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Capitolo 1

DIABETE E OSTEOPOROSI

Il diabete mellito e I' osteoporosi sono entramhbtgbogie in rapida e costante diffusione,
sostenute dall’ incremento dei casi nelle popolsizamziane (1). Dovute sia al progressivo
invecchiamento della popolazione sia alle modificheetaboliche proprie di tale
processo;che si associa a cambiamenti fisiopamlagideclino funzionale che possono
risultare in un’aumentata fragilita, disabilita &late, dovute almeno in parte ad una ridotta
massa e forza muscolari, che pud essere aggraafawhlattie croniche tra cui il diabete.

Il diabete mellito (“diabainein”, attraversare;"melolce) viene genericamente classificato
in:

Diabete mellito di tipo 1

Diabete mellito di tipo 2

Mentre il diabete di tipo 1 € determinato dallatdizione dellef cellule pancreatiche, di
solito associato ad insulino -dipendenza; il dial tipo 2 presenta una eziologia di tipo

multifattoriale, riconducibile infatti all'azioneotnbinata di

piu geni e fattori ambientali, inclusi i fattori déchio legati
allo stile di vita dei singoli individui.

L’osteoporosi, invece, e una patologia che comparta
riduzione della massa ossea e alterazioni dellattsta
dell'osso che diventa poroso.

Di conseguenza, I'osso diventa piu fragile e maggente
esposto a fratture spontanee o provocate da traumi.
Le zone piu comuni di rottura sono vertebre, fempadso,
omero. Esistono due tipi di osteoporosi distinti post-
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menopausale, la cui causa principale é legata lallsca diminuzione degli estrogeni
circolanti,ed osteoporosi senile, legata ad un afondi un ormone che sottrae calcio e
fosfato all’osso. L’osteoporosi,quindi, € determiénada una perdita di equilibrio fra
osteoblasti e osteoclasti, ed imputabile ad un maggroduzione di osteoclasti 0 a una
diminuita attivita degli osteoblasti.

Recentemente si sono ampliate le conoscenze cuilielazioni esistenti tra queste due
patologie, associando il diabete ad un elevatdinsdi fratture femorali, omerali e del
piede.

Studi recenti hanno suggerito che il diabete pepws& aumentare il rischio di fratture
femorali, omerali e del piede negli anziani (2-7yieerche in animali da esperimento
diabetici hanno evidenziato delle alterazioni netienformazione ossea che si sono
ipotizzato come possibile fattori favorenti dekhg di fratture. Nonostante cio, questo e un
argomento ancora non del tutto chiaro ed € nedassaa conoscenza piu approfondita dei
fattori che determinano la qualita dell'osso nelbdite per attuare una prevenzione efficace
delle fratture in questa popolazione ad alto rischi

Diversi meccanismi sono stati proposti per spiedarpossibili influenze del diabete sul
tessuto osseo. | livelli bassi di insulina nel eibdi tipo 1 e

nel diabete di tipo 2 di lunga durata possono aqausaa riduzione della densita minerale
ossea (DMO) (8).

D’altra parte, i diabetici di tipo 2 sono frequemtnte obesi e I'obesita si associa di solito
ad una normale o elevata DMO (9) probabilmenteawttiso I'aumento del carico e
attraverso fattori ormonali come gli estrogenindulina, la leptina e I'adiponectina (9-11).
La glicosuria puo favorire una ipercalciuria e cansente perdita di massa ossea (12). |
prodotti finale della glicosilazione avanzata (AGHsossono accumularsi nelle fibre
collagene alterando la struttura e la resistensaa$13). LInsulin like growth factor-1”
(IGFI), proposto come fattore anabolizzante dedimsha livelli circolanti bassi nei soggetti
diabetici (14).

Un processo di inflammazione cronica con aumentta m@oduzione di citochine puo
anch’esso accelerare il rimodellamento osseo esdditp di DMO (15). Le complicazioni
microvascolari del diabete possono ridurre il ftlussascolare osseo e contribuire alla
fragilita ossea (16, 17) e la riduzione della fomzilita renale si associa ad una bassa DMO

in donne anziane (18).
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Il processo d’invecchiamento per se si associa mb@amenti fisiopatologici e declino
funzionale che possono risultare in un’aumentaagilita, disabilita e cadute, dovute al
meno in parte ad una ridotta massa e forza musqalarcopenia) (19), che puo essere
aggravato dalle malattie croniche tra cui il digbet

La riduzione della massa muscolare pud portareédazione dell’attivita fisica con
peggioramento del compenso glicometabolico e raheidella DMO.

La maggior parte degli studi hanno evidenziato udazione modesta della DMO in
soggetti con diabete di tipo 1 (6, 22-23) e un vaie incremento del rischio di fratture
femorali (3, 4). Risultati contrastanti sono stasicontrati in due studi caso controllo
precedenti (23, 24). | dati sui markers di rimoaelénto osseo nel diabete di tipo 1 non
sono consistenti. In questo modo, studi in anint&i esperimento indicano un basso
rimodellamento 0sseo con attivita osteoblasticastdoclastica ridotte (12, 25) mentre studi
di rimodellamento osseo in soggetti diabetici tipbanno riportato sia un aumento (26, 27)
che una riduzione nel riassorbimento osseo (21,R28he i dati sui markers di formazione
ossea non sono omogenei (21, 29, 30).

E quindi ipotizzabile che una alterata qualita 'deio con una riduzione della resistenza
ossea possa essere un fattore importante dell’aatoerschio di fratture tra i diabetici.

Due studi condotti in animali da esperimento dimbetonfermano la ipotesi che I'osso
diabetico possa avere una ridotta resistenza ossassenza di una riduzione della DMO
(31, 32). Un altro studio ha riportato che i femdriratti spontaneamente diabetici hanno
una riduzione della resistenza alla torsione, deéaione angolare e assorbimento della
energia, nonostante la DMO non fosse significateat® ridotta (25). Una possibile
spiegazione della ridotta resistenza ossea nektdiab 'accumulo di prodotti finale della
glicosilazione avanzata (AGESs) nelle fibre di cgtae ossee.

Gli AGEs si formano attraverso una serie di reazimn enzimatiche tra il glucosio e le
proteine e la formazione di questi composti pufugrizare I'integrita e la funzionalita delle
proteine.

In uno studio su cadaveri, Wang et al. (33) hanmszontrato che una maggiore
concentrazione di AGEs si associava ad una ridezitalla resistenza ossea. Si e ipotizzato
che gli AGEs possano direttamente alterare le pt#pfisiche del collageno (34) e studi in
colture cellulari indicano che gli AGEs possanohenmfluire sul metabolismo delle cellule

ossee. In questo modo e stato riportato che gli @& collageno stimolano la produzione
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di interleuchina-6 in cellule ossee umane (35)higuono la espressione fenotipica degli
osteoblasti (36) ed incrementano il riassorbimesteo indotto dagli osteoclasti (37).

