly anionic at physiological pH obtained by polyaddition of 2,2’-bis(acrylamido)acetic acid and 2-methylpiperazine, AGMA1: amphoteric PAA prevailingly cationic at physiological pH obtained by polyaddition of 2,2’-bis(acrylamido)acetic acid and 4-aminobutyl guanidine (agmatine). 

ISA1: entirely cationic, but moderately basic PAA obtained by polyaddition of 1,4-bis(acryloyl)piperazine and a 1:1 mixture of  2-methyl-piperazine and N,N’-bis(2-hydroxyethyl)ethylenediamine.  

These PAA structures have been used for preparing different polymer systems:

1. Soluble PAAs carrying activated disulphide groups and free thiol groups as side substituents

In particular, ISA 1 and ISA 23 containing 2-pyridinyl-dithio-ethylamine functions have been synthesised as linear polymers. This group easily undergoes exchange reactions with molecules containing thiol groups such as peptides, proteins or drugs.
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2. Poly(amidoamine)-based hydrogels for Tissue Engineering applications

For peripheral nerve injury, treatment typically consists of either direct end-to-end surgical reconnection of the damaged nerve ends or the use of an autologous nerve graft (Figure 1). Suturing the ends of the two nerve ends together can repair small defects or gaps in the nerve. For longer nerve gaps, this approach is not desired because any tension introduced into the nerve cable would inhibit nerve regeneration.
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Figure 1: Nerve regeneration

The goal of this second part the year’s activity has been the preparation of nerve guidance conduits with specific diameters made of PAA hydrogels to be used as scaffolds for the peripheral nerve regeneration. 

Two different techniques were used for obtaining PAA hydrogels. 

1. PAA hydrogels were obtained by co-polymerising the same monomers reported above for ISA23, AGMA1 and ISA1 in the presence of ethylenediamine as crosslinking agents. 

These PAA hydrogels were soft and highly swellable materials. Cytotoxicity tests demonstrated that all  of them were cytobiocompatible. They all degraded and dissolved at 37°in Dulbecco medium after a few weeks. Teir degradation products did not exhibit measurable cytotoxicity. 

Their adhesion and differentiation capability were studied with remarkably good results towards different cell lines: neuronal cells, Mouse Embryo Fibroblast (3T3/BalbC Clone A3); Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells (MDCK Line) and Phaeochromocytoma of rat adrenal medulla cells (PC12). For neuronal cells, AGMA1 hydrogels performed best, followed by ISA1 and ISA23 in the order, but unfortunately all PAA  hydrogels prepared by this method very too soft and brittle, not suitable for preparing objects with different shapes as scaffolds for tissue engineering applications, such as  solid sheets and tubes.  Moreover, their fast degradation in physiological conditions did no allow them to stay long enough for most in vivo tissue engineering applications

2. To overcome this problem a new synthetic method has been developed leading to hydrogels with similar composition and biological properties, but exhibiting a much better mechanical strength. In particular a different two-step pathway was been followed: in the first step an acryloyl end-capped linear PAA oligomer was synthesised using a controlled excess of the bisacrylamides in the polymerization recipe; in the second step this oligomer was photopolymerized by UV irradiation producing hydrogels with good mechanical characteristics. Using these new hydrogels large sheets and tubes of various sizes have been prepared (Figure 2).
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Figure 2: Films and tubes of  PAA hydrogels prepared by Method 2.

Besides being endowed with good mechanical properties, these new hydrogels were considerably much slower degraded under physiological conditions, dissolving only after several months. Their performance in cell adhesion and proliferation tests was similar to those of ethylenediamine-based hydrogels.

Preliminary implantation test are now in progress on living rats to prove the potential of these PAA hydrogels in tissue engineering and, particularly, in neural tissue repair. For 
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be of  Agma 1 hydrogel with 0,7 mm inner diameter implanted in a rat as scaffold to promote re-growth of the severed sciatic nerve. 

