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Introduzione

L’osso ¢ un tessuto vascolarizzato altamente dinamico, costantemente soggetto a
rimodellamento durante tutto il corso della vita. Il rimodellamento costante fornisce un
meccanismo di guarigione e rigenerazione dei tessuti danneggiati in assenza di
formazione di cicatrice. Tale proprieta si applica non solo alla sequenza di eventi
scatenati da un insulto traumatico, quale una frattura, ma anche quando si rende
necessario I’innesto di un impianto artificiale endosseo.

I meccanismi molecolari della riparazione ossea ripercorrono il processo di formazione
del tessuto scheletrico durante lo sviluppo embrionario.! Molteplici fattori, fra cui le
citochine e 1 fattori di crescita contenuti nella matrice extracellulare (ECM),
interagiscono con diversi tipi cellulari (cellule staminali mesenchimali, cellule del
tessuto osseo e della cartilagine e cellule endoteliali) che vengono reclutati al sito del
danno tissutale. Tali fattori regolano i meccanismi di segnalazione intra- ed
extracellulare che, attraverso i processi di migrazione, proliferazione, chemiotassi,
differenziamento e sintesi di proteine extracellulari, sono responsabili dei fenomeni di

. . . )
osteoconduzione ed osteoinduzione.

1l processo di guarigione ossea

La complessa serie di eventi cellulari che conducono alla guarigione ossea sono stati
ampiamente studiati su modelli sperimentali.’ Istologicamente si distinguono una fase
inflammatoria precoce (formazione dell’ematoma, inflammazione, angiogenesi) con
formazione del tessuto di granulazione, una fase riparativa, caratterizzata dalla
formazione del callo cartilagineo e osseo immaturo e, successivamente, dalla
sostituzione del callo con osso lamellare, e una fase di rimodellamento tardiva, che
consente, nel tempo, di ripristinare la forma originale dell’osso.

Infiammazione. In caso di frattura il trauma consiste non solo nell’interruzione
dell’integrita scheletrica, ma anche nella distruzione della struttura vascolare, che
compromette 1’apporto di nutrienti al sito della lesione. Cid0 determina una ridotta
tensione di ossigeno e la distruzione dell’architettura del midollo. L’ematoma che si
genera tra i capi di frattura rappresenta una fonte di molecole segnale (fattori di crescita

e citochine) per i precursori monocito-macrofagici e osteo-condroblastici.* I macrofagi e



le altre cellule inflammatorie reclutate secernono fibroblast growth factor (FGF), tumor
necrosis factor-a (TNF-a), platelet derived growth factor (PDGF), transforming growth
factor  (TGFP), insulin-like growth factor I (IGF-I) ed una varieta di citochine, fra cui
interleuchina 1 (IL-1) e interleuchina 6 (IL-6). A loro volta, queste hanno un effetto
chemiotattico sulle cellule inflammatorie e sui precursori osteoblastici.® Durante la
fase precoce, i1 precursori mesenchimali proliferano e si differenziano in senso
osteogenetico e condrogenetico’ (Figura 1); si assiste inoltre alla formazione di nuovi
vasi sanguigni per gemmazione dalle strutture vascolari preesistenti attraverso una
complessa catena di eventi: degradazione enzimatica della membrana basale,
migrazione delle cellule endoteliali in direzione dello stimolo angiogenetico,
proliferazione, maturazione e organizzazione delle cellule endoteliali in tubi capillari.
Tale processo ¢ regolato da FGF, vascular endothelial growth factor (VEGF) e

angiopoietina 1 e 2.
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Figura 1. Le cellule staminali mesenchimali (hMSC) provenienti da sangue, periostio,
midollo osseo e altre nicchie tissutali, migrano al sito della frattura ossea. I fattori di
crescita TGFB, FGF, PDGF e IGF-I e le chemochine IL-1, IL-6 ¢ TNF-q, rilasciati dalla
ECM e dalle piastrine, promuovono il reclutamento, la migrazione, la proliferazione e
I’homing delle hMSC al sito della lesione.



Riparazione. L’ossificazione intramembranosa ha inizio pochi giorni dopo il
danno tissutale, mentre 1’ossificazione encondrale, che coinvolge i tessuti adiacenti il
sito della frattura, si sviluppa nell’arco di un mese circa. L’area subperiostale e 1 tessuti
molli immediatamente circostanti il sito della frattura formano il cosiddetto ‘callo duro’
e creano direttamente nuovo tessuto osseo. In tale processo i precursori mesenchimali
reclutati al sito della lesione si differenziano in senso osteoblastico e producono sia 0sso
compatto che osso trabecolare senza indurre la formazione di cartilagine.
L’ossificazione encondrale coinvolge il reclutamento e la proliferazione dei progenitori
multipotenti ed il loro differenziamento in cartilagine. La proliferazione delle cellule
staminali mesenchimali (hMSC) ¢ gia apprezzabile 3 giorni dopo la frattura e rimane

elevata per alcuni giorni.® (Figura 2)

* PROLIFERATION
* DIFFERENTATION
* ENGRAFTMENT

; OENVIRON
(DAYS 7-21) ‘\“\Og MEN;\
# Growth factors N 7
; : pO2z
\l “_.  Stress applied
g BONE END

<f' ¢ o -

4\

cell fusion ? DIFFERENTATION ~ TROPHIC ACTIVITY

cell trans-differentation ?7?
FB CB oB
mat.nx formation

// '\
cartilage and osteoid (callus) bridging of fracture 9ap )
ossification and mineralization b >

Figura 2. Nel sito della frattura, fattori microambientali, quali ridotta tensione
dell’ossigeno, sollecitazioni meccaniche e fattori di crescita, inducono il
differenziamento delle hMSC in fibroblasti (FB), condroblasti (CB) ed osteoblasti (OB).
Tali cellule sintetizzano la ECM che andra incontro ad un processo di calcificazione per
poi essere convertita in 0sso. Recentemente ¢ stato ipotizzato che le hMSC possiedano
anche una rilevante attivita ‘trofica’ oltre alla nota abilita differenziativa.’”



La condrogenesi determina la formazione di un callo cartilagineo che riempie e
stabilizza il sito della frattura. I condrociti del callo cartilagineo adiacenti al callo osseo
rilasciano calcio mitocondriale nella matrice e depongono collagene di tipo II ed
aggrecano. Dopo 2 settimane tali cellule vanno incontro a ipertrofia e producono
collagene di tipo X. In seguito, la membrana, parzialmente mineralizzata, viene
riassorbita e sostituita con una matrice formata principalmente da collagene di tipo 1.
I condrociti rilasciano fosfatasi e proteasi per preparare la matrice alla successiva
mineralizzazione.” L’attivita delle fosfatasi consiste nel rendere disponibili gruppi
fosfato, che reagiscono con il calcio rilasciato dai mitocondri determinando la
precipitazione del fosfato di calcio e quindi la calcificazione della cartilagine. Le
proteasi degradano i proteoglicani che impediscono la mineralizzazione, permettendo ai
condrociti di controllare la velocitd e 1’andamento chimico-fisico del processo di
mineralizzazione della cartilagine. Dopo 4-5 settimane si attivano i condroclasti, cellule
multinucleate responsabili della degradazione della cartilagine calcificata. Durante il
riassorbimento della matrice cartilaginea, i condroclasti inviano dei segnali che
permettono ai vasi sanguigni di penetrare nel tessuto, portando con sé cellule
mesenchimali  staminali  perivascolari che si differenzieranno in cellule
osteoprogenitrici. Le cellule endoteliali, assieme ad altri tipi cellulari che esprimono
metalloproteasi, facilitano 1’invasione vascolare e la rimozione dei setti e delle strutture
cartilaginee residue.'’
I tessuti derivanti dall’ossificazione intramembranosa ed encondrale crescono fino a
congiungersi, ¢ dopo 6-7 settimane si osserva una combinazione di cartilagine
calcificata e nuovo osso reticolare. La transizione da cartilagine a osso coinvolge una
serie di eventi programmati di rimozione cellulare e modificazione della matrice,
durante la quale i condrociti vanno incontro a apoptosi.'’