Non é del tutto chiaro se le terapie attualmentiézzdte per la osteoporosi, che hanno
dimostrato una riduzione del rischio di fratturepopolazioni di anziani con ridotta DMO,
saranno in grado di dimostrarsi altrettanto efficagla riduzione degli eventi fratturativi
negli anziani diabetici di tipo 2, con DMO normaeaumentata. Nonostante cio, ci sono
evidenze iniziali che le terapie antiriassorbith@nno un effetto simile a quello osservato
nei soggetti non diabetici (38, 39), ed e statogstitp di attuare queste terapie anche in
presenza di una DMO normale in anziani diabetiel lsanno avuto una frattura (40). Non e
nemmeno del tutto chiaro se la terapia antidiabetiggressiva e la riduzione delle

complicanze diabetiche possono avere effetti sgbo

Dott. Ignazio Alberto Barbagallo Pagina 8



Capitolo 2

LE CELLULE STAMINALI

Durante I'embriogenesi, un singolo oocita fecondataon grado di dare origine a un
organismo pluricellulare, attraverso eventi di catmment, proliferazione e differenziazione

che portano alla formazione di organi e tessueiv

Dopo la nascita e per tutta la vita adulta, tutiessuti mantengono la lo ro omeostasi,

sostituendo cellule che muoiono naturalmente ousaali insulti esterni o patologici. La
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capacita dell’embrione di creare tutti i tipi cddld e la capacita di alcuni tessuti adulti di
rigenerarsi nel corso della vita € dovuta alla gnea di cellule staminali (SC). Queste
possiedono elevate capacita di autorinnovarsi, cio@lividersi e ricreare altre cellule
staminali identiche alla madre, ma anche di prdife indefinitamente e differenziare in

molteplici tipi cellulari seguendo specifici pathygamolecolari.
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A tutt'oggi non esiste ancora una definizione oramerensiva e puntuale delle cellule
staminali. Con una buona dose di approssimaziopacdefinire una staminale come “una
cellula che si divide (di solito raramente) dandimgioe a due cellule diverse tra loro: una
cellula figlia € uguale alla cellula madre (stanh)anentre l'altra cellula figlia & diversa
(progenitore) e, anche se puo dividersi numerosi,voon puo piu farlo indefinitamente
(perdita della staminalita) e prima o poi tuttaslea progenie differenziera in un solo tipo

(cellula staminale unipotente) o in diversi tipieljala staminale multipotente)di cellule
differenziate” (Fig. 1)-
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Figura 1
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Figura 2
Mentre le cellule staminali del’embrione sono petienti, cioeé hanno conservato la capacita
di differenziare in tutti i tessuti dell'animalej stiene che le cellule staminali dei tessuti
adulti possiedano capacita differenziative limitatéessuto in cui risiedono (41).
Tuttavia, questa teoria negli ultimi anni e statasea in discussione da studi che indicano
che alcuni tipi di cellule staminali adulte sonogrado di generare progenie tipica di altri
tessuti, cioe sono dotate di plasticita (42). Sorte le caratteristiche che permettono di
correlare diversi tipi di cellule staminali, in eifimento, soprattutto, alle loro capacita di

autoreplicazione, proliferazione e differenziazione
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Le cellule staminali embrionali derivano dalla blastocisti
Le cellule staminali adulte originano dopo la gastrulazione
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2.1 LE CELLULE STAMINALI EMBRIONALI (ES)

Le cellule staminali embrionali derivano dalla nas=®llulare interna della blastocisti
dell’embrione dei mammiferi, prima dell'impianto Ilze parete uterina. Le cellule ES
possono proliferare indefinitamente, mantenenddofa pluripotenza, ma allo stesso
tempo possono dare origine a tutte le cellule efdglietti embrionali e differenziare in
tutti i tipi cellulari dell’organismo adulto. Intve, possono essere isolate, stabilizzate e
cresciute ex vivo, dove continuano a mantenerere élevate capacita autorinnovative,
proliferative e differenziative. Le cellule ES nmgi sono state stabilizzate per la prima

volta nel 1981, e si sono rivelate di estrematatsia per la generazione di topi mutanti,
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sia per lo studio dei meccanismi che regolano llugpo e la differenziazione tissutale (
43; 44). Nel 1998 sono state generate cellule st@mpluripotenti anche a partire da
blastocisti umane (45). Per mantenere le cellularE®ltura nel loro stato relativamente
indifferenziato, esse devono ricevere costitutivai@eil segnale estrinseco di una
citochina, il LIF (Leucemia Inhibitory Factor) (46)he agisce tramite il suo legame a un
eterodimero costituito dal recettore per lo stddsoe dalla glicoproteina 130 (gp130) che
attiva un segnale tramite il pathway molecolare JAK/STAT, essenziale per |l
mantenimento della pluripotenzialita in vitro (4i)assenza di LIF, spontaneamente le
cellule ES coltivate si aggregano formando i camibrioidi che differenziano, se esposti
ad appropriati fattori di crescita, in diversi lages cellulari, tra cui cellule muscolari
cardiache pulsanti, isole sanguigne, neuroni, keellendoteliali, cellule pigmentate,
macrofagi, cellule epiteliali e adipociti (48; Daei al., 1997; 50, 1997; Brustel et al.,
1999) (Figura 1.2.1).

Similmente, se le cellule ES vengono iniettateopi nudi, queste differenziano in masse
multicellulari, definiti teratocarcinomi. Sebbenleprogramma di espressione genica di
gueste strutture somigli fortemente al pathwayedéhziativo tipico dello sviluppo degli
animali, la crescita di queste strutture e caotdhrisultato finale € un miscuglio di tessuti
diversi (41). Questo illustra I'importanza delle tdrazioni intercellulari e della
organizzazione cellulare nello sviluppo embriondbeirante I'embriogenesi, infatti, la
comunicazione intercellulare genera una trasmisseirsegnali specifici tra una cellula e
guelle che la circondano, alterando in qualche mbdomportamento di queste ultime. |I
modo piu comune di comunicare € I'utilizzo di sdgohimici, quali ormoni o citochine.
E’ quindi di importanza fondamentale studiare i n@tsmi molecolari e biochimici che
spingono le cellule ES ad adottare specifici desiifferenziativi. Ad esempio, il gruppo di
Brustle & stato in grado di isolare una popolazipane di progenitori multipotenti che
esprimono marcatori di precursori gliali. Aggregatirini di cellule ES sono stati coltivati
e propagati in mezzo condizionato contenente pramiganto il fattore di crescita dei
fibroblasti (FGF2), successivamente un mix di FGFR fattore di crescita epidermico
(EGF), e infine, un mix di FGF2 e il fattore di so#ta derivato dalle piastrine (PDGF). In
queste condizioni, le cellule potevano essere matgein coltura per piu generazioni.
Successivamente, le cellule sono state privatefat®ri di crescita e queste si sono

differenziate in oligodendrociti o astrociti (5Ber testare la loro reale potenzialita, questi
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cloni cellulari sono stati trapiantati nel ventiicodi ratti con deficit di mielina: si e
osservata la formazione di una guaina mielinicaratt agli assoni dell’ospite in diverse
regioni del cervello, tra cui la corteccia, I'ip@wapo e I'ipotalamo. Inoltre non si é avuto
nessun segno di tessuti non neuronali in quegtiaind(51).

Non vi &€ nessun dubbio che le cellule ES siandudlessibili tra tutte le cellule staminali
ma il loro utilizzo a scopo terapeutico e oggeitaatesi dibattiti, soprattutto sulla base di
considerazioni etiche.

Pertanto, molti sforzi sono diretti a trovare faaitiernative di cellule pluripotenti capaci di
rigenerare organi e tessuti, in particolare cellskaminali adulte. Tuttavia le ES
rappresentano un modello validissimo per comprendemeccanismi dello sviluppo

embrionale, della differenziazione tissutale eadplitogenesi di numerose malattie.
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2.2 LE CELLULE STAMINALI ADULTE

E’ ormai appurato che, nell'eta adulta, le cellstaminali sono presenti in quasi tutti i
tessuti, inclusi la pelle (52), il sistema nervasmtrale (53), il muscolo scheletrico (54), il
midollo osseo (55;56), il fegato (57), il pancreag polmone, la prostata, le ghiandole
mammarie (Welm et al., 2002), il follicolo pilife®9) e l'intestino (60).