Figure 3: Agma 1 tube (Method 2)  implantated in rat

U.O. ROBERTO GIARDINO – Università degli Studi di Bologna

L’attività di ricerca svolta è stata principalmente rivolta ai seguenti studi sperimentali:

- valutazioni in vitro della citotossicità di materiali innovativi per la riparazione del tessuto cartilagineo e del tessuto osseo, utilizzando le colture cellulari suggerite dalle normative UNI EN ISO 10993-5:2009 “Biological evaluation of medical devices, Part 5: Test for cytotoxicity: in vitro methods” inerenti alle suddette prove. A questo scopo sono stati valutati la vitalità e la proliferazione cellulare, attraverso tests biochimici, enzimatici e con colorazioni vitali.   

- valutazioni in vitro della biocompatibilità e bioattività dei nuovi materiali utilizzando diverse colture cellulari a seconda della finalità del biomateriale.   A questo scopo sono stati valutati i più rappresentativi markers di differenziamento cellulare per mettere in evidenza la bioattività delle cellule al termine dei tempi sperimentali di coltura a contatto con il materiale.  

- Prove in vivo attraverso l’uso di idonei modelli sperimentali per la valutazione dell’efficacia riparativa e/o dell’osteointegrazione dei biomateriali. I risultati sono stati ottenuti da studi di analisi istologica, istomorfometrica, biomeccanica e micro-tomografica.  

Gli studi in vitro e in vivo sono stati condotti su materiali innovativi per la riparazione del tessuto osseo e cartilagineo forniti dalle Unità Operative del C.R.I.S.M.A. dell’Università di Siena (Polo Scientifico San Miniato, prof. R. Barbucci) e dell’Università di Bologna (Dipartimento di Chimica “G. Ciamician”, prof. A.Bigi).

U.O. Elisabetta Weber – Università degli Studi di Siena

L’unità di ricerca della Prof. Elisabetta Weber si occupa dello studio dell’endotelio linfatico su sezioni di tessuto ed in coltura. Le ricerche effettuate in collaborazione con il Prof. Barbucci, direttore del CRISMA, nel corso del 2009 sono le seguenti: 

1) abbiamo valutato il comportamento di cellule endoteliali sanguifere e linfatiche su superfici microstrutturate con vari pattern (a strisce di varia dimensione, a spirale, a scacchiera) ottenute mediante fotoimmobilizzazione di hyaluronan (Hyal) su vetro aminosilanizzato in presenza di fotomaschere con topografia diversa. Le cellule si allineavano sempre sul vetro evitando lo Hyal ed anche le stress fibers si orientavano di conseguenza. Pertanto le superfici microstrutturate in cui una chimica favorevole (vetro) si alterna ad una sfavorevole (Hyal), sono ancora una volta risultate ideali nel promuovere l’allineamento delle cellule e nel guidare la loro crescita nella direzione desiderata. Su queste stesse microstrutture abbiamo valutato anche la produzione di fibrillina da parte delle cellule. La fibrillina infatti gioca un ruolo fondamentale nella biologia vascolare: nelle arterie forma lo scaffold per la deposizione di elastina e conferisce quindi al vaso una buona resistenza meccanica. Nei linfatici è implicata nella trasduzione del segnale proveniente dalla matrice extracellulare e nella formazione della linfa. In tutte le microstrutture le cellule endoteliali sanguifere si adattavano al pattern della microstruttura deponendo la fibrillina sotto forma di un unico fascio che ripeteva la forma della microstruttura mentre le cellule endoteliali linfatiche deponevano la fibrillina sempre in modo più irregolare rispondendo al pattern della microstruttura solo quando le sue dimensioni erano molto piccole come nelle strisce di 25m e nella parte più sottile della spirale.

U.O. MARINA ZICHE – Università degli Studi di Siena

Il laboratorio della Prof. Marina Ziche incentra la sua ricerca sull’endotelio vascolare con particolare enfasi sull’angiogenesi, una delle principali funzioni svolte da questo tessuto. L’angiogenesi, processo che porta alla formazione di nuovi vasi a partire da vasi preesistenti, ha un ruolo fisiologico rilevante durante lo sviluppo embrionale e nell’adulto, ma acquisisce un connotato patologico quando compare in tessuti fisiologicamente non vascolarizzati o in corso di neoplasie. 

Il coinvolgimento fisiologico dell’angiogenesi è alla base di un buon processo di rigenerazione tissutale dopo una lesione o in seguito all’impianto per procedure chirurgiche o riparative di un dispositivo medico o “medical devices”, anche quando questo occorre nel tessuto osseo.

