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Capitolo 1 

 

 

DIABETE E OSTEOPOROSI 

 

Il diabete mellito e l’ osteoporosi sono entrambi patologie in rapida e costante diffusione, 

sostenute dall’ incremento dei casi nelle popolazioni anziane (1). Dovute sia al  progressivo 

invecchiamento della popolazione sia alle modifiche metaboliche proprie di tale 

processo;che si associa a cambiamenti fisiopatologici e declino funzionale che possono 

risultare in un’aumentata fragilità, disabilità e cadute, dovute almeno in parte ad una ridotta 

massa e forza muscolari, che può essere aggravato dalle malattie croniche tra cui il diabete.  

Il diabete mellito (“diabainein”, attraversare;”mel” dolce) viene genericamente classificato 

in: 

Diabete mellito di tipo 1 

Diabete mellito di tipo 2 

Mentre il diabete di tipo 1 è determinato dalla distruzione delle β cellule pancreatiche, di 

solito associato ad  insulino -dipendenza; il diabete di tipo 2 presenta una eziologia di tipo 

multifattoriale, riconducibile infatti all’azione combinata di 

più geni e fattori ambientali, inclusi i fattori di rischio legati 

allo stile di vita dei singoli individui. 

L’osteoporosi, invece, è una patologia che comporta una 

riduzione della massa ossea e alterazioni della struttura 

dell’osso che diventa poroso.  

Di conseguenza, l’osso diventa più fragile e maggiormente 

esposto a fratture spontanee o provocate da traumi. 

Le zone più comuni di rottura sono vertebre, femore, polso, 

omero. Esistono due tipi di osteoporosi distinti in: post-
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menopausale, la cui causa principale è legata alla brusca diminuzione degli estrogeni 

circolanti,ed osteoporosi senile, legata ad un aumento di un ormone che sottrae calcio e 

fosfato all’osso. L’osteoporosi,quindi, è determinata da una perdita di equilibrio fra 

osteoblasti e osteoclasti, ed imputabile ad un maggiore produzione di osteoclasti o a una 

diminuita attività degli osteoblasti. 

Recentemente  si sono ampliate le conoscenze sulle correlazioni esistenti tra queste due 

patologie, associando il diabete ad un elevato rischio di fratture femorali, omerali e del 

piede. 

Studi recenti hanno suggerito che il diabete per se può aumentare il rischio di fratture 

femorali, omerali e del piede negli anziani (2-7) e ricerche in animali da esperimento 

diabetici hanno evidenziato delle alterazioni nella conformazione ossea che si sono 

ipotizzato come possibile fattori favorenti del rischio di fratture. Nonostante ciò, questo è un 

argomento ancora non del tutto chiaro ed è necessaria una conoscenza più approfondita dei 

fattori che determinano la qualità dell’osso nel diabete per attuare una prevenzione efficace 

delle fratture in questa popolazione ad alto rischio. 

Diversi meccanismi sono stati proposti per spiegare le possibili influenze del diabete sul 

tessuto osseo. I livelli bassi di insulina nel diabete di tipo 1 e  

nel diabete di tipo 2 di lunga durata possono causare una riduzione della densità minerale 

ossea (DMO) (8). 

D’altra parte, i diabetici di tipo 2 sono frequentemente obesi e l’obesità si associa di solito 

ad una normale o elevata DMO (9) probabilmente attraverso l’aumento del carico e 

attraverso fattori ormonali come gli estrogeni, l’insulina, la leptina e l’adiponectina (9-11). 

La glicosuria può favorire una ipercalciuria e conseguente perdita di massa ossea (12). I 

prodotti finale della glicosilazione avanzata (AGEs) possono accumularsi nelle fibre 

collagene alterando la struttura e la resistenza ossea (13). L’“Insulin like growth factor-I” 

(IGFI), proposto come fattore anabolizzante dell’osso, ha livelli circolanti bassi nei soggetti 

diabetici (14). 

Un processo di infiammazione cronica con aumento nella produzione di citochine può 

anch’esso accelerare il rimodellamento osseo e la perdita di DMO (15). Le complicazioni 

microvascolari del diabete possono ridurre il flusso vascolare osseo e contribuire alla 

fragilità ossea (16, 17) e la riduzione della funzionalità renale si associa ad una bassa DMO 

in donne anziane (18). 
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Il processo d’invecchiamento per se si associa a cambiamenti fisiopatologici e declino 

funzionale che possono risultare in un’aumentata fragilità, disabilità e cadute, dovute al 

meno in parte ad una ridotta massa e forza muscolari (sarcopenia) (19), che può essere 

aggravato dalle malattie croniche tra cui il diabete. 

 La riduzione della massa muscolare può portare a riduzione dell’attività fisica con 

peggioramento del compenso glicometabolico e riduzione della DMO. 

La maggior parte degli studi hanno evidenziato una riduzione modesta della DMO in 

soggetti con diabete di tipo 1 (6, 22-23) e un notevole incremento del rischio di fratture 

femorali (3, 4). Risultati contrastanti sono stati riscontrati in due studi caso controllo 

precedenti (23, 24). I dati sui markers di rimodellamento osseo nel diabete di tipo 1 non 

sono consistenti. In questo modo, studi in animali da esperimento indicano un basso 

rimodellamento osseo con attività osteoblastica ed osteoclastica ridotte (12, 25) mentre studi 

di rimodellamento osseo in soggetti diabetici tipo 1 hanno riportato sia un aumento (26, 27) 

che una riduzione nel riassorbimento osseo (21, 28). Anche i dati sui markers di formazione 

ossea non sono omogenei (21, 29, 30). 

È quindi ipotizzabile che una alterata qualità dell’osso con una riduzione della resistenza 

ossea possa essere un fattore importante dell’aumentato rischio di fratture tra i diabetici. 

Due studi condotti in animali da esperimento diabetici confermano la ipotesi che l’osso 

diabetico possa avere una ridotta resistenza ossea in assenza di una riduzione della DMO 

(31, 32). Un altro studio ha riportato che i femori di ratti spontaneamente diabetici hanno 

una riduzione della resistenza alla torsione, deformazione angolare e assorbimento della 

energia, nonostante la DMO non fosse significativamente ridotta (25). Una possibile 

spiegazione della ridotta resistenza ossea nel diabete è l’accumulo di prodotti finale della 

glicosilazione avanzata (AGEs) nelle fibre di collagene ossee. 

Gli AGEs si formano attraverso una serie di reazioni non enzimatiche tra il glucosio e le 

proteine e la formazione di questi composti può influenzare l’integrità e la funzionalità delle 

proteine. 

In uno studio su cadaveri, Wang et al. (33) hanno riscontrato che una maggiore 

concentrazione di AGEs si associava ad una riduzione della resistenza ossea. Si è ipotizzato 

che gli AGEs possano direttamente alterare le proprietà fisiche del collageno (34) e studi in 

colture cellulari indicano che gli AGEs possano anche influire sul metabolismo delle cellule 

ossee. In questo modo è stato riportato che gli AGEs del collageno stimolano la produzione 
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di interleuchina-6 in cellule ossee umane (35), inibiscono la espressione fenotipica degli 

osteoblasti (36) ed incrementano il riassorbimento osseo indotto dagli osteoclasti (37). 

Non è del tutto chiaro se le terapie attualmente utilizzate per la osteoporosi, che hanno 

dimostrato una riduzione del rischio di fratture in popolazioni di anziani con ridotta DMO, 

saranno in grado di dimostrarsi altrettanto efficaci nella riduzione degli eventi fratturativi 

negli anziani diabetici di tipo 2, con DMO normale o aumentata. Nonostante ciò, ci sono 

evidenze iniziali che le terapie antiriassorbitive hanno un effetto simile a quello osservato 

nei soggetti non diabetici (38, 39), ed è stato suggerito di attuare queste terapie anche in 

presenza di una DMO normale in anziani diabetici che hanno avuto una frattura (40). Non è 

nemmeno del tutto chiaro se la terapia antidiabetica aggressiva e la riduzione delle 

complicanze diabetiche possono avere effetti sull’osso. 



Dott. Ignazio Alberto Barbagallo Pagina 9 
 

 

 

Capitolo 2 

 

 
LE CELLULE STAMINALI 

 

Durante l’embriogenesi, un singolo oocita fecondato è in grado di dare origine a un 

organismo pluricellulare, attraverso eventi di commitment, proliferazione e differenziazione 

che portano alla formazione di organi e tessuti diversi. 