Rimodellamento. La completa guarigione della frattura si ottiene durante la fase
di rimodellamento, in cui osteoblasti ed osteoclasti cooperano al fine di convertire il
callo della frattura in una struttura ossea capace di sostenere i carichi meccanici
fisiologici.
A differenza di quanto accade nel corso dello sviluppo delle ossa lunghe, in cui la
crescita apposizionale periostale ¢ bilanciata dal riassorbimento della superficie
endostale, nel rimodellamento del callo della frattura si assiste ad una rimozione esterna
di osso e ad una apposizione sulle superfici interne. L’0sso trabecolare ¢ prima

riassorbito dagli osteoclasti, a livello di una cavita di riassorbimento poco profonda



chiamata lacuna di Howship. Ogni cellula acidifica lo spazio extracellulare locale e
secerne enzimi lisosomali, proteasi seriniche, collagenasi e la fosfatasi acida tartrato-
resistente 5b, che degradano la matrice ossea. La distruzione enzimatica della matrice
ossea determina il rilascio di varie proteine, tra cui i fattori di crescita immagazzinati
precedentemente durante la formazione di osso. Essi, assieme alle citochine prodotte
dagli osteoclasti e da altre cellule, reclutano al sito di lesione gli osteoprogenitori che si
differenziano in osteoblasti. Gli osteoblasti penetrano nelle cavita di riassorbimento,
producono nuova matrice ossea di tipo intrecciato o lamellare e, rimanendovi
intrappolati, si differenziano in osteociti.'” Infine alcuni osteoblasti assumono una
morfologia piatta e si dispongono sulle superfici quiescenti dell’osso (c.d. ‘bone lining
cells’).

L’angiogenesi ha un ruolo di fondamentale importanza nella regolazione del
rimodellamento osseo e della riparazione delle fratture. Fattori angiogenici quali VEGF
ed endotelina sono regolatori dell’osteoclasto e dell’osteoblasto ed inoltre la formazione
di vasi sanguigni ¢ funzionale al trasporto di precursori osteoclastici ed osteoblastici
circolanti al sito di rimodellamento attivo. L’interfaccia tra le superfici ossee ed il
midollo osseo presenta strutture vascolari, i capillari sinusoidali paratrabecolari, che
possiedono una parete interna costituita da cellule endoteliali ed una esterna formata da
uno strato di osteoblasti. Il rimodellamento osseo ¢ associato ad un flusso sanguigno piu
intenso attraverso i microvasi che si adattano alla superficie dell’osso spugnoso.”
Inoltre ¢ stata caratterizzata una struttura vascolare specializzata, ‘bone remodeling
compartment’ (BRC)," composta da cellule piatte dotate di tutte le caratteristiche delle
bone lining cells. Tali cellule esprimono le principali citochine ed i fattori di crescita
osteotropi, rendendo il BRC la struttura candidata per 1’accoppiamento dei processi di
riassorbimento e formazione ossea. La secrezione di tali fattori in uno spazio confinato e
separato dal midollo osseo faciliterebbe la regolazione locale del rimodellamento senza

interferire con 1 fattori di crescita secreti dalle cellule del sangue nel midollo.



Ruolo delle cellule staminali

Come descritto in precedenza, in seguito ad una frattura 1’integrita dello scheletro ¢
normalmente ripristinata attraverso meccanismi di riparazione ossea, talvolta con 1’aiuto
di dispositivi ortopedici che ottimizzino la stabilita meccanica. Quando il difetto osseo ¢
troppo esteso si rendono necessarie soluzioni alternative per potenziare 1’unione ossea
secondaria. In tale contesto si inseriscono la rigenerazione ossea e l’ingegneria
tissutale.'

Friedenstein et al.'® descrissero per la prima volta precursori clonogenici multipotenti
presenti nello stroma del midollo osseo, denominandoli ‘colony forming unit
fibroblasts’ (CFU-Fs). Il termine ‘staminale’ identifica una cellula capace di proliferare,
autorigenerarsi (self-renewal), differenziarsi e rigenerare tessuti in vivo. Esistono due
tipi di cellule staminali: embrionali e non embrionali (o cellule staminali adulte). Le
cellule staminali embrionali (ESC) derivano dalle cellule interne della blastocisti, pochi
giorni dopo la fertilizzazione dell’uovo, e possono convertirsi in cellule di qualunque
linea differenziativa. Le cellule staminali provenienti dal midollo osseo adulto sono
state studiate ampiamente per il trattamento di disordini ematologici. Sebbene la
staminalita di tali cellule non sia stata dimostrata, 1’acronimo hMSC indica ‘human
multipotent mesenchymal stromal cell’ e definisce cellule non emopoietiche (CD34-)
derivate dallo stroma, aderenti alla plastica e capaci di differenziare in osteobasti,
adipociti, o condrobasti in vitro.'""®

Per quanto riguarda le applicazioni cliniche, per ragioni etiche non ¢ consentito 1’uso
delle ESC indotte al completo differenziamento prima del trapianto, dal momento che si
renderebbe necessaria la distruzione dell’embrione di origine. Le hMSC autologhe sono
invece usate in protocolli clinici per il trattamento della cardiopatia ischemica, di
malattie vascolari, di lesioni del midollo spinale, di mancata consolidazione di fratture,
dell’osteogenesi imperfetta, di malattie neurologiche ¢ del diabete di tipo 1."° Tali
cellule sono state isolate da midollo osseo, periostio, tessuto adiposo, tessuto muscolare,
sinovia, polpa dentale, fluido amniotico e tessuti fetali, ma 1’'importanza, I’attivita e i
loro siti di deposito in vivo sono ancora solo parzialmente conosciuti.

Sfortunatamente non esiste un antigene di superficie unicamente espresso dalle hMSC,
e ci0 ne impedisce la selezione a partire da una popolazione eterogenea quale ¢ il
midollo osseo. L’antigene STRO-1, che ¢ presente sulle CFU-F del midollo osseo e che

definisce potenzialmente una sottopopolazione di precursori delle hMSC, ¢ comune ai



precursori eritroidi. Il fattore di trascrizione Oct-4, che ¢ espresso dalle ESC totipotenti
ed ha un ruolo essenziale nel determinare la totipotenza e la staminalita, ¢ stato rilevato
nelle cellule mononucleari del sangue periferico.”’ Recentemente, SSEA-4 (stage-
specific embryonic antigen-4), specifico per ESC, eritrociti ed alcune cellule neurali, ¢
stato descritto come marcatore delle hMSC.*!

Le hMSC esprimono antigeni quali CD105, CD90, CD73, LNGFR, D7-Fib e CD44, ma
durante 1’espansione in vitro si assiste alla perdita di alcuni di essi,* pertanto tali cellule
vengono identificate tramite una combinazione di saggi biochimici, morfologici e
funzionali.

Il midollo osseo ¢ costituito da cellule stromali ed ematopoietiche; le prime
comprendono cellule commissionate, come adipociti ed osteoblasti, e precursori
multipotenti. La percentuale di hMSC nel midollo osseo ¢ molto bassa (0,001-0,01%). 11
tessuto adiposo contiene cellule staminali multipotenti molto simili alle hMSC del
midollo osseo e che possono essere isolate in elevata quantita dal tessuto derivante dalla
liposuzione cosmetica. La proporzione di CFU-F, che rappresentano la reale
componente di precursori nella popolazione totale di hMSC in vitro, ¢ di 1:100 in
cellule derivate dal tessuto adiposo, ossia circa 500 volte piu alta che nel midollo
osseo.”