L’unita’ operativa della Prof. Ziche si e’ occupata di studiare il comportamento di cellule endoteliali su differenti biomateriali forniti dalle unita’ chimiche del CRISMA e partecipanti al progetto FIRB 2001 coordinato dal Prof. Barbucci “Tecnologie per la manipolazione su scala nanometrica dei materiali e loro applicazione biomedica”. 

A tale scopo sono state utilizzate cellule endoteliali del microcircolo coronarico, sede del rimodellamento vascolare e dell’angiogenesi. I parametri studiati comprendono:

· la sopravvivenza cellulare a breve e lungo termine valutata tramite dosaggi biochimici e analisi dei parametri legati alla morfologia mediante SEM, ESEM;

· adesione cellulare ed organizzazione del citoscheletro (beta-actina, tubulina, integrine e proteine della matrice extracellulare);

· parametri di funzionalita’ vascolare (espressione e attivita’ della monossido di azoto sintetasi costitutiva);

· induzione di processi infiammatori (forma inducibile di ciclossigenasi-2);

Inoltre, sono stati analizzati parametri più prettamente legati al fenomeno di angiogenesi come la trascrizione e rilascio di FGF-2 (fibroblast growth factor-2) e metalloproteasi della matrice extracellulare e la riposta delle cellule endoteliali adese ai biomateriali a specifici fattori angiogenici come VEGF (vascular endothelial growth factor).

L’unità ha caratterizzato la risposta dell’endotelio a diverse superfici (PET, vetro) micro e nanostrutturate con differenti procedure e differenti tipi di coatings, per potenziali applicazioni in patologie cardiovascolari. Da tali analisi è emerso che tutti i tipi di biomateriali non sono citotossici per l’endotelio ma che solo alcune delle strutturazioni superficiali sono in grado di sostenere la corretta adesione cellulare mantenendo la morfologia e funzionalità endoteliale. Altre invece sono in grado di indirizzare l’adesione cellulare, modificando la morfologia ma mantenendo la vitalità cellulare.

Inoltre, sono stati caratterizzati materiali sintetici con possibile utilizzo per la riparazione di tessuti mineralizzati (osso) ed in particolare nanocristalli di idrossiapatite e leghe di titanio. Entrambi i materiali hanno dimostrato una buona biocompatibilita’ per l’endotelio stimolandone le funzioni biologiche ma in particolare le funzioni proangiogeniche, quali la produzione di FGF2.

Produzione scientifica

Pubblicazioni su riviste

E. Boanini, K. Rubini, S. Panzavolta, A. Bigi. Chemico-physical characterization of gelatin films modified with oxidized alginate. Acta Bio 2010; 6: 383-388. 

E. Boanini, S. Panzavolta, K. Rubini, M. Gandolfi, A. Bigi. Effect of strontium and gelatin on the reactivity of a-tricalcium phosphate. Acta Bio  6 (2010) 936–942 .

E. Boanini, M. Gazzano, A. Bigi. Ionic substitutions in calcium phosphates synthesized at low temperature. Acta Bio 2010; 6: 1882–1894.

E. Boanini, M. Gazzano, K. Rubini, A. Bigi. Collapsed Octacalcium Phosphate Stabilized by Ionic Substitutions. Crys Growth Des 2010; 10: 3612–3617.

S. Panzavolta, P. Torricelli, B. Bracci, M. Fini, A. Bigi. Functionalization of biomimetic calcium phosphate bone cements with alendronate. J Inorg Biochem 2010; 104: 1099–1106.

RolandoBarbucci, Federica Fantozzi, Enrico Arturoni, 

The effects of the electric fields combination with hydrogels to achieve complete release of an antitumoral drug in model tumor-cells.