Le cellule staminali adulte possiedono un’elevaspacita di self-renewal e possono al
contempo dare origine a tipi di cellule mature domzioni specializzate. Tipicamente esse
generano intermedi cellulari (progenitori e preourpiu differenziati) prima di raggiungere
il loro pieno stato differenziato.

| progenitori e i precursori sono considerati codeterminati a differenziare lungo uno
specifico lineage cellulare. La funzione primarélel SC adulte &€ di mantenere 'omeostasi
interna all’organismo e, con alcune limitazionisdstituire le cellule danneggiate e morte a
causa dell'invecchiamento, di disfunzioni o di darlhloro comportamento é fortemente
influenzato dal microambiente tissutale da cuiioago e risiedono (61).

Fino a poco tempo fa si pensava che le potenzidiifarenziative delle cellule staminali
adulte fossero tessuto-specifiche, tuttavia semgte numerose scoperte scientifiche
sembrano sfidare questo dogma classico, suggemaa capacita delle cellule staminali
di generare una progenie matura non e limitatapaicellulari presenti nel tessuto in cui
risiedono, ma puo essere sorprendentemente pisaeditéenomeno della plasticita e tuttora
dibattuto e in attesa di definitive verifiche, ata diverse ipotesi sono state avanzate per
spiegarne i meccanismi di base. Fondamentalmente ®ati proposti quattro modelli (62):
il modello gerarchico, la transdifferenziazione, I#&ransdeterminazione e la
dedifferenziazione.

* Il modello gerarchico prevede I'esistenza, aléimo dei diversi tessuti, di cellule staminali
altamente pluripotenti non ancora indirizzate varaadeterminato destino differenziativo e
capaci, quindi, come le cellule staminali embriomaldare origine a progenie di diversi
tessuti. A questo proposito, e stata recentementata dal midollo osseo umano e murino,
dal muscolo e dal cervello una popolazione molimiva di cellule (MAPCs, Multipotent
Adult Progenitor Cells) che sono in grado di darigine, in vitro, a tutti i tipi cellulari

somatici (63).
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* La transdifferenziazione definisce la condiziding@rocesso attraverso il quale) in cui una
cellula gia differenziata acquisisce un altro fgpmt spesso senza andare incontro alla
divisione cellulare: un esempio sono le cellulequaatiche che, in opportune condizioni di
coltura, transdifferenziano in vitro in cellule ¢éphe (64), mentre analisi in vivo effettuate
sulla salamandra mostrano le cellule epitelialiladdénte transdifferenziare in cellule
pigmentate della retina (65).

 La transdeterminazione descrive invece la cond&iin cui una cellula staminale o un
precursore primitivo gia indirizzati verso uno sfieo cammino differenziativo generano
una progenie appartenente ad un altro lineagelaedluln letteratura sono riportati dati
sperimentali a favore di questo modello: per esergpitato osservato che cellule staminali
neurali in coltura sono in grado, se trapiantatdenklastocisti di embrioni murini, di
contribuire alla generazione di tutti e tre i fegli embrionali (66).

* Nella dedifferenziazione, una cellula lineageesfiea riacquisisce dapprima le proprieta di
cellula staminale o di precursore primitivo e, igsito, intraprende un altro cammino
differenziativo. Per esempio, in seguito allampmdae di un arto nella salamandra, i
miociti presenti localmente sono in grado di ddedénziare e generare altri tipi cellulari
(67); cosi nei follicoli piliferi del topo, parte etle cellule che migrano fuori dal
microambiente recuperano le capacita “staminalil’algorinnovamento ed acquisiscono
altre potenzialita differenziative (68).

Le prime evidenze a favore della plasticita dedute staminali adulte sono emerse dallo
studio sul sistema ematopoietico, attraverso sdggrionali in vivo che sfruttano la
proprieta clonogenica delle cellule ematopoietichenature: e stato infatti osservato che
cellule di midollo trapiantate in animali mutanifedtivi o mieloablati, genotipicamente o
fenotipicamente distinguibili, sono in grado di el@rigine a progenie “atipica” e rigenerare,
anche se ad una frequenza piuttosto bassa, asutte A tale proposito, una delle prime
dimostrazioni delle capacita plastiche delle HSCstada ottenuta trapiantando in animali
recipienti wild type cellule di midollo osseo di wopo trasgenico contenente il costrutto
LacZ sotto il controllo di un promotore muscolo-sifieo; dopo alcuni mesi dal trapianto e
stato osservato che, in seguito ad una lesione afarscindotta, un significativo numero di
cellule LacZ+ avevano contribuito alla rigenerasatel tessuto muscolare scheletrico (69).
Questo risultato € stato successivamente consoldiagltri esperimenti condotti in vivo su

modelli murini affetti da particolari distrofie, inui cellule di midollo erano in grado di
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recuperare parzialmente il fenotipo wild type, mastio le elevate potenzialita miogeniche
delle HSCs (70)

A queste prime osservazioni, si sono aggiunte,iregii piu recenti, innumerevoli dati
sperimentali che sembrano attribuire alle HSCs dcitpadifferenziative sempre piu ampie:
saggi funzionali in vivo ed in vitro suggeriscortftede cellule di midollo osseo adulto siano
in grado di dare origine a cellule mature di tessah ematopoietici, quali fegato (71;72),
pancreas (73) e dei reni (74), pelle (75) trattstrgaintestinale (76), cuore (77,78), muscolo
scheletrico (79) e sistema nervoso (80).

Sebbene le evidenze sperimentali siano sempreopiidrtanti, il tema della plasticita delle
cellule staminali continua ad essere argomentechso dibattito; molte perplessita nascono
dal fatto che le tecniche in vivo ed in vitro fiad oggi adottate non sono in grado di fornire
una prova certa delle loro effettive potenzialii@etenziative e, molto spesso, i dati ottenuti
non sono riproducibili. Infatti, negli ultimi duenai, studi sempre piu rigorosi hanno messo
in evidenza che alcuni apparenti eventi di plastigono in realtd riconducibili ad altri
fenomeni, quali la contaminazione o la fusioneutatke. In particolare, dal momento che le
cellule staminali ematopoietiche sono in grado @jrare, attraverso la circolazione, in tutto
l'organismo (81) € possibile che l'osservata trHsdenziazione verso il destino
ematopoietico di cellule di un determinato tessuba ematopoietico non sia determinata
dalla loro plasticita ma dalla presenza, nel tesstdsso, di HSCs che ivi transitano (82).
D’altra parte, la bassa frequenza con la qualesfi#ano gli eventi di transdifferenziazione
ha sollevato la possibilita che si tratti di evestticastici non-fisiologici e, a favore di questa
ipotesi, alcune evidenze sperimentali suggerisaela fusione cellulare possa essere un
spiegazione alternativa per alcuni casi di ossarpégsticita (83). Infatti questa rappresenta
un naturale processo biologico che contribuiscea dbbrmazione di diversi tessuti
nell’organismo, quali la formazione dei miotubi J8degli osteoclasti (85), della placenta
(86) e dalle cellule giganti derivanti dai macrofd87), e si protrae per tutta la vita,
producendo cellule con distinte proprieta biologich