La presenza di precursori osteogenetici nel sangue ¢ controversa; in ogni caso la loro
quantita risulta molto bassa e dipende dal metodo di isolamento.”* E possibile che il
numero di precursori sia sottostimato a causa del metodo di selezione per aderenza su
plastica, ma ¢ comunque interessante che la loro quantita aumenti in seguito a fratture
ossee, ustioni acute ed infarto miocardico.”>*

I periciti subendoteliali, che forniscono supporto meccanico, stabilitd e contrattilita ai
vasi di piccole e grandi dimensioni, sono considerati precursori delle hMSC, in quanto
capaci di dare origine ad osteoblasti, condrociti ed adipociti.*’

Una popolazione di cellule multipotenti e clonogeniche ¢ stata inoltre ottenuta dal
fegato e dal cuore. Tali cellule sono capaci di differenziarsi in tipi cellulari
morfologicamente e funzionalmente corrispondenti a quelli derivati dai tre foglietti
embrionali®® e corrispondono alle c.d. ‘multipotent adult progenitor cells’ (MAPC). Le
MAPC vengono considerate potenzialmente equivalenti alle ESC, con le quali hanno in
comune il potenziale differenziativo multipotente e 1’elevata capacita proliferativa;
inoltre, quando sono iniettate nella blastocisti, esse contribuiscono alla generazione

della maggior parte dei tipi cellulari somatici.”® Tali cellule soddisfano pienamente la



definizione di staminalita; a differenza delle ESC, possono essere isolate dal midollo
osseo autologo ed utilizzate, senza il rischio di formazione di un teratoma, prima di
essere indotte a differenziare, o possono trovare applicazione in terapie locali o
sistemiche in seguito a manipolazione genetica.

La plasticita delle hMSC ¢ un ulteriore oggetto di discussione, dal momento che 1
diversi protocolli sperimentali determinano la selezione di diverse popolazioni di hMSC
effettivamente isolate e saggiate. Le hMSC possono riparare un tessuto danneggiato
differenziandosi nel fenotipo opportuno, rilasciando citochine e fattori di crescita ed
andando incontro a fusione cellulare. Le principali prove della loro plasticita in vitro
sono: la capacita di ‘de-differenziarsi’ a partire da un fenotipo condrocitico o
adipocitico precedentemente acquisito, per poi progredire verso la linea differenziativa
osteoblastica; la capacita di ‘trans-differenziarsi’, ossia di andare incontro al processo
noto come ‘transizione epitelio-mesenchimale’ (EMT). Tuttavia, alcuni autori ritengono
che ad essere responsabile del cambiamento fenotipico delle hMSC sia la fusione
cellulare piuttosto che i due meccanismi sopra descritti, pertanto la plasticita osservata
sarebbe semplicemente correlata all’eterogeneita della popolazione.*

Anche la consistenza della matrice cellulare potrebbe guidare inizialmente il
commissionamento delle hMSC, sebbene non sia sufficiente per il completamento del
differenziamento.”’ Su substrati semi-solidi (0,1-1 kPa), che simulano la consistenza del
tessuto cerebrale, le hMSC mostrano un fenotipo neuronale; su substrati di rigidita
intermedia (8-17 kPa) esse si differenziano in mioblasti e su substrati rigidi (25-40 kPa),
somiglianti ad osteoni, assumono il fenotipo osteoblastico. Se lo stimolo committente ¢
prolungato per qualche settimana, il differenziamento non ¢ reversibile o revocabile
tramite I’aggiunta di fattori solubili specifici per un’altra linea differenziativa. Tale
osservazione, oltre ad essere consistente con la perdita di elasticita delle cellule
differenziate, mette in evidenza il ruolo del microambiente (in particolare dei fattori
meccanici) nel determinare il destino delle cellule indifferenziate e suggerisce un
ulteriore meccanismo tramite il quale potrebbe essere definito I’homing delle cellule.

(Figura 3)
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Figura 3. 1l differenziamento delle hMSC ¢ influenzato dalla consistenza della matrice
extracellulare circostante, che fornisce alle cellule un segnale meccanico. Come
descritto da Engler et al.,”! un substrato semi-solido (1kPa) puo indurre I’acquisizione di
un fenotipo neuronale; un substrato di rigidita intermedia (10kPa) determina
I’acquisizione di un fenotipo mioblastico ed un substrato rigido (100kPa) induce il
differenziamento delle hMSC in osteoblasti.

Le hMSC riscuotono grande interesse nel campo dell’ingegneria tissutale in quanto
possono facilmente essere isolate dal midollo osseo attraverso disgregazione meccanica,
sono in grado di eludere il riconoscimento da parte del sistema immunitario dell’ospite
ed esibiscono proprietd immunosoppressive, in condizioni ottimali mostrano una buona
capacita di autoreplicazione, essendo in grado di andare incontro a 25-40 passaggi
cellulari in vitro.

Esistono tre differenti modalita di utilizzo delle hMSC nell’ambito dell’ingegneria
tissutale ossea: 1) ¢ possibile seminare le cellule su scaffold ed impiantare il sistema
cellule-scaffold dopo un breve periodo di incubazione ex vivo; 2) il sistema puod essere
incubato in terreno differenziante in modo da stimolare la progressione verso una
specifica linea differenziativa; 3) lo scaffold puo essere funzionalizzato con siti specifici
per l’ancoraggio cellulare o con fattori che facilitino il reclutamento cellulare
(chemiotassi) e quindi impiantato.

Evidenze sperimentali documentano che, sebbene le hMSC siano in grado di
differenziarsi in risposta a stimoli microambientali, 1’effetto terapeutico derivi da
proprieta differenti. Dal momento che soltanto un numero relativamente limitato di

cellule va incontro a differenziamento completo, la guarigione tissutale successiva
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all’impianto di hMSC potrebbe essere dovuta alla produzione di citochine anti-
inflammatorie, alla sovraespressione di fattori di crescita e alle proprieta
immunomodulanti delle cellule. Tale attivita trofica impedisce la formazione di

progenitrici residenti.*” (Figura 4)

TROPHIC ACTIVITY of MSCs

angiogenesis proliferation of MSC

2

inhibition of apoptosis \}{ A‘?‘ inhibition of scarring

- |-

BONE END BONE END

Blood vessel

= growth factors @@®9 = chemokines

Figura 4. Durante il processo di guarigione di una frattura, i monociti (MO) secernono
diversi fattori che vengono ritenuti nella matrice extracellulare (ECM). Oltre alla
capacita differenziativa multipotente, le hMSC rilasciano una varieta di fattori bioattivi
(OPG: osteoprotegerina; RANKL: receptor activator for nuclear factor kappaB-ligand,
M-CSF: macrophage colony stimulating factor; VEGF) che impediscono la formazione
di cicatrice, inibiscono 1’apoptosi, stimolano 1’angiogenesi ed inducono la mitosi di
cellule progenitrici residenti. Tale capacita ¢ stata recentemente definita da A.I. Caplan
‘attivita trofica’.*

Recentemente sono state messe in luce alcune differenze tra le cellule stromali del
midollo osseo (BMSC), da tempo risorsa prescelta per applicazioni di ingegneria
tissutale, e le hMSC ottenute dal tessuto adiposo, definite ‘processed lipoaspirate cells’
(PLA cells). Alcune molecole di adesione e alcuni marcatori di superficie associati
all’ematopoiesi e alla migrazione sono infatti distribuiti diversamente nelle due
popolazioni: le BMSC esprimono livelli piu elevati di vascular cell adhesion molecule-
I, mentre le hMSC derivate dal tessuto adiposo presentano maggiori quantita di

integrina a4 ed intercellular adhesion molecule-1. Poiché tali molecole di adesione sono
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coinvolte nella mobilizzazione e nell’homing cellulare, si ritiene che le hMSC derivate
da tessuto adiposo e midollo abbiano diverse proprieta di homing in siti distanti. Ad
ogni modo, aspirati cellulari derivanti da entrambe le sorgenti sono stati utilizzati per
applicazioni di ingegneria tissutale di osso, cartilagine, tessuto adiposo e vasi
sanguigni.”