 

 Dopo la nascita e per tutta la vita adulta, tutti i tessuti mantengono la lo ro omeostasi, 

sostituendo cellule che muoiono naturalmente o a causa di insulti esterni o patologici. La 

capacità dell’embrione di creare tutti i tipi cellulari e la capacità di alcuni tessuti adulti di 

rigenerarsi nel corso della vita è dovuta alla presenza di cellule staminali (SC). Queste 

possiedono elevate capacità di autorinnovarsi, cioè di dividersi e ricreare altre cellule 

staminali identiche alla madre, ma anche di proliferare indefinitamente e differenziare in 

molteplici tipi cellulari seguendo specifici pathways molecolari.  
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A tutt’oggi non esiste ancora una definizione omnicomprensiva e puntuale delle cellule 

staminali. Con una buona dose di approssimazione si può definire una staminale come “una 

cellula che si divide (di solito raramente) dando origine a due cellule diverse tra loro: una 

cellula figlia è uguale alla cellula madre (staminale) mentre l’altra cellula figlia è diversa 

(progenitore) e, anche se può dividersi numerose volte, non può più farlo indefinitamente 

(perdita della staminalità) e prima o poi tutta la sua progenie differenzierà in un solo tipo 

(cellula staminale unipotente) o in diversi tipi (cellula staminale multipotente)di cellule 

differenziate” (Fig. 1)-

(Fig.2).

Figura 1 
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Figura 2 

Mentre le cellule staminali dell’embrione sono totipotenti, cioè hanno conservato la capacità 

di differenziare in tutti i tessuti dell’animale, si ritiene che le cellule staminali dei tessuti 

adulti possiedano capacità differenziative limitate al tessuto in cui risiedono (41). 

Tuttavia, questa teoria negli ultimi anni è stata messa in discussione da studi che indicano 

che alcuni tipi di cellule staminali adulte sono in grado di generare progenie tipica di altri 

tessuti, cioè sono dotate di plasticità (42). Sono molte le caratteristiche che permettono di 

correlare diversi tipi di cellule staminali, in riferimento, soprattutto, alle loro capacità di 

autoreplicazione, proliferazione e differenziazione . 
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2.1 LE CELLULE STAMINALI EMBRIONALI (ES) 

Le cellule staminali embrionali derivano dalla massa cellulare interna della blastocisti 

dell’embrione dei mammiferi, prima dell’impianto nella parete uterina. Le cellule ES 

possono proliferare indefinitamente, mantenendo la loro pluripotenza, ma allo stesso 

tempo possono dare origine a tutte le cellule dei tre foglietti embrionali e differenziare in 

tutti i tipi cellulari dell’organismo adulto.  Inoltre, possono essere isolate, stabilizzate e 

cresciute ex vivo, dove continuano a mantenere le loro elevate capacità autorinnovative, 

proliferative e differenziative. Le cellule ES murine sono state stabilizzate per la prima 

volta nel 1981, e si sono rivelate di estrema utilità sia per la generazione di topi mutanti, 
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sia per lo studio dei meccanismi che regolano lo sviluppo e la differenziazione tissutale ( 

43; 44). Nel 1998 sono state generate cellule staminali pluripotenti anche a partire da 

blastocisti umane (45). Per mantenere le cellule ES in coltura nel loro stato relativamente 

indifferenziato, esse devono ricevere costitutivamente il segnale estrinseco di una 

citochina, il LIF (Leucemia Inhibitory Factor) (46), che agisce tramite il suo legame a un 

eterodimero costituito dal recettore per lo stesso LIF e dalla glicoproteina 130 (gp130) che 

attiva un segnale tramite il pathway molecolare di JAK/STAT, essenziale per il 

mantenimento della pluripotenzialità in vitro (47).In assenza di LIF, spontaneamente le 

cellule ES coltivate si aggregano formando i corpi embrioidi che differenziano, se esposti 

ad appropriati fattori di crescita, in diversi lineages cellulari, tra cui cellule muscolari 

cardiache pulsanti, isole sanguigne, neuroni, cellule endoteliali, cellule pigmentate, 

macrofagi, cellule epiteliali e adipociti (48; Dani et al., 1997; 50, 1997; Brustel et al., 

1999) (Figura 1.2.1). 

Similmente, se le cellule ES vengono iniettate in topi nudi, queste differenziano in masse 

multicellulari, definiti teratocarcinomi. Sebbene il programma di espressione genica di 

queste strutture somigli fortemente al pathway differenziativo tipico dello sviluppo degli 

animali, la crescita di queste strutture è caotica, e il risultato finale è un miscuglio di tessuti 

diversi (41). Questo illustra l’importanza delle interazioni intercellulari e della 

organizzazione cellulare nello sviluppo embrionale. Durante l’embriogenesi, infatti, la 

comunicazione intercellulare genera una trasmissione di segnali specifici tra una cellula e 

quelle che la circondano, alterando in qualche modo il comportamento di queste ultime. Il 

modo più comune di comunicare è l’utilizzo di segnali chimici, quali ormoni o citochine. 

E’ quindi di importanza fondamentale studiare i meccanismi molecolari e biochimici che 

spingono le cellule ES ad adottare specifici destini differenziativi. Ad esempio, il gruppo di 

Brustle è stato in grado di isolare una popolazione pura di progenitori multipotenti che 

esprimono marcatori di precursori gliali. Aggregati murini di cellule ES sono stati coltivati 

e propagati in mezzo condizionato contenente prima soltanto il fattore di crescita dei 

fibroblasti (FGF2), successivamente un mix di FGF2 e il fattore di crescita epidermico 

(EGF), e infine, un mix di FGF2 e il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF). In 

queste condizioni, le cellule potevano essere mantenute in coltura per più generazioni. 

Successivamente, le cellule sono state private dei fattori di crescita e queste si sono 

differenziate in oligodendrociti o astrociti (51). Per testare la loro reale potenzialità, questi 
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cloni cellulari sono stati trapiantati nel ventricolo di ratti con deficit di mielina: si è 

osservata la formazione di una guaina mielinica attorno agli assoni dell’ospite in diverse 

regioni del cervello, tra cui la corteccia, l’ippocampo e l’ipotalamo. Inoltre non si è avuto 

nessun segno di tessuti non neuronali in questi trapianti(51). 

Non vi è nessun dubbio che le cellule ES siano le più flessibili tra tutte le cellule staminali 

ma il loro utilizzo a scopo terapeutico è oggetto di accesi dibattiti, soprattutto sulla base di 

considerazioni etiche.  

Pertanto, molti sforzi sono diretti a trovare fonti alternative di cellule pluripotenti capaci di 

rigenerare organi e tessuti, in particolare cellule staminali adulte. Tuttavia le ES 

rappresentano un modello validissimo per comprendere i meccanismi dello sviluppo 

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

E’ ormai appurato che, nell’età adulta, le cellule staminali sono presenti in quasi tutti i 

tessuti, inclusi la pelle (52), il sistema nervoso centrale (53), il muscolo scheletrico (54), il 

midollo osseo (55;56), il fegato (57), il pancreas , il polmone, la prostata, le ghiandole 

mammarie (Welm et al., 2002), il follicolo pilifero (59) e l’intestino (60). 

Le cellule staminali adulte possiedono un’elevata capacità di self-renewal e possono al 

contempo dare origine a tipi di cellule mature con funzioni specializzate. Tipicamente esse 

generano intermedi cellulari (progenitori e precursori più differenziati) prima di raggiungere 

il loro pieno stato differenziato. 

I progenitori e i precursori sono considerati come determinati a differenziare lungo uno 

specifico lineage cellulare. La funzione primaria delle SC adulte è di mantenere l’omeostasi 

interna all’organismo e, con alcune limitazioni, di sostituire le cellule danneggiate e morte a 

causa dell’invecchiamento, di disfunzioni o di danni. Il loro comportamento è fortemente 

influenzato dal microambiente tissutale da cui originano e risiedono (61). 

Fino a poco tempo fa si pensava che le potenzialità differenziative delle cellule staminali 

adulte fossero tessuto-specifiche, tuttavia sempre più numerose scoperte scientifiche 

sembrano sfidare questo dogma classico, suggerendo che la capacità delle cellule staminali 

di generare una progenie matura non è limitata ai tipi cellulari presenti nel tessuto in cui 

risiedono, ma può essere sorprendentemente più estesa. Il fenomeno della plasticità è tuttora 

dibattuto e in attesa di definitive verifiche, tuttavia diverse ipotesi sono state avanzate per 

spiegarne i meccanismi di base. Fondamentalmente sono stati proposti quattro modelli (62): 

il modello gerarchico, la transdifferenziazione, la transdeterminazione e la 

dedifferenziazione. 