Recenti esperimenti condotti su modelli murini difela tirosinemia ereditaria di tipo |
hanno permesso di dimostrare che la fusione cedlutderviene anche nella riparazione dei
tessuti adulti (83;88): questi animali presentageguito di una mutazione del gene Fah
(Fumaril- acetoacetato-Idrolasi), un difetto al &y curabile attraverso un trapianto di

cellule wild type di midollo osseo, le quali sono grado di rigenerare cellule epatiche
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esprimenti Fah. Analisi citogenetiche, genomiclmmunoistochimiche indicano che questi
nuovi epatociti non sono cellule ematopoietichenddifferenziate ma il risultato della
fusione di cellule di midollo osseo wild type debrétore con gli epatociti affetti del
ricevente (83;88). Come per la plasticita, le ogsgipni sperimentali a conferma (89;90) e a
smentita (79a;91) del fenomeno della fusione sonmarose; lo sforzo dei ricercatori
rimane, comunque, quella di effettuare analisi senmiu rigorose al fine di stabilire quale
dei due processi giochi realmente un ruolo deteanien nelle capacita differenziative delle

cellule staminali nell’lambito dei diversi sisteniifdrenziativi.
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2.3 LE CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI (MSC)

Nel 1973, Friedenstein fu il primo a identificaraaupopolaziore cellulare con un forte
potenziale osteogenico in una sospensione a sirg@lele prelevata dal midollo osseo
adulto. Similmente, cellule osteogeniche sono statiate dal timo e dalla milza di coniglio
e maiale nano. Successivamente a questi lavorigpistici, molti gruppi di ricerca hanno
recentemente isolato cellule staminali/progenioesenchimali da molti tessuti adulti, quali
muscolo scheletrico, tessuto adiposo, pelle ead®2;93;94;95; Asakura et al., 2001). Lo
stroma del midollo osseo e composto da una vadetfipi cellulari essenziali per lo
sviluppo delle cellule ematopoietiche e produce uaata gamma di mediatori chimici
necessari per il corretto processo di formaziorie dellule del sangue (97).

E’ noto da diversi anni che le MSC del midollo asseno in grado di differenziare in vitro,
sotto opportune condizioni, in diversi tipi celldlguali osteoblasti, adipociti, condrociti e
miociti.

Le metodologie per isolare e coltivare le MSC soradteplici, uno dei metodi piu diffusi e
quello di sfruttare le loro caratteristiche di adas per separarle dalla componente
ematopoietica del midollo, che cresce in sospemsi@ntale scopo si utilizza un terreno di
coltura minimo, privo cioé di citochine, che fatlia crescita delle unita formanti colonie di
tipo fibroblastoide (CFU-F).

Queste ultime possono anche essere propagate perpassaggi fino a diventare linee

cellulari (98).
Le cellule cosi ottenute possono essere differemzisotto specifici stimoli chimici in
(fig..A):

* osteoblasti: con acido ascorbico, dexametas@glieerofospato;
» adipociti: con insulina e dexametasone;

» condrociti: con TGE (Transforming growth factor) (99).
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Fig.. A

Un approccio alternativo € basato sullisolamentio uda popolazione di precursori
utilizzando marcatori sulla superficie cellularatt@ghberg et al., 1999manca). Ad esempio,
alcuni recenti studi indicano che le MSC prelevddgemidollo osseo umano possono essere
selezionate in base all'espressione di CD49a, taweeper collagene e laminina (101).
Questa popolazione € CD49a+ CD45med/low e diffeaemerso un lineage mesodermico.
tutte le CFU-F coltivate a partire da midollo oss®eano in toto sembrano essere CD49a+
CD45med/low . Poiché le MSC sembrano essere mtdtipio e coltivabili in vitro,
potrebbero rappresentare una risorsa molto impertdircellule utilizzabili nella clinica, per

approcci di terapia e genica (102).
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CAPITOLO 3

L'EME OSSIGENAS

L’eme ossigenasi (HO) € un’ enzima microsomiale che catalizza I’ apertura regiospecifica
dell’anello dell’eme con formazione di biliverdina, ferro e monossido di carbonio (CO).

La reazione necessita di ossigeno molecolare e di equivaenti riducenti forniti dalla
NADPH-citocromo Pgso reduttasi.

30,, NADPH
. co
M
M v
M vV M P P M —
= QA A | l W N
Heme Oxygenase L N N g
M M e .
P G Biliverdin-IXo
Heme Fell NAD(P)H:
biliverdin
reductase
M v P P MM v
— |
O/ N’ X N N’ N \0
Bilirubin-IX

L"HO fu descritto per la prima volta nel 1968 da Tenhunen et coll., (103) ; inizialmente
sl penso che la proteina potesse essere un tipo di citocromo Pasp, successivamente fu
dimostrato che in realta si trattava di una proteina diversa da quelle appartenenti ala
famigliadei Psso (104).

E stato dimostrato che I’'HO & una proteina atamente conservata nel regno animale ed

inoltre e presente nelle alghe ed in quasi tutte le specie di piante superiori (1044).
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Inizialmente fu purificata in omogenati di fegato di ratto, milza di bovino e maiae e fu
dimostrato che aveva un peso molecolare di 32.000 dalton (105).

L’eme ossigenasi presentaun rapporto stechiometrico 1:1 con I’eme, che gli permette di
formare un eme-proteina transiente.

Il posizionamento dell’eme con la molecola dell’HO € simile a quella dell’anello
tetrapirrolico dell’eme, pud solo essere aperta nella posizione a-meso (106). L’ utilizzo di
tecniche spettroscopiche in due diversi laboratori ha dimostrato che il legame dell’eme
che circonda I'HO e simile a quello della mioglobina e che il sesto legame di
coordinazione di metd molecola dell’eme € stabilito con un istidina complessata, che e
essenziale nello svolgere la funzione di ponte con una molecola d'acqua (Takahashi et
coll., 1993).

N\

HO ® Ho = g

La molecola dell’EME € un complesso dell’elemento di transizione, ferro, legato a
quattro atomi di idrogeno di un macroanello tetrapirrolico.

Esso & sempre presente in natura e di vitale importanza negli Eucarioti; funziona come
porzione prostetica di varie eme-proteine che includono: emoglobina e mioglobina,

rispettivamente, per il trasporto e I’accumulo dell’ ossigeno.
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In piu, nel sistema nervoso (SN), I'eme stimola lo sviluppo dei neuriti e regolal’inizio e
lasintesi proteica dell’ elF-2a chinasi; nel midollo osseo rappresenta un fattore essenziale

per lo sviluppo e la differenziazione delle cellule ematopoietiche.

Oltre a midollo osseo che € eritropoietico, anche il fegato ha un notevole bisogno di
eme; infatti, circail 15% del totale di e utilizzato da quest’ organo.

La biosintesi dell’eme, che e catalizzata contemporaneamente da enzimi mitocondriali e
microsomiali, contiene una sequenza di reazioni che include la condensazione, seguita
dalla decarbossilazione, da una seconda condensazione e successivamente da una serie di
ossidazioni (106a;108).

La biliverdina che si formaella reazione catalizzata dal’HO nei Mammiferi viene in
seguito convertita in bilirubina dallenzima citéiso biliverdina reduttasi; e
quest’ultima, a sua volta, viene coniugata con kedc (acido glucuronico) per mezzo
dell UDP-glucuronil transferasi e viene escreglanbile.