Partendo dall’assunto che il programma predefinito di differenziamento delle hMSC sia
osteogenetico, la formazione di nuovo tessuto osseo sembrerebbe un obiettivo
relativamente semplice da raggiungere. Tuttavia, esistono una varieta di fattori che
limitano il completo successo delle applicazioni in vivo: ’elevato numero di cellule
necessarie per la formazione di una quantita di tessuto relativamente ridotta; la scarsa
proporzione di cellule stromali non emopoietiche nel midollo osseo; la ridotta
percentuale di CFU-F o MAPC nei tessuti adulti; il difficile mantenimento di un’elevata
capacita proliferativa durante 1’espansione cellulare; il rischio di contaminazione
batterica durante una manipolazione prolungata ex vivo. Inoltre, al momento
dell’impianto, le hMSC devono far fronte allo stress generato dal trapianto e ad un

ambiente ostile quale il tessuto danneggiato, che presenta ischemia ed infiammazione.

Eventi molecolari della riparazione ossea

Le attivita cellulari nelle diverse fasi della guarigione ossea sono regolate da programmi
trascrizionali che coinvolgono centinaia di geni. La tecnologia microarray ha permesso
di eseguire 1’analisi su larga scala del trascrittoma nelle diverse fasi del processo di
guarigione della frattura.®® Il gruppo di Li et al. ha identificato geni differenzialmente
espressi durante le fasi precoci della riparazione ossea confrontando il profilo di
espressione genica in femori di ratto non fratturati ed in seguito a frattura.” Piu
recentemente gli stessi autori hanno effettuato 1’analisi del proteoma per caratterizzare
proteine differenzialmente espresse durante la riparazione.

I geni implicati in attivita metaboliche o con funzione di trasporto e legame, risultano
sovraespressi un giorno dopo la frattura, momento in cui si osserva un aumento della
divisione cellulare. L’analisi proteomica funzionale ha dimostrato che la fase di
preparazione alla guarigione della frattura coinvolge la regolazione del ciclo cellulare e
la segnalazione cellula-cellula, confermando il ruolo essenziale della comunicazione

. . . 37
cellulare nella riparazione tissutale.
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I pathway di segnalazione di IGF-I, PDGF e mitogen-activated protein kinase
(ERK/MAPK) hanno un ruolo chiave durante la fase dell’inflammazione.

Quattro giorni dopo la frattura I’ematoma ¢ invaso da cellule indifferenziate e tessuto
connettivo vascolarizzato, mentre i macrofagi rimuovono i detriti ed il numero di
neutrofili diminuisce. Il profilo dell’espressione genica mostra che 1’espressione di
alcuni geni aumenta progressivamente dal primo al quarto giorno, mentre altri geni sono
costantemente sovraespressi. Al primo gruppo appartengono geni funzionalmente
associati al processo riparativo: geni coinvolti nella formazione dell’osso o geni
correlati alla matrice cellulare, come 1GF-I, PDGF, fibroblast growth factor receptor
(FGFR), fibronectina, metalloproteasi di matrice, glicani, biglicani, osteomodulina,
osteonectina, tenascina C, collagene cartilagineo (tipo VI e XI), e collagene osseo (tipo
I, V, VI e XII). Al contrario, la maggior parte dei geni costantemente sovraespressi
controlla la crescita cellulare e la sopravvivenza e ha funzioni di legame, trasporto ed
attivita catalitica.

L’analisi proteomica ha rivelato che le proteine differenzialmente espresse durate la fase
di ossificazone diretta, che ha inizio il quarto giorno, sono associate alla regolazione
della morte cellulare, alla risposta immunitaria ed al signaling cellulare. Inoltre IL-6
risulta fortemente espresso e svolge un ruolo chiave nel coordinare i tre gruppi
funzionali.

Il settimo giorno diversi eventi molecolari testimoniano 1’inizio dell’ossificazione
encondrale, che & osservabile a livello istologico in un momento successivo.’® I pathway
di PDGF, VEGF, peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR) e, a valle,
PI3K/AKT (coinvolto nella sopravvivenza cellulare) sono i piu attivi.

Il quattordicesimo giorno i condrociti ipertrofici rappresentano il tipo cellulare
predominante e cellule a morfologia osteoclastica rimuovono la cartilagine. In tale fase
almeno sei pathway risultano significativamente attivi; tra di essi, PPAR ¢ coinvolto
anche nella condrogenesi, mentre il signaling apoptotico e di p38/MAPK risultano
rilevanti unicamente durante 1’ossificazione encondrale.

Al termine dell’ossificazione encondrale (ventottesimo giorno) inizia la fase del
rimodellamento, che vede coinvolti i pathway P13K/AKT, IGF-I, MAPK/ERK e delle

integrine.
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Diversi sistemi di segnalazione sono implicati nel differenziamento delle hMSC in
senso os‘[eogenetico.39

Wnt signaling pathway. Le proteine Wnt appartengono ad una famiglia di
glicoproteine secrete, che legano i recettori transmembrana Frizzled (FZD) attivando
due distinte vie di trasduzione del segnale: il pathway canonico ed il pathway non
canonico di Wnt. Il primo coinvolge la formazione di un complesso tra le proteine Wnt,
FZD, ed il corecettore low density lipoprotein receptor related protein (LRP) 5 o 6. Nel
pathway non canonico, Wnt5a lega il recettore FZD ed attiva le proteine G
eterotrimeriche, determinando un incremento del calcio intracellulare tramite
meccanismi proteina C-dipendenti o inducendo cambiamenti Rho- o c-Jun N-terminal
kinase (JNK)-dipendenti nell’actina citoscheletrica.*’

Le proteine Wnt regolano crescita, differenziamento, funzione e morte cellulare, ed
hanno un ruolo fondamentale nella biologia del tessuto osseo.*' 11 legame delle proteine
Wnt con il complesso FZD/LRP5/6 nel pathway canonico, scatena una cascata di
trasduzione del segnale, che vede implicate le proteine Dishevelled, Axin e Frat-1 e ha
come risultato 1’inibizione della glicogeno sintetasi 3 chinasi (GSK3). In tal modo la
fosforilazione della B-catenina e la conseguente degradazione mediata da ubiquitina
vengono inibite e la B-catenina trasloca nel nucleo dove coopera con i fattori di
trascrizione T-cell factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) nella regolazione
dell’espressione dei geni bersaglio.* I Wnt signaling puo essere inibito da antagonisti
extracellulari, quali secreted FZD related protein (sFRP) e Wnt inhibitory factor 1
(WIF-1) o da membri delle famiglie SOST (Sclerosteosis) e Dickkopf (Dkk), che
compromettono I’attivita del corecettore LRP5/6.

Evidenze sperimentali affermano il ruolo importante del pathway canonico di Wnt nella
formazione del tessuto osseo e nell’espressione di marcatori specifici degli osteoblasti
in vitro.* E probabile che Dattivita della B-catenina sia necessaria per ’attivazione di
fattori di trascrizione specifici, come Runx2, la cui assenza nell’osteocondroprogenitore,
ossia il precursore bipotenziale del lineage osteoblastico, determina inevitabilmente il
differenziamento in senso condrogenico.**

TGFp Signaling. Diversi membri della superfamiglia del TGFB, come le bone
morphogenetic proteins (BMP), hanno potenti effetti osteogenetici. L’attivita delle
BMP fu identificata negli anni 60,* ma le proteine responsabili dell’osteogenesi
rimasero sconosciute fino al momento della purificazione e del sequenziamento della