• Il modello gerarchico prevede l’esistenza, all’interno dei diversi tessuti, di cellule staminali 

altamente pluripotenti non ancora indirizzate verso un determinato destino differenziativo e 

capaci, quindi, come le cellule staminali embrionali di dare origine a progenie di diversi 

tessuti. A questo proposito, è stata recentemente isolata dal midollo osseo umano e murino, 

dal muscolo e dal cervello una popolazione molto primitiva di cellule (MAPCs, Multipotent 

Adult Progenitor Cells) che sono in grado di dare origine, in vitro, a tutti i tipi cellulari 

somatici (63). 
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• La transdifferenziazione definisce la condizione (il processo attraverso il quale) in cui una 

cellula già differenziata acquisisce un altro fenotipo, spesso senza andare incontro alla 

divisione cellulare: un esempio sono le cellule pancreatiche che, in opportune condizioni di 

coltura, transdifferenziano in vitro in cellule epatiche (64), mentre analisi in vivo effettuate 

sulla salamandra mostrano le cellule epiteliali della lente transdifferenziare in cellule 

pigmentate della retina (65). 

• La transdeterminazione descrive invece la condizione in cui una cellula staminale o un 

precursore primitivo già indirizzati verso uno specifico cammino differenziativo generano 

una progenie appartenente ad un altro lineage cellulare. In letteratura sono riportati dati 

sperimentali a favore di questo modello: per esempio è stato osservato che cellule staminali 

neurali in coltura sono in grado, se trapiantate nelle blastocisti di embrioni murini, di 

contribuire alla generazione di tutti e tre i foglietti embrionali (66). 

• Nella dedifferenziazione, una cellula lineage-specifica riacquisisce dapprima le proprietà di 

cellula staminale o di precursore primitivo e, in seguito, intraprende un altro cammino 

differenziativo. Per esempio, in seguito all’amputazione di un arto nella salamandra, i 

miociti presenti localmente sono in grado di de-differenziare e generare altri tipi cellulari 

(67); così nei follicoli piliferi del topo, parte delle cellule che migrano fuori dal 

microambiente recuperano le capacità “staminali” dell’autorinnovamento ed acquisiscono 

altre potenzialità differenziative (68). 

Le prime evidenze a favore della plasticità delle cellule staminali adulte sono emerse dallo 

studio sul sistema ematopoietico, attraverso saggi funzionali in vivo che sfruttano la 

proprietà clonogenica delle cellule ematopoietiche immature: è stato infatti osservato che 

cellule di midollo trapiantate in animali mutanti difettivi o mieloablati, genotipicamente o 

fenotipicamente distinguibili, sono in grado di dare origine a progenie “atipica” e rigenerare, 

anche se ad una frequenza piuttosto bassa, altri tessuti. A tale proposito, una delle prime 

dimostrazioni delle capacità plastiche delle HSCs è stata ottenuta trapiantando in animali 

recipienti wild type cellule di midollo osseo di un topo trasgenico contenente il costrutto 

LacZ sotto il controllo di un promotore muscolo-specifico; dopo alcuni mesi dal trapianto è 

stato osservato che, in seguito ad una lesione muscolare indotta, un significativo numero di 

cellule LacZ+ avevano contribuito alla rigenerazione del tessuto muscolare scheletrico (69). 

Questo risultato è stato successivamente consolidato da altri esperimenti condotti in vivo su 

modelli murini affetti da particolari distrofie, in cui cellule di midollo erano in grado di 
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recuperare parzialmente il fenotipo wild type, mostrando le elevate potenzialità miogeniche 

delle HSCs (70) 

A queste prime osservazioni, si sono aggiunte, negli anni più recenti, innumerevoli dati 

sperimentali che sembrano attribuire alle HSCs capacità differenziative sempre più ampie: 

saggi funzionali in vivo ed in vitro suggeriscono che le cellule di midollo osseo adulto siano 

in grado di dare origine a cellule mature di tessuti non ematopoietici, quali fegato (71;72), 

pancreas (73) e dei reni (74), pelle (75) tratto gastro-intestinale (76), cuore (77,78), muscolo 

scheletrico (79) e sistema nervoso (80). 

Sebbene le evidenze sperimentali siano sempre più confortanti, il tema della plasticità delle 

cellule staminali continua ad essere argomento di acceso dibattito; molte perplessità nascono 

dal fatto che le tecniche in vivo ed in vitro fino ad oggi adottate non sono in grado di fornire 

una prova certa delle loro effettive potenzialità differenziative e, molto spesso, i dati ottenuti 

non sono riproducibili. Infatti, negli ultimi due anni, studi sempre più rigorosi hanno messo 

in evidenza che alcuni apparenti eventi di plasticità sono in realtà riconducibili ad altri 

fenomeni, quali la contaminazione o la fusione cellulare. In particolare, dal momento che le 

cellule staminali ematopoietiche sono in grado di migrare, attraverso la circolazione, in tutto 

l’organismo (81) è possibile che l’osservata trasdifferenziazione verso il destino 

ematopoietico di cellule di un determinato tessuto non ematopoietico non sia determinata 

dalla loro plasticità ma dalla presenza, nel tessuto stesso, di HSCs che ivi transitano (82). 

D’altra parte, la bassa frequenza con la quale si verificano gli eventi di transdifferenziazione 

ha sollevato la possibilità che si tratti di eventi stocastici non-fisiologici e, a favore di questa 

ipotesi, alcune evidenze sperimentali suggeriscono che la fusione cellulare possa essere un 

spiegazione alternativa per alcuni casi di osservata plasticità (83). Infatti questa rappresenta 

un naturale processo biologico che contribuisce alla formazione di diversi tessuti 

nell’organismo, quali la formazione dei miotubi (84), degli osteoclasti (85), della placenta 

(86) e dalle cellule giganti derivanti dai macrofagi (87), e si protrae per tutta la vita, 

producendo cellule con distinte proprietà biologiche. 

Recenti esperimenti condotti su modelli murini affetti da tirosinemia ereditaria di tipo I 

hanno permesso di dimostrare che la fusione cellulare interviene anche nella riparazione dei 

tessuti adulti (83;88): questi animali presentano, a seguito di una mutazione del gene Fah 

(Fumaril- acetoacetato-Idrolasi), un difetto al fegato curabile attraverso un trapianto di 

cellule wild type di midollo osseo, le quali sono in grado di rigenerare cellule epatiche 
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esprimenti Fah. Analisi citogenetiche, genomiche e immunoistochimiche indicano che questi 

nuovi epatociti non sono cellule ematopoietiche transdifferenziate ma il risultato della 

fusione di cellule di midollo osseo wild type del donatore con gli epatociti affetti del 

ricevente (83;88). Come per la plasticità, le osservazioni sperimentali a conferma (89;90) e a 

smentita (79a;91) del fenomeno della fusione sono numerose; lo sforzo dei ricercatori 

rimane, comunque, quella di effettuare analisi sempre più rigorose al fine di stabilire quale 

dei due processi giochi realmente un ruolo determinante nelle capacità differenziative delle 

cellule staminali nell’ambito dei diversi sistemi differenziativi. 
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2.3 LE CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI (MSC)  

Nel 1973, Friedenstein fu il primo a identificare una popolazion e cellulare con un forte 

potenziale osteogenico in una sospensione a singole cellule prelevata dal midollo osseo 

adulto. Similmente, cellule osteogeniche sono state isolate dal timo e dalla milza di coniglio 

e maiale nano. Successivamente a questi lavori pionieristici, molti gruppi di ricerca hanno 

recentemente isolato cellule staminali/progenitori mesenchimali da molti tessuti adulti, quali 

muscolo scheletrico, tessuto adiposo, pelle e retina (92;93;94;95; Asakura et al., 2001). Lo 

stroma del midollo osseo è composto da una varietà di tipi cellulari essenziali per lo 

sviluppo delle cellule ematopoietiche e produce una vasta gamma di mediatori chimici 

necessari per il corretto processo di formazione delle cellule del sangue (97). 

E’ noto da diversi anni che le MSC del midollo osseo sono in grado di differenziare in vitro, 

sotto opportune condizioni, in diversi tipi cellulari quali osteoblasti, adipociti, condrociti e 

miociti.  

 Le metodologie per isolare e coltivare le MSC sono molteplici, uno dei metodi più diffusi è 

quello di sfruttare le loro caratteristiche di adesione per separarle dalla componente 

ematopoietica del midollo, che cresce in sospensione. A tale scopo si utilizza un terreno di 

coltura minimo, privo cioè di citochine, che facilita la crescita delle unità formanti colonie di 

tipo fibroblastoide (CFU-F).  