Diversi studi hanno dimostrato che la biliverdinappresenta un importante
antiossidante, nonostante quest’ultima venga imataaiente convertita in bilirubina ad
opera dellabiliverdina reduttasi. Un tipico esempio di questa reazione enzimatica é
rappresentato dall’ematoma, come risultato di @ourtra. In queste condizioni, 'eme
viene rilasciato dando il tipico colore nerastre clsuccessivamente, diventa verde per la
concomitante formazione della biliverdina ad opelHO ed, infine, diventa giallo per
la presenza dei pigmenti di bilirubina. Quest’'ulid particolarmente tossica quando si
accumula in concentrazioni micromolari

nel cervello e tende ad aggregarsi ed ad attacedesimembrane cellulari, come si
osserva nelle zone giallastre del cervekertiicterus). Anche nelle colture neuronali, la
bilirubina libera, a concentrazioni micromolari @ncomplessata @arriers proteici (es:
albumina, che tiene in soluzione la bilirubina)ldéendenza ad aggregarsi e ad attaccarsi
alle membrane cellulari, conferendo un aspettdagtib alle cellule (109). Gli aggregati
di bilirubina incorporati nelle membrane cellulaaeémbra che interferiscano con le
funzioni vitali della cellula. Comunque, quando &ss in soluzione ed e utilizzata a
concentrazioni fisiologiche, esplica una funzione pitotezione contro lo stress
ossidativo.

E" stato dimostrato in modelli animali con ischenc@rdiaca che la perfusione di

bilirubina era capace di ridurre significativameintdanno da infarto (110). Studi clinici
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hanno dimostrato che elevati livelli di bilirubineel plasma sono correlati con una
riduzione di incidenza dei rischi cardiovascol®&assi livelli di bilirubina, invece, sono
associati ad un maggiore rischio di malattie caraégolari (111). E’ stato dimostrato
che lattivita dellabiliverdina reduttass € modulata dalla fosforilazione ed é stato
osservato che é localizzata nel nucleo, dove, pitrbante, esplica un ruolo protettivo
nei confronti degli acidi nucleici contro l'azionessica espletata dai radicali liberi. A tal
proposito, studin vitro hanno messo in evidenza che la bilirubina e audgrdi limitare

il danno al DNA (112).

Peraltro, il ferro libero formatosi dalla reazionatalizzata dallHO, essendo un pro-
ossidante, viene rapidamente neutralizzato da alquoteine leganti il ferrolion
Binding Proteins), come la ferritina, che legandolo impedisce ck®oegossa partecipare
areazioni di tipo Fenton (F€* + H,0, >Fe** + HO + HO).

Il ferro, dal momento che I'HO é maggiormente caricato nel reticolo endoplasmico,
pud essere immediatamente trasportato all’estegfia dellula attraverso una pompa
ATPasi-dipendente che funge da trasportatore del ferro (113). Divgnoteine (ferritina,
ceruloplasmina, transferrina) possono legare iofeattenuando quindi la tossicita del
ferro libero, la cui omeostasi e strettamente r@galla numerosi fattori (114).
Modificazioni dell’attivitd enzimatica dellHO sonatate riscontrate nei cervelli di
pazienti affetti dalla malattia di Alzhéimer conaumonseguente modificazione dei
contenuti di ferro.

Infatti, gia nel 1953, mediante tecniche citochingcfu dimostrato che i contenuti di
ferro risultavano elevati nella corteccia dei patiaffetti dalla malattia di Alzheimer.

In uno studio parallelo, che si proponeva di dimaust se la riduzione del ferro potesse
essere una strategia da utilizzare per questa ogéol e stato dimostrato che la
somministrazione per 2 anni di desferroxamina, em fioto chelante del ferro trivalente,
rallentava la progressione clinica dei sintomi a@etlalattia.

Un altro prodotto della reazione catalizzata dalY'ld il CO, un gas che puo liberamente
passare attraverso i compartimenti intracelluldregtracellulari. La letteratura, riguardo
le possibili funzioni del CO, é particolarmente tegas controversa e molti aspetti non
sono stati ancora del tutto chiariti (115;116;117).

E’ stato evidenziato che il CO ed i pigmenti bilidmanno importanti funzioni regolatorie

all'interno della cellula. Il CO generato, alleeltoncentrazioni, risulta tossico, ma in
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condizioni fisiologiche esso gioca un ruolo essaleznei processi di vasodilatazione e
nella modulazione dellattivita dellguanilato ciclasi, stimolando conseguentemente la
sintesi di un secondo messaggero:c8MP. Il CO é particolarmente tossico e
I'inalazione di sue alte concentrazioni puo causamaorte. Parte di questi effetti tossici
derivano dal fatto che esso satura 'emoglobina @ihinuire I'efficacia del trasporto di
ossigeno. E’ stato, inoltre, ipotizzato che il CGsga competere con i siti di legame
dell'ossido nitrico (NO) che si trovano sulle priog e conseguentemente potrebbe
elevare i livelli di NO (118). L’ affinita delle pteine per il CO e generalmente piu bassa
che per 'NO, ma la sua emivita e elevata. Le artimi tra CO e NO starebbero alla
base di urcross-talk tra il sistema dell’'HO e deldssido nitrico sintetasi (NOS) (119). A
livello cellulare il CO potrebbe avere funzioniifibgiche diverse da quelle derivanti da
dosi farmacologiche o tossiche.

Inoltre, potrebbe agire da vasodilatatore sia manhld I'attivita della guanilato ciclasi,
che I'apertura dei canali del potassio attivatildepi calcio (120;121). Il CO potrebbe

anche agire da anti-infammatorio ed avere andgtatanti-apoptotica (122;123).
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3.1 ISOFORME DELL'EME OSSIGENAS

Esistono diverse isoforme dell’HO, tutte prodotegdni diversi. Due di queste isoforme
sono state ampiamente caratterizzate. Esse si©:1, isoforma inducibile, e 'HO-2,

che é sintetizzata costitutivamente. Entrambed®ise hanno in comune circa il 40%
di sequenze aminoacidiche omologhe (Muller et ca®87). McCoubrey and Maines
(1994)(125,126) dimostrarono che I'HO-1 era il ptid di un solo trascritto, mentre
I'HO-2 era codificata da due trascritti di un geuesti differenti trascritti presentano

una differenza durante il processo di poliadendagi

HO-1 HO-2
— Inducibile — Costitutiva

— Ha molti siti dif — E indotta daj
regolazione glucocorticoidi

— E indotta da:
UVA,
metalli pesant
stress

ossidativo
Inflammazione

Tab. 1 - Isoforme dell’eme ossigenasi

L’HO-1 é una proteina di 32 KDa ed e stata originariaménteata nella milza dove la
sua principale funzione é quella di degradare I'elmieglobuli rossi invecchiati (127). |
geni del’lHO-1, sono stati clonati e caratterizzaia nel ratto, che nell'uomo (Muller et
coll., 1987;127a). Entrambi i geni sono organizaatijuattro introni e cinque esoni. La

regione 5’ non tradotta dei geni contiene numesisregolatori (Fig. 1)
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Fig. 1 — Siti regolatori presentinel gene dellHO-1

La seconda isoforma (HO-2)ha un peso molecolare di 38 KDa (127a) ed e
particolarmente abbondante nel Sistema Nervoso ieteséicoli (117a). L'HO-2 e
costitutivamente espressa nei neuroni e viene arathamata HO costitutiva o
neuronale. In condizioni normali, nel cervello &€ responsabger la maggior parte
dell'attivita totale del’HO. Il gene che codifigger 'HO-2 di ratto (125a,127b) consiste
di 12563 bp, cinque esoni e quattro introni e namh TATA-box standard, ma presenta
una “TATA-like” aventesequenza TAACTA, a monte del maggior punto diingella
trascrizione. L'HO-2 € decodificata in due tradcriispettivamente di 1,3 e 1,9 Kb, che
condividono con I'HO-1 solo il 50-57% di somigliean in due esoni. || dominio di

legame dellHO-2 all’eme € I'esone 4.
3.2 FUNZIONE E REGOLAZIONE DELL’EME OSSIGENASI-1
Le proprieta benefiche del’lHO-1 sono stati desicrih diverse patologie, come

I'aterosclerosi e la pre-clampsia. La funzione @sdidante del’HO-1 potrebbe, almeno

in parte, dipendere dalla impossibilita del’emeaatecipare alle reazioni pro-ossidanti
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(128). I maggior interesse, comunque, € riposigonedotti di degradazione enzimatica
dell’eme, i quali fungono da mediatori della citofazione.Alcuni studi hanno anche
dimostrato che I'induzione del HO-1 in fibroblasti della pelle espleta un ruolo protettivo
contro i raggi ultravioletti (129).