BMP3 (osteogenina) bovina e del clonaggio delle BMP2 e 4 umane negli anni *80.%° 11
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signaling della superfamiglia BMP/TGFp ¢ trasdotto da due differenti tipi di recettori
serina/treonina chinasici. Sono stati descritti:
- tre recettori di tipo I: recettore delle BMP di tipo IA e IB (BMPR-IA o ALK-3, ¢
BMPR-IB o ALK-6) e recettore dell’activina tipo IA (ActR-IA o ALK-2);
- tre recettori di tipo II: recettore delle BMP di tipo I (BMPR-II) e recettore

dell’activina tipo II e IIB (ActR-II e ActR-1IB).
Mentre BMPR-IA, IB e II sono specifici per le BMP, ActR-IA, II e IIB legano anche le
activine.”’ L’attivita di BMPR-IB ¢ necessaria per gli stadi iniziali della condrogenesi,
mentre BMPR-IA regola I’induzione dell’ipertrofia condrocitica.
Le BMP trasmettono segnali tramite pathway Smad-dipendenti e Smad-indipendenti,
che includono le vie di trasduzione ERK, JNK e p38/MAPK. Esistono tre classi di
proteine Smad: 1) Smad regolate da recettore (R-Smad), che possono essere attivate da
BMP (BMPR-Smad), come Smad 1, 5 ¢ 8, o TGFB (TGFR-Smad), come Smad 2 ¢ 3; 2)
common mediator Smad (Co-Smads), proteine mediatrici comuni di BMP e TGFB,
come Smad 4; 3) Smad inibitorie, come Smad 6 ¢ 7.% Le R-Smad fosforilate legano il
partner comune Smad-4. Tali complessi traslocano nel nucleo e regolano la trascrizione
dei geni bersaglio interagendo con vari fattori di trascrizione e co-attivatori o co-
repressori trascrizionali. Le BMPR-Smad attivano [’espressione di Distal-less
homeobox 5 (DIx5), che a sua volta induce 1’espressione di Runx2 e Osterix (Osx) nelle
cellule osteoprogenitrici. Le Smad inibitorie regolano negativamente il segnale trasdotto
a monte da R-Smads e Co-Smads.*” Sebbene le proteine Smad siano regolatori critici
nel TGFB signaling pathway, la BMP-2 puod anche attivare risposte Smad-indipendenti,
che coinvolgono la via delle MAP chinasi (ERK, JNK e p38) e determinano la
regolazione dell’espressione della fosfatasi alcalina e dell’osteocalcina nelle cellule
osteoblastiche.”

Hedgehog (Hh) signaling. La proteina Indian hedgehog (Ihh) ¢ prodotta dai
condrociti ipertrofici ed ha un effetto diretto sui progenitori osteoblastici del

. - 51,52
pericondrio.”

11 signaling mediato da Ihh signaling regola il programma temporale e
spaziale del commissionamento osteoblastico precoce, ma la sua azione ¢ limitata a tale
stadio. Infatti, quando I’attivita della proteina Smo (smoothened homolog), che codifica
per un componente essenziale del pathway, ¢ inibita in precursori osteoblastici Osx+,
vengono generati osteoblasti normali, e alla nascita lo scheletro encondrale del topo

knock-out ¢ indistinguibile dal wild type.”
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FGF signaling. 1 polipeptidi della famiglia FGF regolano 1’ossificazione

encondrale e membranosa attraverso quattro recettori tirosin-chinasici correlati (Fgfrl-
Fgfrd). Fgfrl ¢ espresso nei condrociti ipertrofici ed ha effetti stadio-specifici sulla
maturazione degli osteoblasti: stimola il differenziamento dei precursori, ma arresta la
maturazione degli osteoblasti differenziati.’*
FGF 2, 9 e 18 interagiscono probabilmente con Fgfrl espresso dagli osteoblasti.
Sebbene FGF 9 e 18 rappresentino i mediatori predominanti durante lo sviluppo
embrionale, FGF2 sembra essere il piu rilevante nel periodo postnatale. Negli
osteoblasti differenziati FGF2 attiva Runx2 attraverso il MAPK pathway e ha un ruolo
importante nella regolazione della mineralizzazione e della formazione di osso.
L’espressione di Fgfr2 ¢ indotta nei condrociti quiescenti ed inibita nei proliferanti. Il
recettore ¢ soggetto a splicing alternativo tessuto-specifico, che genera una variante
epiteliale (forma b) ed una mesenchimale (forma c) con diverse specificita di legame.
FGF18 ¢ il ligando fisiologico di Fgfr3, che regola la crescita ed il differenziamento dei
condrociti proliferanti e la densita e lo spessore corticale dell’0sso.”

Notch signaling. Dal momento che i recettori Notch e i loro ligandi (Delta 1, 3, 4
e Jagged 1, 2) sono proteine transmembrana, la cascata di trasduzione del segnale viene
attivata in seguito all’interazione cellula-cellula.”® Notch 1 e Notch 2 sono espressi dagli
osteoblasti, mentre Notch 3 e Notch 4 sono stati identificati in sottogruppi del /ineage
osteogenico.”’” Dati sperimentali sostengono la funzione dimorfica del Notch signaling,
che sembra essere in grado di regolare positivamente 1’espressione dei geni del
differenziamento osteoblastico ed indurre osteosclerosi, ma anche di reprimere la
maturazione degli osteoblasti indotta dalla BMP, inibendo ’azione transattivatrice di
Runx2.*®

Ephrin signaling. Le Efrine sono caratterizzate dalla capacita di trasdurre il
segnale in maniera bidirezionale. Quando una cellula che esprime un recettore efrinico
interagisce con una cellula che possiede il ligando, 1 segnali sono trasdotti in entrambe
le cellule, tramite signaling ‘reverse’ e ‘forward’ rispettivamente. Le efrine di classe B
(B1-B3) sono i ligandi dei recettori tirosin-chinasici EphB1-6, mentre le efrine di classe
A (A1-A5) legano 1 recettori EphA1-10, ancorati alla membrana tramite un dominio
glicosil-fosfatidil-inositolico (GPI). L’efrina B ed il suo recettore sono implicati nello
sviluppo dello scheletro.”® Un signaling bidirezionale ¢ inoltre implicato nella
comunicazione tra osteoblasti ed osteoclasti: il ligando efrina B2 presente sugli

osteoclasti interagisce con il recettore EphB4 degli osteoblasti determinando
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I’inibizione del differenziamento osteoclastico tramite signaling reverse e 1’induzione di
fattori osteogenici quali DIx5, Osx e Runx2 tramite signaling forward.”

MAPK signaling. Le MAPK sono proteine serina/treonina chinasiche coinvolte
in diversi aspetti della regolazione cellulare. Il pathway MAPK ¢ attivato da una variteta
di fattori di crescita implicati nell’osteognesi quali FGF, PDGF, TGFB e IGF. Gli
stimoli extracellulari determinano 1’attivazione di una cascata di traduzione del segnale
composta da MAP chinasi, MAP chinasi chinasi (MKK o MAP2K) e MAP chinasi
chinasi chinasi (MKKK o MAP3K). Studi recenti hanno messo in luce la funzione
fisiologica della cascata nel controllo dell’espressione genica, della proliferazione
cellulare e della morte cellulare programmata. La cascata MAPK comprende gruppi

distinti di proteine chinasi, che sono state caratterizzate nei mammiferi.®’ (Tabella 1)

Tabella 1. Famiglie delle MAPK

Famiglia Nome Funzione
Extracellular ERK1, ERK2 Le ERK (note anche come MAPK classiche) sono
signal-regulated attivate in risposta a fattori di crescita e regolano
kinases (ERK) proliferazione e differenziamento cellulare.
ERKS (MAPK?7) Attivate sia da fattori di crescita che da condizioni
di stress, sono implicate nella proliferazione
cellulare.
ERK3 (MAPKG®6) MAPK atipiche. ERK3/4 sono per lo piu proteine
ERK4 (MAPK4) citoplasmatiche che legano, traslocano e attivano

MKS5 (PRAK, MAP2KS). ERK3 ¢ noto come
fattore instabile, mentre ERK4 ¢ relativamente

stabile.

ERK7/8 (MAPK15) Nuovi membri delle MAPK, strutturalmente
correlati ad ERK3/4.

c-Jun N-terminal | MAPKS, MAPK9, MAPK10 Proteine chinasi attivate da stress (Stress-activated

kinases (JNKs). protein kinases-SAPK).