Queste ultime possono anche essere propagate per molti passaggi fino a diventare linee 

cellulari (98). 

Le cellule così ottenute possono essere differenziate, sotto specifici stimoli chimici in 

(fig..A):  

• osteoblasti: con acido ascorbico, dexametasone e β-glicerofospato; 

• adipociti: con insulina e dexametasone; 

• condrociti: con TGFβ (Transforming growth factor) (99). 
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Fig..  A 

Un approccio alternativo è basato sull’isolamento di una popolazione di precursori 

utilizzando marcatori sulla superficie cellulare (Pittenberg et al., 1999manca). Ad esempio, 

alcuni recenti studi indicano che le MSC prelevate da midollo osseo umano possono essere 

selezionate in base all’espressione di CD49a, recettore per collagene e laminina (101). 

Questa popolazione è CD49a+ CD45med/low e differenzia verso un lineage mesodermico. 

tutte le CFU-F coltivate a partire da midollo osseo umano in toto sembrano essere CD49a+ 

CD45med/low . Poiché le MSC sembrano essere multipotenti e coltivabili in vitro, 

potrebbero rappresentare una risorsa molto importante di cellule utilizzabili nella clinica, per 

approcci di terapia e genica (102).  



Dott. Ignazio Alberto Barbagallo Pagina 21 
 

CCAAPPII TTOOLL OO  33  

  

LL ’’ EEMM EE  OOSSSSII GGEENNAASSII   

  

LL’’ eemmee  oossssiiggeennaassii   ((HHOO))  èè  uunn’’ eennzziimmaa  mmiiccrroossoommiiaallee  cchhee  ccaattaall iizzzzaa  ll ’’ aappeerrttuurraa  rreeggiioossppeeccii ff iiccaa  

ddeell ll ’’ aanneell lloo    ddeell ll ’’ eemmee  ccoonn  ffoorrmmaazziioonnee  ddii   bbii ll iivveerrddiinnaa,,  ffeerrrroo  ee  mmoonnoossssiiddoo  ddii   ccaarrbboonniioo  ((CCOO))..  

LLaa  rreeaazziioonnee  nneecceessssii ttaa  ddii   oossssiiggeennoo  mmoolleeccoollaarree  ee  ddii   eeqquuiivvaalleennttii   rriidduucceennttii   ffoorrnnii ttii   ddaall llaa  

NNAADDPPHH--ccii ttooccrroommoo  PP445500  rreedduuttttaassii ..  

  

EmeEme ossigenasi 1 (HOossigenasi 1 (HO--1)1)

  

LL’’ HHOO  ffuu  ddeessccrrii ttttoo  ppeerr  llaa  pprriimmaa  vvooll ttaa  nneell   11996688  ddaa  TTeennhhuunneenn  eett  ccooll ll ..,,  ((110033))  ;;    iinniizziiaallmmeennttee  

ssii   ppeennssòò  cchhee  llaa  pprrootteeiinnaa  ppootteessssee  eesssseerree  uunn  ttiippoo  ddii   ccii ttooccrroommoo  PP445500,,  ssuucccceessssiivvaammeennttee  ffuu  

ddiimmoossttrraattoo  cchhee  iinn  rreeaall ttàà  ssii   ttrraattttaavvaa  ddii   uunnaa  pprrootteeiinnaa  ddiivveerrssaa  ddaa  qquueell llee  aappppaarrtteenneennttii   aall llaa  

ffaammiiggll iiaa  ddeeii   PP445500  ((110044))..  

ÈÈ  ssttaattoo  ddiimmoossttrraattoo  cchhee  ll ’’ HHOO  èè  uunnaa  pprrootteeiinnaa  aall ttaammeennttee  ccoonnsseerrvvaattaa  nneell   rreeggnnoo  aanniimmaallee  eedd  

iinnooll ttrree  èè  pprreesseennttee  nneell llee  aallgghhee  eedd  iinn  qquuaassii   ttuuttttee  llee  ssppeecciiee  ddii   ppiiaannttee  ssuuppeerriioorrii   ((110044aa))..  
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IInniizziiaallmmeennttee  ffuu  ppuurrii ff iiccaattaa  iinn  oommooggeennaattii   ddii   ffeeggaattoo  ddii   rraattttoo,,  mmii llzzaa  ddii   bboovviinnoo  ee  mmaaiiaallee  ee  ffuu  

ddiimmoossttrraattoo  cchhee  aavveevvaa  uunn  ppeessoo  mmoolleeccoollaarree  ddii   3322..000000  ddaall ttoonn  ((110055))..  

LL’’ eemmee  oossssiiggeennaassii   pprreesseennttaa  uunn    rraappppoorrttoo  sstteecchhiioommeettrriiccoo  11::11  ccoonn  ll ’’ eemmee,,  cchhee  ggll ii   ppeerrmmeettttee  ddii   

ffoorrmmaarree  uunn  eemmee--pprrootteeiinnaa  ttrraannssiieennttee..  

II ll   ppoossiizziioonnaammeennttoo  ddeell ll ’’ eemmee  ccoonn  llaa  mmoolleeccoollaa  ddeell ll ’’ HHOO  èè  ssiimmii llee    aa  qquueell llaa    ddeell ll ’’ aanneell lloo  

tteettrraappii rrrrooll iiccoo  ddeell ll ’’ eemmee,,  ppuuòò  ssoolloo  eesssseerree  aappeerrttaa  nneell llaa  ppoossiizziioonnee  αα--mmeessoo  ((110066))..  LL’’ uuttii ll iizzzzoo  ddii   

tteeccnniicchhee  ssppeettttrroossccooppiicchhee  iinn  dduuee  ddiivveerrssii   llaabboorraattoorrii     hhaa  ddiimmoossttrraattoo  cchhee  ii ll   lleeggaammee  ddeell ll ’’ eemmee  

cchhee  ccii rrccoonnddaa  ll ’’ HHOO  èè  ssiimmii llee  aa  qquueell lloo  ddeell llaa  mmiioogglloobbiinnaa  ee  cchhee  ii ll   sseessttoo  lleeggaammee  ddii   

ccoooorrddiinnaazziioonnee  ddii   mmeettàà  mmoolleeccoollaa  ddeell ll ’’ eemmee  èè  ssttaabbii ll ii ttoo  ccoonn  uunn  iissttiiddiinnaa  ccoommpplleessssaattaa,,  cchhee  èè  

eesssseennzziiaallee  nneell lloo  ssvvoollggeerree  llaa  ffuunnzziioonnee  ddii   ppoonnttee  ccoonn  uunnaa  mmoolleeccoollaa  dd’’ aaccqquuaa  ((TTaakkaahhaasshhii   eett  

ccooll ll ..,,  11999933))..    

  

  

  

  

LLaa  mmoolleeccoollaa  ddeell ll ’’ EEMMEE  èè  uunn  ccoommpplleessssoo  ddeell ll ’’ eelleemmeennttoo  ddii   ttrraannssiizziioonnee,,  ffeerrrroo,,  lleeggaattoo  aa  

qquuaattttrroo  aattoommii   ddii   iiddrrooggeennoo  ddii   uunn  mmaaccrrooaanneell lloo  tteettrraappii rrrrooll iiccoo..  

EEssssoo  èè  sseemmpprree  pprreesseennttee  iinn  nnaattuurraa  ee  ddii   vvii ttaallee  iimmppoorrttaannzzaa  nneeggll ii   EEuuccaarriioottii ;;  ffuunnzziioonnaa  ccoommee  

ppoorrzziioonnee  pprroosstteettiiccaa  ddii   vvaarriiee  eemmee--pprrootteeiinnee  cchhee  iinncclluuddoonnoo::  eemmoogglloobbiinnaa  ee  mmiioogglloobbiinnaa,,  

rriissppeettttiivvaammeennttee,,  ppeerr  ii ll   ttrraassppoorrttoo  ee  ll ’’ aaccccuummuulloo  ddeell ll ’’ oossssiiggeennoo..    
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IInn  ppiiùù,,  nneell   ssiisstteemmaa  nneerrvvoossoo  ((SSNN)),,  ll ’’ eemmee  ssttiimmoollaa  lloo  ssvvii lluuppppoo  ddeeii   nneeuurrii ttii   ee  rreeggoollaa  ll ’’ iinniizziioo  ee  

llaa  ssiinntteessii   pprrootteeiiccaa  ddeell ll ’’ eeIIFF--22aa  cchhiinnaassii ;;  nneell   mmiiddooll lloo  oosssseeoo  rraapppprreesseennttaa  uunn  ffaattttoorree  eesssseennzziiaallee  

ppeerr  lloo  ssvvii lluuppppoo  ee  llaa  ddii ff ffeerreennzziiaazziioonnee  ddeell llee  cceell lluullee  eemmaattooppooiieettiicchhee..    