Bioelectrochemistry, 78(2), 191-195, 2010

R. Barbucci, E. Arturoni, G. Panariello, C. Di Canio

A new amido phosphonate derivative of carboxymethylcellulose with an osteogenic activity and which is capable of interacting with any Ti surface

Journal of Biomedical Materials Research-Part A, 95A(1),  58–67, 2010

S. Lamponi, C. Di Canio, R. Barbucci

Chemistry and topographic domains: micropatterned surfaces. Production, physico-chemical and biological characterisation   

In: “Cell Mechanochemistry. Biological Systems and Factors Inducing Mechanical Stress, Such as Light, Pressure and Gravity”. M. Monici, J. van Loon Eds. ,Transworld Research Network Publishers, India, pp. 55-74, 2010

Rolando Barbucci, Roberto Giardino, Milena De Cagna, Lucia Golini, Daniela Pasqui

Inter Penetrating Hydrogels (IPHs) as a new class of injectable polysaccharide hydrogels with thixotropic nature and interesting mechanical and biological properties

Soft Matter, 6, 3524-3532, 2010

Koika V, Zhou Z, Vasileiadis I, Roussos C, Finetti F, Monti M, Morbidelli L,

Papapetropoulos A. PKG-I inhibition attenuates vascular endothelial growth

factor-stimulated angiogenesis. Vascul Pharmacol. 2010 Nov-Dec;53(5-6):215-22.

Terzuoli E, Puppo M, Rapisarda A, Uranchimeg B, Cao L, Burger AM, Ziche M,

Melillo G. Aminoflavone, a ligand of the aryl hydrocarbon receptor, inhibits

HIF-1alpha expression in an AhR-independent fashion. Cancer Res. 2010 Sep

1;70(17):6837-48. 

Terzuoli E, Donnini S, Giachetti A, Iñiguez MA, Fresno M, Melillo G, Ziche M. 

Inhibition of hypoxia inducible factor-1alpha by dihydroxyphenylethanol, a

product from olive oil, blocks microsomal prostaglandin-E synthase-1/vascular

endothelial growth factor expression and reduces tumor angiogenesis. Clin Cancer 

Res. 2010 Aug 15;16(16):4207-16. 

Palumberi D, Aldi S, Ermini L, Ziche M, Finetti F, Donnini S, Rosati F.

RNA-mediated gene silencing of FUT1 and FUT2 influences expression and activities

of bovine and human fucosylated nucleolin and inhibits cell adhesion and

proliferation. J Cell Biochem. 2010 Sep 1;111(1):229-38. 

Lund N, Henrion D, Tiede P, Ziche M, Schunkert H, Ito WD. Vimentin expression 

influences flow dependent VASP phosphorylation and regulates cell migration and

proliferation. Biochem Biophys Res Commun. 2010 May 7;395(3):401-6. 

Donnini S, Solito R, Cetti E, Corti F, Giachetti A, Carra S, Beltrame M,

Cotelli F, Ziche M. Abeta peptides accelerate the senescence of endothelial cells

in vitro and in vivo, impairing angiogenesis. FASEB J. 2010 Jul;24(7):2385-95.

Morbidelli L, Pyriochou A, Filippi S, Vasileiadis I, Roussos C, Zhou Z,

Loutrari H, Waltenberger J, Stössel A, Giannis A, Ziche M, Papapetropoulos A. The

soluble guanylyl cyclase inhibitor NS-2028 reduces vascular endothelial growth

factor-induced angiogenesis and permeability. Am J Physiol Regul Integr Comp

Physiol. 2010 Mar;298(3):R824-32. 

Donnini S, Terzuoli E, Ziche M, Morbidelli L. Sulfhydryl

angiotensin-converting enzyme inhibitor promotes endothelial cell survival

through nitric-oxide synthase, fibroblast growth factor-2, and telomerase

cross-talk. J Pharmacol Exp Ther. 2010 Mar;332(3):776-84. 

Monti M, Donnini S, Giachetti A, Mochly-Rosen D, Ziche M. deltaPKC inhibition 

or varepsilonPKC activation repairs endothelial vascular dysfunction by

regulating eNOS post-translational modification. J Mol Cell Cardiol. 2010

Apr;48(4):746-56. 

Melisi D, Rosso F, Curcio A, Tortora C, Nieddu M, Marino G, Lettieri M, Grimaldi A, Luongo E, Romano S, Romano MF, Boatto G, Abignente E, Barbarisi A, Rimoli MG. Galactosyl derivative of N(omega)-nitro-L-arginine: study of antiproliferative activity on human thyroid follicular carcinoma cells.  J Cell Physiol. 2009, 221(2):440-7. Impact Factor (2009) 4,586.