Isoforme p38 MAPKI11, I pathway JNK e p38 rispondono a condizioni di
MAPK12 (ERKS6), stress quali citochine, irradiazione UV e shock
MAPK13, MAPK 14 termico ed osmotico, € sono coinvolti nel

differenziamento cellulare e nell’ apoptosi.
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Fattori di trascrizione (TF). 1 TF guidano il commissionamento tessuto-
specifico delle hMSC. Runx2, membro della famiglia dei fattori Runt-related, ¢
considerato I’interruttore molecolare chiave del differenziamento osteoblastico, media
infatti 1’attivazione temporale e/o la repressione di geni essenziali nel processo.” I
membri Runx1 e Runx3 della stessa famiglia sono codificati da geni distinti che hanno
in comune un motivo per il riconoscimento del DNA, e legano stabilmente le seguenze
target in seguito ad eterodimerizzazione con la subunita ubiquitaria Cbf}. Runx2 ¢
abbondantemente espresso nella cartilagine calcificata e nell’osso. Possiede un dominio
di transattivazione, ricco in residui di glutamina e alanina, che attiva i promotori di
osteocalcina e collagene di tipo 1 (COL1A1); la sua inattivazione determina I’inibizione
della formazione di osso, rivelando il ruolo essenziale del TF nell’ossificazione
encondrale e diretta. Oltre ad essere espresso negli osteoprogenitori ad uno stadio
precoce del differenziamento, Runx2 ¢ essenziale per la funzionalita degli osteoblasti.
Molti TF coinvolti nella regolazione del differenziamento osteoblastico esercitano la
loro funzione interagendo con Runx2, alcuni forniscono segnali costimolatori, altri
reprimono direttamente 1’attivita del TF compromettendone il legame al DNA e/o la

funzione di transattivazione (Tabella 2).

Tabella 2. Fattori di trascrizione che regolano la funzione di Runx2

Proteine a monte Msh homeobox 2 (Msx2), NK3 homeobox 2 (Bapx1), homeobox A2 (Hoxa 2), p53,
twist homologs (Twist 1-2), DNA binding / transcription factor Shn3

Co-attivatori Core-binding factor beta (Cbf3), Cbp/p300-interacting transactivator (Cited2),
monocytic leukemia zinc finger protein (MOZ,MYST3), MOZ related factor
(MORF,MYST4), retinoblastoma protein (pRb), transcriptional coactivator with
PDZ-binding motif (TAZ)

Co-repressori Histone deacetylases (HDACs), Groucho related genes/transducin-like enhancer
of split (Grg/TLE), yes-associated protein (YAP), SMAD specific E3 ubiquitin
protein ligase 1 (Smurfl)

Fattori di Activator-Protein 1 (AP-1) (c-Fos and c-Jun), BMP responsive Smads (Smadl and

trascrizione partner | Smad5), v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 avian (Etsl),

con effetto positivo | CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) B & 6, distal-less homeobox 5 (DIx5),
hairy and enhancer of split 1 (Hesl), product of the tumor suppressor gene Menl

(Menin)
Fattori di Distal-less homeobox 3 (DIx3), lymphoid enhancer-binding factor 1 (Lefl), Msh
trascrizione partner | homeobox 2 (Msx2), peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), Smad3,
con effetto hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 (Heyl), signal transducer and
inibitorio activator of transcription 1 (Statl)
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La progressione del programma differenziativo delle cellule osteoprogenitrici vede
implicati altri geni chiave, come Osterix, che codifica per un TF geneticamente ‘a valle’
rispetto a Runx2.” Osterix contiene tre domini Zinc finger’ C2H2 responsabili del
legame al DNA ed un dominio di transattivazione ricco in proline e serine che
determina 1’attivazione dei geni Osteocalcina ¢ COL1A1. Le hMSC di topi Osx-null
esprimono livelli normali di Runx2, ma non sono in grado di differenziare in osteoblasti
e depositare matrice ossea, pertanto non si assiste alla formazione di osso (encondrale o
membranosa). E interessante notare che precursori osteoblastici del periostio in cui Osx
viene inattivato esprimono marcatori condrocitici come Sox9 e COL2A1, cid suggerisce
che 1 preosteoblasti che esprimono Runx2 siano ancora cellule bipotenziali e che Osx
agisca a valle di Runx2 nell’indurre il differenziamento osteoblastico
dell’ osteocondroprogenitore. E possibile che Osx induca una via di trasduzione del
segnale che agisca parallelamente a Runx2 o in maniera Runx2-indipendente. E stato
inoltre dimostrato che il TF Runx2 ¢ necessario ma non sufficiente per 1’induzione di
Osx dipendente da BMP2, il pathway di MAPK e altri fattori trascrizionali agiscono
infatti da punti di convergenza mediando 1’effetto della BMP-2 sull’espressione di Osx.
Infine, la cooperazione tra NFAT ed Osx determina I’attivazione dei promotori di
COLI1AL1 ed osteocalcina ed accelera il differenziamento osteoblastico e la formazione

. . . . g 64
di osso in maniera Runx2-indipendente.

Ruolo dei fattori di crescita

I fattori di crescita (GF) sono polipeptidi che modulano le funzioni cellulari in maniera
autocrina, paracrina o endocrina.” Un singolo GF puo avere effetti su tipi cellulari
multipli e pud indurre risposte differenti in base al tipo cellulare sul quale agisce;
tuttavia una caratteristica fondamentale del sistema di segnalazione ¢ la ridondanza,
percui un fattore di crescita puo legare recettori differenti trasducendo il medesimo
segnale.

I GF piu rilevanti nella biologia del tessuto osseo sono BMP, TGF, FGF, PDGF,
VEGEF e IGF. (Tabella 3)

Come esposto precedentemente, i GF vengono prodotti e secreti durante tutte le fasi
della riparazione ossea dalle cellule del microambiente, come le cellule inflammatorie, 1
fibroblasti, le cellule endoteliali, le hMSC e gli osteoblasti. Nella fase infiammatoria il

contributo maggiore proviene dai GF contenuti negli a-granuli delle piastrine (TGFp,
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PDGF, VEGF e IGF), mentre 1 macrofagi e le altre cellule inflammatorie secernono
FGF, PDGF e TGFp. La migrazione degli osteoprogenitori ¢ stimolata da BMP, PDGF,
FGF e VEGF, e inoltre PDGF e FGF stimolano la proliferazione delle cellule periostali,
contribuendo alla risposta mitogenica del periostio nelle fasi iniziali della riparazione.®®
La proliferazione ed il differenziamento dei progenitori sono modulati da TGFp, IGF,
BMP6, BMP2 e BMP7, mentre VEGF e FGF2 regolano la crescita vascolare. Lo studio
della risposta temporale dei GF nei topi durante la riparazione della frattura ha messo in
luce una forte correlazione tra VEGF, TGFf e IGF-I, suggerendo che essi agiscano in
maniera coordinata nella crescita degli osteoprogenitori. Una simile correlazione ¢ stata

riscontrata anche tra BMP2, PDGF e FGF2, ¢ tra TGFp e PDGF. '
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Tabella 3. Fattori di crescita e ruolo nella riparazione ossea

Fattore di crescita

Bone
morphogenetic
proteins (BMP)

Transforming
growth factor f
(TGF p)

Fibroblast growth
factor (FGF)

Platelet-derived

growth factor
(PDGF)

Vascular
endothelial growth
factor (VEGF)

Insulin-like growth
factor (IGF)

Sorgente Tipo di

fisiologica recettore
Cellula
osteoprogenitrice,
osteoblasto,
condrocita,
cellula endoteliale
(BMP2)

Piastrine,
cellula stromale
midollare,
condrocita,
cellula
endoteliale,
fibroblasto,
macrofago