OOll ttrree  aall   mmiiddooll lloo  oosssseeoo  cchhee  èè  eerrii ttrrooppooiieettiiccoo,,  aanncchhee  ii ll   ffeeggaattoo  hhaa  uunn  nnootteevvoollee  bbiissooggnnoo  ddii   

eemmee;;  iinnffaattttii ,,  ccii rrccaa  ii ll   1155%%  ddeell   ttoottaallee  ddii   eessssoo  èè  uuttii ll iizzzzaattoo  ddaa  qquueesstt’’ oorrggaannoo..    

LLaa  bbiioossiinntteessii   ddeell ll ’’ eemmee,,  cchhee  èè  ccaattaall iizzzzaattaa  ccoonntteemmppoorraanneeaammeennttee  ddaa  eennzziimmii   mmii ttooccoonnddrriiaall ii   ee  

mmiiccrroossoommiiaall ii ,,  ccoonnttiieennee  uunnaa  sseeqquueennzzaa  ddii   rreeaazziioonnii   cchhee  iinncclluuddee  llaa  ccoonnddeennssaazziioonnee,,  sseegguuii ttaa  

ddaall llaa  ddeeccaarrbboossssii llaazziioonnee,,  ddaa  uunnaa  sseeccoonnddaa  ccoonnddeennssaazziioonnee  ee  ssuucccceessssiivvaammeennttee  ddaa  uunnaa  sseerriiee  ddii   

oossssiiddaazziioonnii   ((110066aa;;110088))..  

La biliverdina che si forma nneell llaa  rreeaazziioonnee catalizzata dall’HO nei Mammiferi viene in 

seguito convertita in bilirubina dall’enzima citosolico biliverdina reduttasi; e 

quest’ultima, a sua volta, viene coniugata con zuccheri  (acido glucuronico)  per mezzo 

dell’ UDP-glucuronil transferasi  e viene escreta nella bile. 

Diversi studi hanno dimostrato che la biliverdina rappresenta un importante 

antiossidante, nonostante quest’ultima venga immediatamente convertita in bilirubina ad 

opera della biliverdina reduttasi. Un tipico esempio di questa reazione enzimatica è 

rappresentato dall’ematoma, come risultato di un trauma. In queste condizioni, l’eme 

viene rilasciato dando il tipico colore nerastro che,  successivamente, diventa verde per la 

concomitante formazione della biliverdina ad opera dell’HO ed, infine, diventa giallo per 

la presenza dei pigmenti di bilirubina. Quest’ultima è particolarmente tossica quando si 

accumula in concentrazioni micromolari  

nel cervello e tende ad aggregarsi ed ad attaccarsi alle membrane cellulari, come si 

osserva nelle zone giallastre del cervello (kernicterus). Anche nelle colture neuronali, la 

bilirubina libera, a concentrazioni micromolari e non complessata a carriers proteici (es: 

albumina, che tiene in soluzione la bilirubina) ha la tendenza ad aggregarsi e ad attaccarsi 

alle membrane cellulari, conferendo un aspetto giallastro alle cellule (109). Gli aggregati 

di bilirubina incorporati nelle membrane cellulari sembra che interferiscano con le 

funzioni vitali della cellula. Comunque, quando essa è in soluzione ed è utilizzata a 

concentrazioni fisiologiche, esplica una funzione di protezione contro lo stress 

ossidativo.   

E` stato dimostrato in modelli animali con ischemia cardiaca che la perfusione di 

bilirubina era capace di ridurre significativamente il danno da infarto (110). Studi clinici 
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hanno dimostrato che elevati livelli di bilirubina nel plasma sono correlati con una 

riduzione di incidenza dei rischi cardiovascolari. Bassi livelli di bilirubina, invece, sono 

associati ad un maggiore rischio di malattie cardiovascolari (111). E’ stato dimostrato 

che l’attività della biliverdina reduttasi è modulata dalla fosforilazione ed è stato 

osservato che è localizzata nel nucleo, dove, probabilmente, esplica un ruolo protettivo 

nei confronti degli acidi nucleici contro l’azione tossica espletata dai radicali liberi. A tal 

proposito, studi in vitro hanno messo in evidenza che la bilirubina  è in grado di limitare 

il danno al DNA (112).  

Peraltro, il ferro libero formatosi dalla reazione catalizzata dall’HO, essendo un pro-

ossidante, viene rapidamente neutralizzato da alcune proteine leganti il ferro (Iron 

Binding Proteins), come la ferritina, che legandolo impedisce che esso possa partecipare 

a reazioni di tipo Fenton (Fe2+ + H2O2 �Fe3+ + HO- + HO.).  

Il ferro, dal momento che l’HO è maggiormente concentrato nel reticolo endoplasmico, 

può essere immediatamente trasportato all’esterno della cellula attraverso una pompa 

ATPasi-dipendente che funge da trasportatore del ferro (113). Diverse proteine (ferritina, 

ceruloplasmina, transferrina) possono legare il ferro, attenuando quindi la tossicità del 

ferro libero, la cui omeostasi è strettamente regolata da numerosi fattori (114). 

Modificazioni dell’attività enzimatica dell’HO sono state riscontrate nei cervelli di 

pazienti affetti dalla malattia di Alzhèimer con una conseguente modificazione dei 

contenuti di ferro.  

Infatti, già nel 1953, mediante tecniche citochimiche, fu dimostrato che i contenuti di 

ferro risultavano elevati nella corteccia dei pazienti affetti dalla malattia di Alzhèimer.  

In uno studio parallelo, che si proponeva di dimostrare se la riduzione del ferro potesse 

essere una strategia da utilizzare per questa patologia, è stato dimostrato che la 

somministrazione per 2 anni di desferroxamina, un ben noto chelante del ferro trivalente, 

rallentava la progressione clinica dei sintomi della malattia. 

Un altro prodotto della reazione catalizzata dall’HO è il CO, un gas che può liberamente 

passare attraverso i compartimenti intracellulari ed extracellulari. La letteratura, riguardo 

le possibili funzioni del CO, è particolarmente vasta e controversa e molti aspetti non 

sono stati ancora del tutto chiariti (115;116;117).  

E’ stato evidenziato che il CO ed i pigmenti biliari, hanno importanti funzioni regolatorie 

all’interno della cellula. Il CO generato, alle alte concentrazioni, risulta tossico, ma in 
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condizioni fisiologiche esso gioca un ruolo essenziale nei processi di vasodilatazione e 

nella modulazione dell’attività della guanilato ciclasi, stimolando conseguentemente la 

sintesi di un secondo messaggero: il cGMP. Il CO è particolarmente tossico e 

l’inalazione di sue alte concentrazioni può causare la morte. Parte di questi effetti tossici 

derivano dal fatto che esso satura l’emoglobina e fa diminuire l’efficacia del trasporto di 

ossigeno. E’ stato, inoltre, ipotizzato che il CO possa competere con i siti di legame 

dell’ossido nitrico (NO) che si trovano sulle proteine e conseguentemente potrebbe 

elevare i livelli di NO (118). L’ affinità delle proteine per il CO è generalmente più bassa 

che per l’NO, ma la sua emivita è elevata. Le interazioni tra CO e NO starebbero alla 

base di un cross-talk tra il sistema dell’HO e dell’ossido nitrico sintetasi (NOS) (119). A 

livello cellulare il CO potrebbe avere funzioni fisiologiche diverse da quelle derivanti da 

dosi farmacologiche o tossiche.  

Inoltre, potrebbe agire da vasodilatatore sia modulando l’attività della guanilato ciclasi, 

che l’apertura dei canali del potassio attivati dagli ioni calcio (120;121). Il CO potrebbe 

anche agire da anti-infiammatorio ed avere anche attività anti-apoptotica (122;123). 
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33..11  II SSOOFFOORRMM EE  DDEELL LL ’’ EEMM EE  OOSSSSII GGEENNAASSII   

 

Esistono diverse isoforme dell’HO, tutte prodotte da geni diversi. Due di queste isoforme 

sono state ampiamente caratterizzate. Esse sono: l’HO-1, isoforma inducibile, e l’HO-2, 

che è sintetizzata costitutivamente. Entrambe le isoforme hanno in comune circa il 40% 

di sequenze aminoacidiche omologhe (Muller et coll., 1987). McCoubrey and Maines 

(1994)(125,126) dimostrarono che l’HO-1 era il prodotto di un solo trascritto, mentre 

l’HO-2 era codificata da due trascritti di un gene. Questi differenti trascritti presentano 

una differenza durante il processo di poliadenilazione. 