Marino G, Rosso F, Cafiero G, Tortora C, Moraci M, Barbarisi M, Barbarisi A. 2010. -Tricalcium phosphate 3D scaffold promote alone osteogenic differentiation of human adipose stem cells: in vitro study. J Mater Sci Mater Med., 2010, 21:353-363. Impact Factor (2009) 1,995.

Vitale A, Rosso F, Barbarisi A, Labella T, D'Auria S. 2010. Properties and evolution of an alcohol dehydrogenase from the Crenarchaeota Pyrobaculum aerophilum. Gene. 2010. 461(1-2):26-31. Impact Factor (2009) 2,416.

Cafiero G, Papale F, Grimaldi A, Rosso F, Barbarisi M, Tortora C, Marino G, Barbarisi A. Immunogold Labelling in Environmental Scanning Electron Microscopy: Applicative Features for Complementary Cytological Interpretation. Journal of Microscopy. 2011. 241(1): 83-93. Impact Factor (2009) 1,612. 

Libri

F. Rosso, M. Barbarisi, A. Barbarisi

Technology for Biotechnology. In “Biotechnology in Surgery” pp. 61-72, (A. Barbarisi Ed.) Springer 2010.

A. Barbarisi, F. Rosso

Regenerative Medicine: Current and Potential Applications. In “Biotechnology in Surgery” pp. 75-91, (A. Barbarisi Ed.) Springer 2010.

A. Grimaldi, F. Rosso, A. Barbarisi

Biotechnological Approaches to Hemostasis and Molecular Mechanisms of Wound Healing. In “Biotechnology in Surgery” pp. 105-115, (A. Barbarisi Ed.) Springer 2010.

Brevetti

Abignente E., Barbarisi A., Barbarisi M., Boatto G., Curcio A., De Lucia S., Melisi D., Nieddu M., Novellino E., Rimoli M.G., Rosso F. Derivati glicosilati della Nω-nitro-L-arginina come agenti antitumorali. Brevetto Italiano depositato il 19 giugno 2007 N. MI2007A 1225.

Di Lazzaro A., Iaffaioli R., Rosso F., Barbarisi A. Processo biotecnologico eco-compatibile per l’estrazione di trans-resveratrolo da scarti vegetali. 2008

RM 2008 A 612. Brevetto Nazionale;

Rosso F., Di Lazzaro A., Iaffaioli R., Barbarisi A. Procedimento per la preparazione di nanoparticelle reticolate a base di estere benzilico dell’acido ialuronico da utilizzare come vettori per il rilascio controllato di principi attivi. Brevetto Italiano depositato il 12 gennaio 2011 N. RM2011A000008.

Premi

La U.O del Prof. Barbucci ha ricevuto il terzo premio ex-aequo per il progetto “Idrogeli con nanoparticelle magnetiche per trattamento di tumori ossei” nella VII Edizione PremioVespucci 2010.

Finanziamenti

La Fondazione Monte dei Paschi ha approvato un finanziamento  per una ricerca la cui finalità è la “Prevenzione e cura dell'osteoartrite: patogenesi e terapie innovative”, coordinata dal Prof. Francesco Antonio Manzoli degli Istituti Ortopedici Rizzoli ed in cui sono coinvolte le UU.OO. Barbucci e Giardino. Euro 20.000,00 sono stati messi a diposizione per la ricerca effettuata dal Prof. Barbucci.

Strumentazione

Il Centro ha proceduto all’acquisto della seguente strumentazione:

	N.
	Data
	Descrizione
	Valore

	367
	01/03/10
	Stampante HP C4580
	€ 84,50

	368
	18/03/10
	PC Hunday + Windows 7 pro + Office 2007
	€ 807,80

	369
	02/05/10
	Stampante Canon Inkjet Pixma 2700
	€ 57,60

	370
	18/06/10
	Zetasizer Nano S90
	€ 20.400,00


Il Centro ha proceduto allo scarico della seguente strumentazione:

	N.
	Data acquisto
	Descrizione
	Valore
	Data scarico

	346
	07/05/07
	Schermo Benq LCD 17"
	206,2
	22/01/10

	360
	08/09/08
	Stampante CLX-2160 Multi Samsung
	253,08
	22/01/10
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