Serina treonina
solfato

Serina treonina
solfato

Macrofago, Tirosin chinasi
monocita,

cellula stromale

midollare,

condrocita,

osteoblasto,

cellula endoteliale

Piastrine, Tirosin chinasi
osteoblasto,

cellula

endoteliale,

monocita,

macrofago

Cellula
endoteliale,
osteoblasto,
piastrine

Tirosin chinasi

Osteoblasto, Tirosin chinasi
condrocita,
epatocita,

cellula endoteliale

Funzione

Oteocondrogenesi.
BMP2-7 e BMP9
sono osteoinduttive

Immunosoppressore
proangiogenetico;
induttore della
crescita cellulare,
del differenziamento
e della sintesi della
matrice

Proangiogenetico;
mitogeno per
fibroblasti e cellule
muscolari lisce della
parete vascolare

Mitogeno per le
cellule del tessuto
connettivo,
chemiotattico per
monociti, macrofagi
e cellule muscolari
lisce;
proangiogenetico
Proangiogenetico;
chemiotattico per le
cellule endoteliali

Regolazione
dell’attivita
biologica
dell’ormone della
crescita

Azione sul tessuto osseo

Induzione di chemiotassi,
proliferazione,
differenziamento e
sintesi della ECM;
contributo
all’angiogenesi

Induzione della
proliferazione di cellule
mesenchimali
indifferenziate;
reclutamento dei
precursori osteoblastici;
induzione del
differenziamento
osteoblastico ¢
condroblastico precoce
(ma inibizione del
differenziamento
terminale); produzione
della ECM; reclutamento
dei precursori
osteoclastici.

FGF1 induce la
maturazione dei
condrociti; FGF2 induce
proliferazione e
differenziamento
osteoblastico, inibisce
I’apoptosi degli
osteoblasti immaturi
mentre stimola 1’apoptosi
degli osteociti, stimola il
riassorbimento osseo

Stimola proliferazione e
differenziamento degli
osteoprogenitori

Conversione della
cartilagine in 0sso;
proliferazione e
differenziamento
osteoblastico; induzione
dell’espressione di
RANK nei precursori
osteoclastici

Stimola la proliferazione
degli osteoblasti ¢ la
sintesi della ECM;
riassorbimento osseo
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Le BMP (ad eccezione della BMP1) appartengono alla superfamiglia del TGFf,
che include anche TGFp, growth differentiation factors (GDF), activine, inibine e anti-
Miillerian hormone (AMH). Le BMP sono immagazzinate nella ECM e vengono
sintetizzate principalmente da cellule osteoprogenitrici, osteoblasti e condrociti.”® Anche
altri tipi cellulari possono produrre tali proteine, come le cellule endoteliali che
esprimono BMP2.* Gli osteoblasti ed i condrociti maturi non producono livelli
significativi di BMP, ma la loro espressione aumenta considerevolmente durante il
processo di riparazione della frattura” ed ¢ indotta da diversi stimoli, tra cui lo stress
meccanico generato a livello dei siti di formazione di nuovo tessuto osseo.”' Sebbene le
BMP siano funzionalmente e strutturalmente correlate, ogni isoforma ha un ruolo unico
e un distinto quadro di espressione temporale durante il processo di riparazione ossea. >
Le BMP inducono la cascata di eventi che determina 1’osteocondrogenesi e che
coinvolge chemotassi, proliferazione, differenziamento, sintesi della matrice
extracellulare ed angiogenesi. BMP2 e 4 vengono espresse sin dalle fasi precoci del
differenziamento delle hMSC e, avendo un’azione chemioattraente, richiamano i
precursori mesenchimali durante lo sviluppo osseo, il rimodellamento e la riparazione
delle fratture. VEGF coopera con BMP4 nel reclutare i precursori osteoblastici.”
BMP2, 6 ¢ 9 stimolano il differenziamento delle hMSC pluripotenti in cellule
osteoprogenitrici, ¢ BMP2, 4, 6, 7 (osteogenic protein-1, OP-1) e 9 ne inducono la
maturazione terminale in osteoblasti. BMP2 determina la sovraespressione di Runx2 e
Osterix nelle fasi precoci del differenziamento,” ed aumenta 1’espressione di fosfatasi
alcalina (ALP) ed osteocalcina e la deposizione del calcio nelle fasi successive (come
BMP4, 7 e 9). La maggior parte delle BMP sono inoltre capaci di indurre il
differenziamento degli osteoblasti in osteociti. BMPI3 e 14 stimolano il
differenziamento condrocitico.”””’® BMP2-BMP7 ¢ BMP9 sono capaci di indurre la
formazione ossea de novo in seguito ad impianti ectopici.”’ L’attivita osteoinduttiva di
BMP3 dipende dalle condizioni sperimentali e dallo stadio differenziativo, essa puo
avere infatti un effetto inibitorio in presenza di BMP2 ¢ BMP7.”® Inoltre le BMP sono
in grado di stimolare la sintesi di altri GF quali IGF ¢ VEGF,” e di indurre il rilascio di
fattori che promuovono 1’ osteoclastogenesi.™

Fino ad oggi sono state identificate 5 isoforme del TGFB (TGFB1-TGFpS).
TGFP1 e TGFB2 vengono immagazzinati nella ECM e nel sangue in una forma inattiva
complessata alla proteina di legame TGFp-binding protein-1. TGF1 ¢ stato rilevato in

0sso, cartilagine e a-granuli piastrinici, ma ¢ prodotto da diversi tipi cellulari, come 1
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fibroblasti, 1 macrofagi e le cellule endoteliali; mentre TGFB2 ¢ prodotto essenzialmente
da osteoblasti e cellule endoteliali. Durante il processo di guarigione ossea TGFf} ha un
ruolo rilevante nella condrogenesi e nell’ossificazione encondrale.”’ TGFp1 induce la
sintesi di BMP nelle cellule osteoprogenitrici, recluta i precursori osteoblastici, stimola
il differenziamento ed induce la produzione di osteoide e proteine extracellulari quali
collagene, proteoglicani, osteopontina, osteonectina e ALP.* L’effetto sul
differenziamento terminale e sulla mineralizzazione ¢ tuttavia inibitorio™ ed il
potenziale osteoinduttivo risulta limitato.* TGFP1 ¢ un importante fattore di coupling
tra osteoblasti ed osteoclasti:> da un lato favorisce il reclutamento dei precursori
ematopoietici degli osteoclasti,*® dall’altro ha un effetto inibitorio sul riassorbimento
osseo e stimola la produzione di osteoprotegerina.®’

Gli FGF sono una famiglia di 24 polipeptidi strutturalmente correlati, che
stimolano la proliferazione di osteoblasti, condrociti, miociti e cellule endoteliali. FGF1
e FGF2, 1 piu abbondanti, sono stati identificati nelle fasi precoci del processo di
guarigione ossea. Il primo ha un ruolo rilevante nella maturazione dei condrociti;*™® il
secondo ¢ sintetizzato dagli osteoblasti, viene immagazzinato nella ECM e stimola la
proliferazione ed il differenziamento osteblastico. FGF2 induce Runx2® e
osteocalcina’ e favorisce la formazione di noduli minerali;’' inibisce I’apoptosi degli

osteoblasti immaturi, mentre stimola [’apoptosi degli osteociti;>*

regola
I’osteoclastogenesi in maniera indiretta, tramite meccanismi mediati dagli osteoblasti,
ed in maniera diretta, agendo sui pathway di segnalazione di RANKL, cicloossigenasi-2
e p42/p44 MAPK.” Esso possiede inoltre un effetto proangiogenetico che si
accompagna ad un’induzione dell’osteoclastogenesi e quindi, ad una maggiore attivita
di riassorbimento.”