L’'HO-1 e indotta da stimoli diversi che sono in dpadi provocare uno stress ossidativo;
questi includonoeme, iperossia, ipossia, heat shock, endotossine, perossido d’'idrogeno,
citochine, raggi UV, metalli pesanti ed NO ( 138;11132;133;134;135;136; 137).Molte
cellule in coltura, incluse quelle emopoieticheateghe, epiteliali, endoteliali, retiniche
pigmentate, rispondono agli agenti stressanti pietemente menzionati, con marcato
incremento dell’attivita del’HO-1. Infatti, essemdiHO una Heat-Shock Protein (HSP),
agisce da proteina dello stress e puo essere andntthe dal danno di tipo ossidativo
(138;139;127c;128a;140; 141; Kutty et coll., 1998; AL Nascimento et coll., 1993).
E’ stato dimostrato chel’espressione dellHO-1 éngipalmente regolata a livello
trascrizionale (145;146;147;148; 149).

Sono stati identificati vari elementi regolatorillaeregione promotore del gene che
codifica per 'HO-1; essi includono i siti di leganper fattori di trascrizione responsabili
dello stress ossidativo come, ad esempio, il fatthtrascrizione nuclerare kappa B (NF-
KB), il cui sito di legame e presente nel geneanm dellHO-1, ed il fattore di
trascrizione AP-1 (150;151;146a).
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Fig. 2 - Siti di legame per alcuni fattori di trascrizione (NF KB, AP-1) presenti nel
geneumano dell’'HO-1.
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Capitolo 4

SCOPO DELLA TESI

E’ stato dimostrato che la densita minerale e aftarkers biochimici del tessuto osseo
variano in pazienti affetti da diabete. Studi réceanno suggerito che il diabete per se puo
aumentare il rischio di fratture femorali, omeralidel piede negli anziani (152-157) e
ricerche in animali da esperimento diabetici harevidenziato delle alterazioni nella
conformazione ossea che si sono ipotizzato comsilples fattori favorenti del rischio di
fratture. Nonostante cio, questo € un argomentorangon del tutto chiaro ed & necessaria
una conoscenza piu approfondita dei fattori cherdghano la qualita dell’osso nel diabete
per attuare una prevenzione efficace delle fraiturpiesta popolazione ad alto rischio.
Diversi meccanismi sono stati proposti per spiedarpossibili influenze del diabete sul
tessuto osseo. | livelli bassi di insulina nel @i@bdi tipo 1 e nel diabete di tipo 2 di lunga
durata possono causare una riduzione della demsitarale ossea (DMO) (158). D’altra
parte, i diabetici di tipo 2 sono frequentementesple I'obesita si associa di solito ad una
normale o elevata DMO (159) probabilmente attravdi@umento del carico e attraverso
fattori ormonali come gli estrogeni, I'insulina, laptina e l'adiponectina (159-161). La
ridotta massa ossea frequentemente riscontrataazierngi con diabete mellito e stata
attribuita al mancato controllo della glicemia, mhaneccanismo con il quale esso agisce
rimane poco chiaro.
Recentemente uno studio svolio vivo su topi obesi diabetici ha dimostrato che |l
trattamento con un induttore dell'eme ossigeng$iQ-1) riduce I'adipogenesi viscerale e
sottocutanea, aumenta i livelli di adiponectina igliora la sensibilita dell'insulina e la
tolleranza del glucosio (162).

L’eme ossigenasi (HO) & una proteina enzimatiogpoittettiva ed antinflammatoria che
degrada I'eme producendo biliverdina e bilirubieatrambe aventi attivita antiossidanti,
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rilasciando anche ferro e monossido di carbonicesultimo € un potente vasodilatatore e
un importante mediatore di molte attivita cellula@’ stato dimostrato che la forma
inducibile dell’eme ossigenasi (HO-1) ha proprietdéiossidanti e che il trattamento con CO
esogeno riduce la produzione di diverse citochimengonossido nitrico (NO) in riposta ai
processi inflammatori. L'Eme ossigenasi 1 quindir@obe giocare un importante ruolo
durante il differenziamento, inoltre 'eme ossig&inh nel diabete ed in altre patologie € un
area di ricerca di attuale interesse per la corawguientifica internazionale (162-164).

Pochi studi in vitro sono stati effettuati usandsiude progenitrici del tessuto osseo per
investigare questo problema.

Lo stroma del midollo osseo e ricco di cellule stat adulte, la funzione primaria delle
SC adulte e di mantenere I'omeostasi interna gidoismo e, con alcune limitazioni, di
sostituire le cellule danneggiate e morte a cawkindecchiamento, di disfunzioni o di
danni. Tipicamente esse generano intermedi cdllufprogenitori e precursori piu
differenziati) prima di raggiungere il loro pienta® differenziato. Le cellule staminali
adulte presenti nel midollo osseo possono essassifitate in base al tipo di progenie che
generano in cellule staminali ematopoietiche (HSC)ellule staminali mesenchimali
(MSC). Mentre le prime daranno origine alle celldi sangue, le MSC sono i progenitori
dei tessuti di origine mesenchimale come cartiagitessuto osseo, etc. (166).

E’ stato dimostrato che le BM MSCs hanno la capadit differenziarsi in vitro, sotto
opportune condizioni, in osteoblasti, adipociti, ndmciti e miociti (167,168). Le
metodologie per isolare e coltivare le MSC sonotepbici, uno dei metodi piu diffusi
quello di sfruttare le loro caratteristiche di adas per separarle dalla componente
ematopoietica del midollo, che cresce in sospemsi@ntale scopo si utilizza un terreno di
coltura minimo, privo cioé di citochine, che fatlia crescita delle unita formanti colonie di
tipo fibroblastoide (CFU-F). Queste ultime possamache essere propagate per molti
passaggi fino a diventare linee cellulari (trattat@ipoli, 2004).

In conclusione il seguente studio si propone ddishe I'effetto dell'iperglicemia nel
differenziamento di cellule staminali mesenchimpliovenienti dal midollo osseo in
osteoblasti e di valutare I'eventuale ruolo svaltoparte del’eme ossigenasi 1 sullo stress
provocato dall’alta concentrazione di glucosio.
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Capitolo 5

MATERIALI E METODI

Colture di MSC

Campioni di midollo osseo sono stati ottenuti daigrati sottoposti ad aspirato midollare a
scopo diagnostico.La frazione di cellule mononucleate del midollo exs$ stata isolata
mediante centrifugazione in gradiente di denska¢ll-Paque ™ PLUS).