 

 

 

Tab. 1 -  Isoforme dell’eme ossigenasi 

 

L’HO-1 è una proteina di 32 KDa ed è stata originariamente trovata nella milza dove la 

sua principale funzione è quella di degradare l’eme dei globuli rossi invecchiati (127). I 

geni dell’HO-1, sono stati clonati e caratterizzati, sia nel ratto, che nell’uomo (Muller et 

coll., 1987;127a). Entrambi i geni sono organizzati in quattro introni e cinque esoni. La 

regione 5’ non tradotta dei geni contiene numerosi siti regolatori (Fig. 1)  

 

 

        HO-1 

– Inducibile 

– Ha molti siti di 
regolazione 

– È indotta da: 
                 UVA, 
                metalli pesanti,  
                stress 
ossidativo 
                infiammazione 

 

HO-2 
– Costitutiva 

– È indotta dai 
glucocorticoidi 
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Fig. 1 – Siti regolatori presentinel gene dell’HO-1 

 

La seconda isoforma (HO-2) ha un peso molecolare di 38 KDa (127a) ed è 

particolarmente abbondante nel Sistema Nervoso e nei testicoli (117a). L’HO-2 è 

costitutivamente espressa nei neuroni e viene anche chiamata HO costitutiva o 

neuronale. In condizioni normali, nel cervello è responsabile per la maggior parte 

dell’attività totale dell’HO. Il gene che codifica per l’HO-2 di ratto (125a,127b) consiste 

di 12563 bp, cinque esoni e quattro introni e non ha un TATA-box standard, ma presenta 

una “TATA-like” avente  sequenza TAACTA, a monte del maggior punto di inizio della 

trascrizione. L’HO-2 è decodificata in due trascritti  rispettivamente di 1,3 e 1,9 Kb, che 

condividono  con l’HO-1 solo il 50-57% di somiglianza in due esoni. Il dominio di 

legame  dell’HO-2 all’eme è l’esone 4. 

  

3.2  FUNZIONE E REGOLAZIONE DELL’EME OSSIGENASI-1   

 

Le proprietà benefiche dell’HO-1 sono stati descritti in diverse patologie, come 

l’aterosclerosi e la pre-clampsia. La funzione antiossidante dell’HO-1 potrebbe, almeno 

in parte, dipendere dalla impossibilità dell’eme a partecipare alle reazioni pro-ossidanti 
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(128). Il maggior interesse, comunque, è riposto nei prodotti di degradazione enzimatica 

dell’eme, i quali fungono da mediatori della citoprotezione.  AAllccuunnii   ssttuuddii   hhaannnnoo  aanncchhee  

ddiimmoossttrraattoo  cchhee  ll ’’ iinndduuzziioonnee  ddeell   HHOO--11  iinn  ff iibbrroobbllaassttii   ddeell llaa  ppeell llee  eesspplleettaa  uunn  rruuoolloo  pprrootteettttiivvoo  

ccoonnttrroo  ii   rraaggggii   uull ttrraavviioolleettttii     ((112299))..  

L’HO-1 è indotta da stimoli diversi che sono in grado di provocare uno stress ossidativo; 

questi includono: eme, iperossia, ipossia, heat shock, endotossine, perossido d’idrogeno, 

citochine, raggi UV, metalli pesanti ed NO ( 130; 131; 132;133;134;135;136; 137).Molte 

cellule in coltura, incluse quelle emopoietiche, epatiche, epiteliali, endoteliali, retiniche 

pigmentate, rispondono agli agenti stressanti precedentemente menzionati, con marcato 

incremento dell’attività dell’HO-1. Infatti, essendo l’HO una Heat-Shock Protein (HSP), 

agisce da proteina dello stress e può essere indotta anche dal danno di tipo ossidativo 

(138;139;127c;128a;140;  141;  Kutty et coll., 1994;143; AL Nascimento et coll., 1993).  

E’ stato dimostrato chel’espressione dell’HO-1 è principalmente regolata a livello 

trascrizionale (145;146;147;148; 149).  

Sono stati identificati vari elementi regolatori nella regione promotore del gene che 

codifica per l’HO-1; essi includono i siti di legame per fattori di trascrizione responsabili 

dello stress ossidativo come, ad esempio, il fattore di trascrizione nuclerare kappa B (NF-

KB), il cui sito di   legame è presente nel gene umano dell’HO-1, ed il fattore di 

trascrizione AP-1 (150;151;146a).  
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FFiigg..  22  --  SSii tt ii   ddii   lleeggaammee  ppeerr   aallccuunnii   ffaatt ttoorr ii   ddii   tt rr aassccrr iizziioonnee  ((NNFF  KK BB,,  AAPP--11))  pprr eesseenntt ii   nneell   

ggeennee  uummaannoo  ddeell ll ’’ HHOO--11..  
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Capitolo 4  

 

SCOPO DELLA TESI 

 

 

E’ stato dimostrato che la densità minerale e altri markers biochimici del tessuto osseo 

variano in pazienti affetti da diabete.  Studi recenti hanno suggerito che il diabete per se può 

aumentare il rischio di fratture femorali, omerali e del piede negli anziani (152-157) e 

ricerche in animali da esperimento diabetici hanno evidenziato delle alterazioni nella 

conformazione ossea che si sono ipotizzato come possibile fattori favorenti del rischio di 

fratture. Nonostante ciò, questo è un argomento ancora non del tutto chiaro ed è necessaria 

una conoscenza più approfondita dei fattori che determinano la qualità dell’osso nel diabete 

per attuare una prevenzione efficace delle fratture in questa popolazione ad alto rischio. 

Diversi meccanismi sono stati proposti per spiegare le possibili influenze del diabete sul 

tessuto osseo. I livelli bassi di insulina nel diabete di tipo 1 e nel diabete di tipo 2 di lunga 

durata possono causare una riduzione della densità minerale ossea (DMO) (158). D’altra 

parte, i diabetici di tipo 2 sono frequentemente obesi e l’obesità si associa di solito ad una 

normale o elevata DMO (159) probabilmente attraverso l’aumento del carico e attraverso 

fattori ormonali come gli estrogeni, l’insulina, la leptina e l’adiponectina (159-161). La 

ridotta massa ossea frequentemente riscontrata in pazienti con diabete mellito è stata 

attribuita al mancato controllo della glicemia, ma il meccanismo con il quale esso agisce 

rimane poco chiaro. 

Recentemente uno studio svolto in vivo su topi obesi diabetici ha dimostrato che il 

trattamento con un induttore dell'eme ossigenasi 1 (HO-1) riduce l’adipogenesi viscerale e 

sottocutanea, aumenta i livelli di adiponectina e migliora la sensibilità dell'insulina e la 

tolleranza del glucosio (162). 

L’eme ossigenasi (HO) è una proteina enzimatica citoprotettiva ed antinfiammatoria che 

degrada l’eme producendo biliverdina e bilirubina, entrambe aventi attività antiossidanti, 
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rilasciando anche ferro e monossido di carbonio. Quest’ultimo è un potente vasodilatatore e 

un importante mediatore di molte attività cellulari. E’ stato dimostrato che la forma 

inducibile dell’eme ossigenasi (HO-1) ha proprietà antiossidanti e che il trattamento con CO 

esogeno riduce la produzione di diverse citochine e il monossido nitrico (NO) in riposta ai 

processi infiammatori. L’Eme ossigenasi 1 quindi potrebbe giocare un importante ruolo 

durante il differenziamento, inoltre l’eme ossigenasi 1 nel diabete ed in altre patologie è un 

area di ricerca di attuale interesse per la comunità scientifica internazionale (162-164). 

Pochi studi in vitro sono stati effettuati usando cellule progenitrici del tessuto osseo per 

investigare questo problema.  

Lo stroma del midollo osseo è ricco di cellule staminali adulte, la funzione primaria delle 

SC adulte è di mantenere l’omeostasi interna all’organismo e, con alcune limitazioni, di 

sostituire le cellule danneggiate e morte a causa dell’invecchiamento, di disfunzioni o di 

danni. Tipicamente esse generano intermedi cellulari (progenitori e precursori più 

differenziati) prima di raggiungere il loro pieno stato differenziato. Le cellule staminali 

adulte presenti nel midollo osseo possono essere classificate in base al tipo di progenie che 

generano in cellule staminali ematopoietiche (HSC) e cellule staminali mesenchimali 

(MSC). Mentre le prime daranno origine alle cellule del sangue, le MSC sono i progenitori 

dei tessuti di origine mesenchimale come cartilagine , tessuto osseo, etc. (166). 