Le cellule mononucleate sono state coltivate irMBM + 2mM glutamax (GIBCO, UK) ,
20% siero fetale bovino (FBS), 1X antibiotico-antotico (GIBCO, Carlsbad, CA) e
incubate a 37 ° C in atmosfera umidificata contémér5% di CO,. Le cellule non-aderenti
sono state eliminate dopo 72 ore e le cellule adieseno state incubate in nuovo terreno di
coltura per altri 4 giorni.Non appena le cellulenha raggiunto la confluenza , esseno
state tripsinizzate. Le cellule sono state analeahcitofluorimetro e trovate positive per gli
antigeni CD13, CD29, CD44, CDw90, CD73 e CD105 @atee per i marcatori
ematopoietici, come CD34 e CD45.

Protocolli sperimentali

Il differenziamento osteoblastico delle hMSCgsatcsindotto mediante incubazione in un
terreno di coltura contenente (OM): DMEM +10% FBS80O U / ml penicillina 200 mg / mi
di streptomicina, 0,2 mM di acido ascorbico (Signmal microM desametasone (Sigma) e
10 mM B-glicerofosfato 10 FBS% e antibiotico-antimicoti€bX) . |l terreno e stato
cambiato ogni 2 giorni (N6vikof et al., 1980 ;nidreau et al., 2005 ) ed alcune fiasche
sono state trattate con 5 microM SnMP, 30 mM gdiwo0,5 microM CoPP . Le cellule

sono state raccolte dopo 7, 14 e 21 giorni diuca) ed licambiamento di morfologia delle
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cellule in coltura durante la differenziazione ofilestica é stata valutata mediante
microscopia ottica. L'espressione di markers osastibi (BMP-2, RUNX-2, osteocalcina.)

e stata misurata mediante immunofluorescenza, RR-RG ELISA. HO-1 mRNA e
I'espressione della proteina sono stati valutatchan durante il  differenziamento
osteoblastico delle MSCs a 7, 14 e 21 giorni, enatpresenza o in assenza di CoPP, SnMP
e Glucosio 30 mM. Le cellule sono state testate per la loro susdétilalla elevata
concentrazione di glucosio, infatti i ROS rilascsdno stati misurati all'inizio e durante il

differenziamento tramite tecnica di citofluorimatri

Analisi di mineralizzazione di colture di cellule
La mineralizzazione e stata determinata attraversol@razione “alizarina Red S” (Sigma)
delle colture a 21 giorni di differenziamentbe colture sono state osservate in microscopia

in contrasto di fase per verificare la presenzaodiuli mineralizzati.

MRNA isolamento
L'RNA totale e stato isolato usando tryzol. Lara catena cDNA é stata sintetizzata con
la trascrizione inversa (Roche). L'RNA totale (fj)m@ stato analizzato mediante RT-PCR

guantitativa(Real Time PCR).

Real-time PCR quantificazione

L’'analisi quantitativa del trascritto (QRT-PCR) stata eseguita con il test di espressione
genica TagMan su un ABI Prism 7.900 (Applied Beisyns, Foster City, CA). Un valore
di 10 ng di cDNA e stato amplificato utilizzandoragMan Universal PCR Master (ID
Hs01055564 _m1 per uso umano BMP-2, ID Hs00231692 pmr RUNX2, ID Hs
00605917 _m1 per adiponectina, ID Hs00157965 m1Hfe+rl, GAPDH come controllo

endogeno ; Applied Biosystems).
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Western Blot
Le BM MSCs indifferenziate e dopo 7 — 14 — 2lorgi di differenziamento sono state
raccolte in un tampone di lisi contenente Tris-HCI 50 mMpk 7,5, NaCl 150 mM, EDTA
1 mM, fenilmetilsulfonil fluoruro 0,1 mM ed una neisla di inibitori delle proteasi (10
png/ml di aprotinina, leupeptina o pepstatina) dcaie a 4°C.
Dopo centrifugazione per 15 minuti a 13.000 x gpteteine presenti nel sovranatante
ottenuto dalla centrifugazione sono state dosateilcceattivo di Bradford e portate alla
concentrazione di 1 mg/ml mediante un tampone 2xesente Tris-HCI 0,25 M, pH 6,8,
EGTA 5 mM, ditiotreitolo 25 mM, SDS 2%, e di glicdo 10% in presenza di blu di
bromofenolo.
Le proteine (30 pg) sono state separate su geblgoilammide con SDS all’'8,5% e
trasferite su membrana di nitrocellulosa (Mini T3btot cell).
Queste ultime, una per ciascuna proteina da esan(RtD-1, nestina el-tubulina 1lI) ,
sono state incubate per 12 ore a 4°C con soluziotate in polvere al 5% in Tris-HCI 20
mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0,5%. Successe®y le membrane di
nitrocellulosa sono state incubate per 1 h corcard monoclonale di topo contro HO-1,
diluito 1:1000 in PBS, un anticorpo monoclonaleagio contro Ig-actina (1:1000).
Dopo 3 lavaggi con PBS, le membrane sono statatieaton anticorpo policlonale anti-lgG
di topo coniugato con perossidasi diluito 1:100(ite in polvere.
Entrambe le proteine sono state evidenziate in @ieminescenza mediante il Kit ECL-
Plus. L'analisi densitometrica delle lastre e staféettuata utilizzando il programma
Alphamager 1200 System (Alpha Innotech, San Lear@@o USA).

Rilevazione di ROS

La produzione di ROS da parte delle colture catiidurante I'esperimento é stata valutata
utilizzando probedihydroethidium fluorescente (DBESMA). In presenza di superossido
(O2-), DHE viene ossidato da prodotti fluorescentie sono stati monitorati mediante

citometria a flusso (FC500 Beckman Coulter).
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Brevemente, le cellule sono state incubate comiz€oM DHE nel terreno di coltura per 30

minuti a 37 ° C, e poi lavati, risospesi in PBSpuecessivamente lette al citofluorimetro.

ELISA test

Utilizzando un test ELISA specifico, secondo lec@mandazioni del fabbricante, abbiamo
valutato i livelli di proteina HO-1 (Tenore DesigBA) nei pellet cellulari, ed i livelli di
osteocalcina(OCN) (BioSource International, Incosteoprotegerina(OPG) e RANKL
(recettore attivatore del fattore nucleare kB Idjamel terreno di coltura.

Analisi Statistica
Le differenze tra i gruppi sono stati analizzatn dbtest t ed ANOVA. | valori sono stati

espressi come media £ SEM, e le differenze traupigirsono stati considerati significativi
per P <0,05.
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Capitolo 6

RISULTATI

| dati ottenuti esprimono la possibilita di ottemesteoblasti dalle BM MSCs, infatti come si
puo vedere dalla fig. 1, attraverso I'aggiuntameldium di coltura di dexametasone , acido
ascorbico e glicerofosfato € possibile ottenereeadstisti dopo circa 21 giorni di
incubazione. L'avvenuto differenziamento é statafeomato dall'espressione dei markers
osteoblastici come BMP-2, RUNX-2, Osteonectina edte@calcina (Fig.1G,H,l,J)
analizzati tramite RT-PCR ed ELISA test. Nella figi puo vedere il graduale incremento
dell’'espressione dei suddetti markers dopo 21 giatin differenziamento. Inoltre il
differenziamento osteoblastico & ulteriormente eomfito dall’attivita dell’alcalino fosfatasi
(ALP) (fig.1K) e dalla ALIZARINA RED STAIN (fig. 1DE,F), colorazione che mette in
risalto i fosfati di calcio formatisi durante ilftBrenziamento.

Figura 1
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L’espressione dell’eme ossigenasi 1, analizzataiteaReal Time PCR e Western Blot,
mostra un graduale decremento dell’enzima durdrdéférenziamento in osteoblasti (Fig.
2A) e inoltre dalla fig.2B si puo notare come ilRF® 2 uM (Cobalto proto-porfirina) sia in

grado d’indurre I'enzima durante il differenziament

Figura 2
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Il glucosio ad alta concentrazione (30 mM) ha poato durante il differenziamento un
decremento di tutti i markers osteoblastici comemB®] RUNX-2 ed Osteonectina. Tuttavia
il trattamento con CoPP é stato in grado di rigeriavalori dei suddetti markers a quelli
delle cellule differenziate in normoglicemia (Glsaw 5mM) (fig.3A,B,C). Inoltre l'alta

concentrazione di glucosio ha provocato un aumeritainazione di ROS a partire dal 14
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giorno di differenziamento, anche in questo casauzione di HO-1 e stata in grado di

annulare la formazione di ROS da parte del glucigjo4A,B).
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L’osteoprogeterina (OPG) durante il differenzianseptesenta un incremento rispetto alle
cellule indifferenziate, mentre I'alta concentram®adi glucosio in presenza o in assenza di
SnMP é stata in grado di decrementare i livellisdcrezione. Anche in questo caso Il
trattamento con CoPP é stato in grado di ripoiithvelli di OPG simili a quelli delle cellule
differenziate in normoglicemia. Lo stesso andamehtstato riscontrato anche riguardo
'espressione dell'osteocalcina, infatti I'induzeni HO-1 é stata in grado di ripristinare i
livelli di OCN simili a quelli controllo.
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Figure4
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Gli effetti di HO-1 sul differenziamento di MSC adipociti € mostrato nella figura 5. Lo
studio mostra che gli adipociti differenziati espono bassi livelli di HO-1 (Fig.5A).
L’espressione delleme ossigenasi 1 e stata dectaae a 10 e 15 giorni di
differenziamento. Anche i livelli di Adiponectinaorso stati downregolati durante |l
differenziamento mentre i markers PPARC/EBRI sono stati trovati aumentati gia al 10
giorno di differenziamento. Lo studio quindi ha regaato la significativa modulazione di

HO-1 sul differenziamento adipocitico attraversoctdorazione Oil Red. Come visto in
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figura 5C, I'aggiunta di CoPP durante il differesmmiento in adipociti fu in grado di ridurre
la misura degli adipociti (lipid droplet) rispetabcontrollo.

Gli effetti opposti sono stati invece osservatiahie il differenziamento osteoblastico (Fig.

5D).
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L'espressione di HO-1 & stata decrementata dopo githni di differenziamento
osteoblastico, il trattamento con CoPP e state aullindurre I'espressione sia HO-1 che di
pAMPK. (fig.6A). Inoltre il differenziamento ostelastico in alta concentrazione di
glucosio fu in grado di downregolare I'espressidn&lO-1, contrariamente il COPP e stato
in grado di riportare i livelli di HO-1 simili a eglli controllo. L'induzione di HO-1 é stata

anche in grado di upregolare I'espressione di pKMPeNOS.

Figure 6
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Capitolo 7

DISCUSSIONE

Nel presente studio , noi dimostriamo che l'upragane di HO-1 incrementa |l
differenziamento di MSCs in osteoblasti decremeotéuttavia anche quello in adipociti.

La somministrazione di CoPP , un induttore di H@ ktata in grado di aumentare la
proliferazione e la differenziazione associatahanad una aumentata espressione di AKT.
Mentre un significativo incremento del differenziamio osteoblastico & stato osservato
dopo somministrazione di CoPP, contrariamente B , un inibitore dell'attivita
enzimatica di HO-1, ha avuto l'effetto di inibifespressione dei markers osteoblastici,
suggerendo che I'effetto di CoPP incrementa sisplfessione che lattivita di HO-1. Inoltre
e stato dimostrato che il differenziamento ostesiila in presenza di un’alta
concentrazione di glucosio provoca un decrementolidelli di BMP-2, osteonectin,
pAMPK, e eNOS. Comunque laumentata espressione Hd-1, attraverso la
somministrazione di CoPP in condizioni di ipergliiga, € stata in grado di riportare i livelli
di BMP-2, HO-1, eNOS and pAMPK simili a quelli raattrati in normoglicemia. Precedenti
studi hanno infatti dimostrato che eNOS ¢é esprasgi osteoblasti e che una deficienza di
guesto enzima ha avuto come risultato una riduziatia formazione ossea in esperimenti
svolti sui topi (169).

A tal proposito lincremento di HO-1 e eNOS proviicadal CoPP potrebbe essere
indirizzato come primo step nella formazione dekteo osseo. Infatti e stato dimostrato che
eNOS ed NO stimolano BMP-2 incrementando il diffeiamento osteoblastico (170, 171).
Ancor piu recentemente € stato dimostrato che fésspone di HO-1 in modelli animali di
diabete di tipo 1 e 2 attenua le disfunzioni vaagattraverso un incremento dei livelli di
PAMPK e AKT, ed inoltre riduce anche lo stress dasvo (172-174).

| pazienti diabetici mostrano un deficit nell’intég e funzionalita del tessuto osseo, cio e

stato collegato allaumentata produzione di adifpoisicontrata nei diabetici (175).
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Infatti lo studio dimostra anche un differente #ffedi HO-1 sul differenziamento di MSC
in adipociti. Un induzione del differenziamento Bdipociti e stata ottenuta dopo
'esposizione di MSC ad un’alta concentrazione diicgsio. La capacita dell'alta
concentrazione di glucosio di attivare il differeamento in adipociti € stata ampliamente
dimostrata (176) ed é stato anche visto che € dgde dalla soppressione dei livelli di
espressione di HO-1. In accordo con questi risultatii glucosio incrementa |l
differenziamento adipocitico associato ad una dirnione di HO-1.

Noi dimostriamo in questo studio che la susceitébél glucosio delle MSCs risulta in un
aumento della formazione dei ROS dopo 14 giorndifferenziamento osteoblastico. La
concentrazione di glucosio usata in questi studigmonde a quella riportata in pazienti sani
(5mM) (177) e a quella riportata in pazienti diatig30mM) (178). E’ stato dimostrato che
il glucosio inibisce I'espressione sia del promatke della proteina dell’eme ossigenasi 1
(179-180). Il fatto che l'inibizione di HO-1 increata il differenziamento delle MSCs in
adipociti implica due importanti concetti. Prim¢éaléta concentrazione di glucosio ha un
potenziale adipogenico, ed esiste un link diretto ihibizione di HO-1, adipogenesi e
sindrome metabolica. Secondo, l'inibizione di HOAtrementa la formazione di ROS,
necessaria per il differenziamento in adipociti.

| risultati di questo studio dimostrano che l'incrento dell’espressione e dell’attivita di
HO-1 sono essenziali per il differenziamento di Mi@@steoblasti, cosicché I'induzione di
guesto enzima potrebbe attenuare [l'effetto delgpeemia sugli osteoblasti e
simultaneamente inibire l'adipogenesi, offrendo icasia strategia terapeutica nel
trattamento delle complicanze del diabete e delldrame metabolica in genere.

Mesenchymal stem cells (MSC)

@fﬁé@

-
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