E’ stato dimostrato che le BM MSCs hanno la capacità di differenziarsi in vitro, sotto 

opportune condizioni, in osteoblasti, adipociti, condrociti e miociti (167,168). Le 

metodologie per isolare e coltivare le MSC sono molteplici, uno dei metodi più diffusi è 

quello di sfruttare le loro caratteristiche di adesione per separarle dalla componente 

ematopoietica del midollo, che cresce in sospensione. A tale scopo si utilizza un terreno di 

coltura minimo, privo cioè di citochine, che facilita la crescita delle unità formanti colonie di 

tipo fibroblastoide (CFU-F). Queste ultime possono anche essere propagate per molti 

passaggi fino a diventare linee cellulari (trattato in Zipoli, 2004). 

In conclusione il seguente studio si propone di studiare l’effetto dell’iperglicemia nel 

differenziamento di cellule staminali mesenchimali provenienti dal midollo osseo in 

osteoblasti e di valutare l’eventuale ruolo svolto da parte dell’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 da pazienti sottoposti ad aspirato midollare a 

scopo diagnostico.  La frazione di cellule mononucleate del midollo osseo è stata isolata 

mediante centrifugazione in gradiente di densità ( Ficoll-Paque ™ PLUS).  

Le cellule mononucleate sono state coltivate in  D-MEM + 2mM glutamax (GIBCO, UK) , 

20% siero fetale bovino (FBS), 1X antibiotico-antimicotico (GIBCO, Carlsbad, CA) e 

incubate a 37 ° C in atmosfera umidificata contenente il 5% di CO 2.  Le cellule non-aderenti 

sono state eliminate dopo 72 ore e le cellule aderenti sono state incubate in nuovo terreno di 

coltura per altri 4 giorni.Non appena le cellule hanno raggiunto la confluenza , esse sono 

state tripsinizzate. Le cellule sono state analizzate al citofluorimetro e trovate positive per gli 

antigeni CD13, CD29, CD44, CDw90, CD73 e CD105 e negative per i marcatori 

ematopoietici, come CD34 e CD45.  

 

 

Protocolli sperimentali  

 Il differenziamento osteoblastico  delle hMSCs è stato indotto  mediante incubazione in un 

terreno di coltura contenente (OM): DMEM +10% FBS, 100 U / ml penicillina 100 mg / ml 

di streptomicina, 0,2 mM di acido ascorbico (Sigma), 0.1 microM desametasone (Sigma) e 

10 mM β-glicerofosfato 10 FBS% e antibiotico-antimicotico (1X)  .  Il terreno  è stato 

cambiato ogni 2 giorni (Nóvikof et  al., 1980  ; Tondreau et al., 2005  ) ed alcune fiasche 

sono state trattate con  5 microM SnMP, 30 mM glucosio, 0,5 microM CoPP . Le cellule 

sono state raccolte  dopo 7, 14 e 21 giorni di  cultura, ed il cambiamento di morfologia delle 



Dott. Ignazio Alberto Barbagallo Pagina 33 
 

cellule in coltura durante la differenziazione osteoblastica è stata valutata mediante 

microscopia ottica. L'espressione di markers osteoblastici (BMP-2, RUNX-2, osteocalcina.) 

è stata misurata mediante immunofluorescenza, RT-PCR ed ELISA.  HO-1 mRNA e 

l'espressione della proteina sono stati valutati anche durante il  differenziamento 

osteoblastico  delle MSCs a 7, 14 e 21 giorni, anche in presenza o in assenza di CoPP, SnMP 

e Glucosio 30 mM.  Le cellule sono state testate per la loro suscettibilità alla elevata 

concentrazione di glucosio, infatti i ROS rilasciati sono stati misurati all'inizio e durante il 

differenziamento tramite tecnica di citofluorimetria.  

 

 Analisi di mineralizzazione di colture di cellule 

La mineralizzazione è stata determinata attraverso la colorazione “alizarina Red S” (Sigma) 

delle colture a 21 giorni di differenziamento.  Le colture sono state osservate in microscopia 

in contrasto di fase per  verificare la presenza di noduli mineralizzati.  

 

 mRNA isolamento  

   L'RNA totale è stato isolato usando tryzol. La prima catena cDNA è stata sintetizzata con 

la trascrizione inversa (Roche).  L'RNA totale (1 mg) è stato analizzato mediante RT-PCR 

quantitativa(Real Time PCR). 

 

Real-time PCR  quantificazione  

L’analisi quantitativa del trascritto (QRT-PCR)  è stata eseguita con il test di espressione 

genica TaqMan su un ABI  Prism 7.900 (Applied Biosystems, Foster City, CA).  Un valore 

di 10 ng di cDNA   è stato amplificato utilizzando il TaqMan Universal PCR  Master (ID 

Hs01055564_m1  per uso umano BMP-2, ID Hs00231692_m1 per RUNX2, ID Hs 

00605917_m1 per adiponectina, ID Hs00157965_m1 per HO-1, GAPDH come controllo 

endogeno  ; Applied Biosystems).  
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Western Blot  

Le  BM MSCs indifferenziate e dopo  7 – 14 – 21  giorni di differenziamento sono state 

raccolte  in un tampone di lisi contenente Tris-HCl 50 mM, a pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 

1 mM, fenilmetilsulfonil fluoruro 0,1 mM ed una miscela di inibitori delle proteasi (10 

µg/ml di aprotinina, leupeptina o pepstatina) e sonicate a 4°C.  

Dopo centrifugazione per 15 minuti a 13.000 x g, le proteine presenti nel sovranatante 

ottenuto dalla centrifugazione sono state dosate con il reattivo di Bradford e portate alla 

concentrazione di 1 mg/ml mediante un tampone 2X contenente Tris-HCl 0,25 M, pH 6,8, 

EGTA 5 mM, ditiotreitolo 25 mM, SDS 2%, e di glicerolo 10% in presenza di blu di 

bromofenolo.  

Le proteine (30 µg) sono state separate su gel di poliacrilammide con SDS all’8,5% e 

trasferite su membrana di nitrocellulosa (Mini Trans-blot cell). 

Queste ultime, una per ciascuna proteina da esaminare (HO-1, nestina e �-tubulina III) , 

sono state incubate per 12 ore a 4°C con soluzione di latte in polvere al 5% in Tris-HCl 20 

mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0,5%. Successivamente, le membrane di 

nitrocellulosa sono state incubate per 1 h con anticorpo monoclonale di topo contro HO-1, 

diluito 1:1000 in PBS, un anticorpo monoclonale di topo contro la β-actina (1:1000).  

Dopo 3 lavaggi con PBS, le membrane sono state trattate con anticorpo policlonale anti-IgG 

di topo coniugato con perossidasi diluito 1:1000 in latte in polvere.  

Entrambe le proteine sono state evidenziate in chemioluminescenza mediante il Kit ECL-

Plus. L’analisi densitometrica delle lastre è stata effettuata utilizzando il programma 

Alphamager 1200 System (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA). 

 

 

 Rilevazione di ROS  

 La produzione di ROS da parte delle colture cellulari durante l’esperimento   è stata valutata 

utilizzando probedihydroethidium fluorescente (DHE-SIGMA).  In presenza di superossido 

(O2-), DHE viene ossidato da  prodotti fluorescenti, che sono stati monitorati mediante 

citometria a flusso (FC500 Beckman Coulter).  
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 Brevemente, le cellule sono state incubate con 20 microM DHE nel terreno di coltura per 30 

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

 

 ELISA test  

 Utilizzando un test ELISA specifico, secondo le raccomandazioni del fabbricante, abbiamo 

valutato i livelli di proteina HO-1 (Tenore Design, CA) nei pellet cellulari, ed i livelli di 

osteocalcina(OCN) (BioSource International, Inc.), osteoprotegerina(OPG) e RANKL 

(recettore attivatore del fattore nucleare kB ligand) nel terreno di coltura.  

 

Analisi Statistica  

 Le differenze tra i gruppi sono stati analizzati con il test t ed ANOVA.  I valori sono stati 

espressi come media ± SEM, e le differenze tra i gruppi sono stati considerati significativi 

per P <0,05.  
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Capitolo 6 

 

RISULTATI 

 

I dati ottenuti esprimono la possibilità di ottenere osteoblasti dalle BM MSCs, infatti come si 

può vedere dalla fig. 1, attraverso l’aggiunta nel medium di coltura di dexametasone , acido 

ascorbico e glicerofosfato è possibile ottenere osteoblasti dopo circa 21 giorni di 

incubazione. L’avvenuto differenziamento è stato confermato dall’espressione dei markers 

osteoblastici come BMP-2, RUNX-2, Osteonectina ed Osteocalcina (Fig.1G,H,I,J)  

analizzati tramite RT-PCR ed ELISA test. Nella fig 1 si può vedere il graduale incremento 

dell’espressione dei suddetti markers dopo 21 giorni di differenziamento. Inoltre il 

differenziamento osteoblastico è ulteriormente confermato dall’attività dell’alcalino fosfatasi 

(ALP) (fig.1K) e dalla ALIZARINA RED STAIN (fig. 1D,E,F), colorazione che mette in 

risalto i fosfati di calcio formatisi durante il differenziamento.  

 

Figura 1 
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L’espressione dell’eme ossigenasi 1, analizzata tramite Real Time PCR e Western Blot, 

mostra un graduale decremento dell’enzima durante il differenziamento in osteoblasti (Fig. 

2A) e inoltre dalla fig.2B si può notare come il CoPP 2 uM (Cobalto proto-porfirina) sia in 

grado d’indurre l’enzima durante il differenziamento. 

 

Figura 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il glucosio ad alta concentrazione (30 mM) ha provocato durante il differenziamento un 

decremento di tutti i markers osteoblastici come BMP-2, RUNX-2 ed Osteonectina. Tuttavia 

il trattamento con CoPP è stato in grado di riportare i valori dei suddetti markers a quelli 

delle cellule differenziate in normoglicemia (Glucosio 5mM) (fig.3A,B,C). Inoltre l’alta 

concentrazione di glucosio ha provocato un aumentata formazione di ROS a partire dal 14 
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giorno di  differenziamento, anche in questo caso l’induzione di HO-1 è stata in grado di 

annulare la formazione di ROS da parte del glucosio (fig. 4A,B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’osteoprogeterina (OPG) durante il differenziamento presenta  un incremento rispetto alle 

cellule indifferenziate, mentre l’alta concentrazione di glucosio in presenza o  in assenza di 

SnMP è stata in grado di decrementare i livelli di secrezione. Anche in questo caso il 

trattamento con CoPP è stato in grado di riportare i livelli di OPG simili a quelli delle cellule 

differenziate in normoglicemia. Lo stesso andamento è stato riscontrato anche riguardo 

l’espressione dell’osteocalcina, infatti l’induzione di HO-1 è stata in grado di ripristinare i 

livelli di OCN  simili a quelli controllo. 
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Gli effetti di HO-1 sul differenziamento di MSC in adipociti è mostrato nella figura 5. Lo 

studio mostra che gli adipociti differenziati esprimono bassi livelli di HO-1 (Fig.5A). 

L’espressione dell’eme ossigenasi 1 è stata decrementata a 10 e 15 giorni di 

differenziamento. Anche i livelli di Adiponectina sono stati downregolati durante il 

differenziamento mentre i markers PPARγ e C/EBPα sono stati trovati aumentati gia al 10 

giorno di differenziamento. Lo studio quindi ha esaminato la significativa modulazione di 

HO-1 sul differenziamento adipocitico attraverso la colorazione Oil Red. Come visto in 
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figura 5C, l’aggiunta di CoPP durante il differenziamento in adipociti fu in grado di ridurre 

la misura degli adipociti (lipid droplet) rispetto al controllo. 

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

5D). 
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L’espressione di HO-1 è stata decrementata dopo 10 giorni di differenziamento 

osteoblastico, il trattamento con CoPP è stato abile ad indurre l’espressione sia HO-1 che di 

pAMPK. (fig.6A). Inoltre il differenziamento osteoblastico in alta concentrazione di 

glucosio fu in grado di downregolare l’espressione di HO-1, contrariamente il CoPP è stato 

in grado di riportare i livelli di HO-1 simili a quelli controllo. L’induzione di HO-1 è stata 

anche in grado di upregolare  l’espressione di pAMPK e  eNOS.    
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Capitolo 7 
 

DISCUSSIONE 

 

Nel presente studio , noi dimostriamo che l’upregolazione di HO-1 incrementa il 

differenziamento di MSCs in osteoblasti decrementanto tuttavia anche quello in adipociti. 

La somministrazione di CoPP , un induttore di HO-1 è stata in grado di aumentare la 

proliferazione e la differenziazione  associata anche ad una aumentata espressione di AKT. 

Mentre un significativo incremento del differenziamento osteoblastico è stato osservato 

dopo somministrazione di CoPP,  contrariamente lo SnMP , un inibitore dell’attività 

enzimatica di HO-1, ha avuto l’effetto di  inibire l’espressione dei markers osteoblastici, 

suggerendo che l’effetto di CoPP  incrementa sia l’espressione che l’attività di HO-1. Inoltre  

è stato dimostrato che il differenziamento osteoblastico in presenza di un’alta 

concentrazione di glucosio provoca un decremento dei livelli di BMP-2, osteonectin, 

pAMPK, e eNOS. Comunque l’aumentata espressione di HO-1, attraverso la 

somministrazione di CoPP in condizioni di iperglicemia, è stata in grado di riportare i livelli 

di BMP-2, HO-1, eNOS and pAMPK simili a quelli riscontrati in normoglicemia. Precedenti 

studi hanno infatti dimostrato che eNOS è espressa negli osteoblasti e che una deficienza di 

questo enzima ha avuto come risultato una riduzione della formazione ossea in esperimenti 

svolti sui topi (169). 

A tal proposito l’incremento di HO-1 e eNOS provocato dal CoPP potrebbe essere 

indirizzato come primo step nella formazione del tessuto osseo. Infatti è stato dimostrato che 

eNOS ed NO stimolano BMP-2 incrementando il differenziamento osteoblastico (170, 171). 

Ancor più recentemente è stato dimostrato che l’espressione di HO-1 in modelli animali di 

diabete di tipo 1 e 2 attenua le disfunzioni vascolari attraverso un incremento dei livelli di 

pAMPK e AKT, ed inoltre riduce anche lo stress ossidativo (172-174). 

I pazienti diabetici mostrano un deficit nell’integrità e funzionalità del tessuto osseo, ciò è 

stato collegato all’aumentata produzione di adipociti riscontrata nei diabetici (175). 



Dott. Ignazio Alberto Barbagallo Pagina 43 
 

Infatti lo studio dimostra anche un differente effetto di HO-1 sul differenziamento di MSC 

in adipociti. Un induzione del differenziamento in adipociti è stata ottenuta dopo 

l’esposizione di MSC ad un’alta concentrazione di glucosio. La capacità dell’alta 

concentrazione di glucosio di attivare il differenziamento in adipociti è stata ampliamente 

dimostrata (176) ed è stato anche visto che è dipendente dalla soppressione dei livelli di 

espressione di HO-1. In accordo con questi risultati , il glucosio incrementa il 

differenziamento adipocitico associato ad una diminuzione di HO-1. 

Noi dimostriamo in questo studio che la suscettibilità al glucosio delle MSCs risulta in un 

aumento della formazione dei ROS dopo 14 giorni di differenziamento osteoblastico. La 

concentrazione di glucosio usata in questi studi corrisponde a quella riportata in pazienti sani 

(5mM) (177) e a quella riportata in pazienti diabetici (30mM) (178). E’ stato dimostrato che 

il glucosio inibisce l’espressione sia del promoter che della proteina dell’eme ossigenasi 1 

(179-180). Il fatto che l’inibizione di HO-1 incrementa il differenziamento delle MSCs in 

adipociti implica due importanti concetti. Primo, l’alata concentrazione di glucosio ha un 

potenziale adipogenico, ed esiste un link diretto tra inibizione di HO-1, adipogenesi e 

sindrome metabolica. Secondo, l’inibizione di HO-1 incrementa la formazione di ROS, 

necessaria per il differenziamento in adipociti. 

I risultati di questo studio dimostrano che l’incremento dell’espressione e dell’attività di 

HO-1 sono essenziali per il differenziamento di MSC in osteoblasti, cosicché l’induzione di 

questo enzima potrebbe attenuare l’effetto dell’iperglicemia sugli osteoblasti e 

simultaneamente inibire l’adipogenesi, offrendo così una strategia terapeutica nel 

trattamento delle complicanze del diabete e della sindrome metabolica in genere. 
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