Il PDGF ¢ secreto come dimero composto da diverse combinazioni delle catene
A, B, C e D. E presente negli a-granuli delle piastrine, nei macrofagi, nelle cellule
endoteliali e negli osteoblasti.”® Durante le fasi precoci della guarigione della frattura &
rilasciato dagli a-granuli,”’ mentre in seguito viene secreto dalle cellule presenti nel sito
di riparazione, ed agisce in un primo momento sulla proliferazione e successivamente
sul differenziamento degli osteoprogenitori. PDGF-BB ¢ generalmente considerato piu
efficace di PDGF-AA nello stimolare Iattivita mitogena nel tessuto osseo.”
Il VEGF ¢ prodotto dalle cellule endoteliali e dagli osteoblasti e, nelle fasi

precoci della rigenerazione ossea, ¢ anche rilasciato dagli a-granuli piastrinici. Sebbene

I’induzione dell’angiogenesi sia 1’effetto piu conosciuto del VEGF, esso ha un ruolo
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importante anche nella proliferazione e nel differenziamento delle cellule ossee.”” E

. . . . . . . 100
coinvolto nella conversione della cartilagine in callo osseo durante la fase riparativa — e

01 VEGF inoltre favorisce

determina un aumento del numero degli osteoblasti.
I’osteoclastogenesi inducendo ’espressione di RANK nei precursori degli osteoclasti.'*”
Sono stati identificati due insulin-like Growth Factor (IGF-I o somatomedina C
e IGF-II). La concentrazione sierica di IGF-I ¢ regolata principalmente dall’ormone
della crescita, mentre le sue azioni biologiche sono modulate in maniera cellulo-
specifica dal legame con le IGF-binding protein.
IGF-I ¢ prodotto principalmente dale cellule del fegato in risposta all’ormone della
crescita, ma viene anche sintetizzato da cellule endoteliali, osteoblasti ¢ condrociti e
viene immagazzinato nella matrice cellulare. I tessuti bersaglio del fattore di crescita
sono muscolo, cartilagine, osso, fegato, reni, nervi, pelle e polmoni. Sebbene IGF-II sia
piu abbondante nel tessuto osseo rispetto a IGF-I, quest’ultimo ha un effetto piu potente

e la sua presenza ¢ stata rilevata in fratture in fase di guarigione.'®

Nelle prime fasi
della riparazione ossea IGF-I stimola la proliferazione cellulare'™ e promuove la
formazione della matrice ossea da parte degli osteoblasti differenziati.'” IGF-II agisce
negli stadi tardivi dell’ossificazione encondrale e stimola la produzione di collagene di
tipo 1, la sintesi della matrice cartilaginea e la proliferazione cellulare.'® IGF ha un
ruolo rilevante nell’equilibrio tra formazione e riassorbimento osseo.'”’

Terapia proteica con fattori di crescita ricombinanti (thGF). Il razionale
dell’uso terapeutico dei fattori di crescita (GF) per stimolare la guarigione ossea ¢
basato sull’ipotesi che I’impiego di un mediatore del segnale appropriato sia sufficiente
ad indurre o accelerare I’intero processo di guarigione.'”™ Le applicazioni cliniche
potenziali comprendono il trattamento di fratture, pseudoartrosi e in generale di tutti i
difetti ossei caratterizzati da una vasta perdita di tessuto. Gli approcci piu interessanti
prevedono la terapia proteica, in cui il thGF viene direttamente rilasciato al sito di
rigenerazione in presenza o in assenza di un carrier; e la terapia genica, in cui il GF
viene prodotto dalle stesse cellule dell’ospite in seguito a trasfezione del gene che lo
codifica. Particolari tipi di terapia proteica sono inoltre 1’uso di plasma ricco di piastrine
(PRP) autologo o omologo, come risorsa di GF, e I'utilizzo della matrice ossea
demineralizzata (DBM).

BMP2 ¢ BMP7 possono essere somministrate tramite 1'uso di un ‘buffer delivery

system’, che prevede perd una ritenzione del fattore al sito target minore del 5%.

L’alternativa ¢ costituita dalla complessazione con un carrier, che permette di prevenire
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una diffusione rapida del rhGF al di fuori del sito di riparazione, di assicurarne il

11 carrier utilizzato

rilascio controllato e di aumentare la ritenzione al sito fino al 55%.
per il rilascio delle thBMP pud anche essere rappresentato dallo stesso scaffold
utilizzato per la rigenerazione tissutale ossea (pag.56). Studi preclinici hanno messo in
luce I’efficacia di BMP ricombinanti (rhBMP) nel trattamento di difetti ossei di misura
critica,"” e sono stati condotti molteplici studi clinici finalizzati alla comprensione degli
effetti di thBMP7 e rhBMP2 sulla riparazione ossea, in condizioni di ritardo di
consolidamento o pseudoartrosi.'' "' '>!1314115 11 trattamento con thBMP sembra inoltre
stimolare I’angiogenesi e riduce la possibilita di infezioni. Tuttavia, dal momento che
tali fattori di crescita sono necessari non solo per stimolare la proliferazione ed il
differenziamento delle hMSC, ma anche per il mantenimento del fenotipo osteoblastico,
un trattamento efficace richiede dosi elevate ed un tempo di esposizione prolungato.''®
I1 TGFP ¢ stato utilizzato per stimolare la crescita ossea in modelli animali,''” ma il suo
potenziale terapeutico sembra essere limitato ad effetti collaterali non previsti.''® 11
rhFGF2 sembra accelerare la riparazione ossea nell’animale,''® ma risulta efficace solo
se somministrato entro le 24 ore dal momento della frattura,120 evidenziando come la
finestra temporale in cui si verificano gli effetti anabolici dell’FGF esogeno sia limitata
alle fasi precoci del processo di guarigione. Il potenziale terapeutico di PDGF nel
trattamento dei difetti ossei € tutt’ora incerto,118 mentre studi in vivo hanno mostrato che
la somministrazione sistemica di IGF ¢ in grado di potenziare I’osteoformazione. Nella
tibia di ratto, IGF-I somministrato a livello locale ha un effetto maggiore sulla
riparazione ossea rispetto al TGFP, mentre 1’utilizzo di entrambi 1 GF determina una
rigidita torsionale ed una capacita massima di carico maggiori.'*'

Sebbene i rhGF possano essere utilizzati per applicazioni cliniche specifiche, ¢ possibile
che una singola dose di proteina esogena non sia sufficiente a indurre un’appropriata
risposta biologica nei pazienti, specialmente quando la vitalita dell’osso e dei tessuti
molli circostanti ¢ compromessa. Una strategia promettente per aumentare 1 livelli dei
rhGF potrebbe essere rappresentata dalla terapia genica, mediante tecniche di
trasduzione in vivo o trasduzione in vitro e successivo impianto delle cellule al sito di
rigenerazione. In generale il trattamento dei difetti dei meccanismi di riparazione ossea
richiede un’induzione dell’espressione proteica a breve termine, mentre in presenza di

malattie croniche come 1’osteoporosi ¢ necessaria una produzione a lungo termine.

Prima che applicazioni cliniche di terapia genica vengano messe in atto ¢ comunque
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necessario che vengano affrontate questioni primarie riguardanti la sicurezza del vettore
virale e le reazioni immunologiche generate dalle proteine virali.

I possibili effetti avversi, 1’induzione di reazioni immunologiche, le alterazioni
genetiche ed altri effetti a lungo termine dei rthGF rimangono ancora sconosciuti e
limitano le applicazioni terapeutiche. La frequenza di somministrazione ideale ed il

dosaggio ottimale per la guarigione del difetto osseo'*

non sono ancora stati studiati in
dettaglio. Inoltre in alcuni casi, e soltanto in seguito a dosi massive, ¢ stata osservata
un’eccessiva formazione di tessuto osseo, per cui l’'uso dei rhGF deve essere
considerato con estrema prudenza, soprattutto nei bambini.

In conclusione, si rendono necessari ulteriori studi per comprendere le differenze tra 1
meccanismi di riparazione ossea nelle diverse condizioni patologiche e per fornire linee
guida, basate su evidenze sperimentali, per un appropriato utilizzo terapeutico dei fattori

di crescita.'?
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Evoluzione temporale del profilo di espressione genica

durante il differenziamento osteoblastico di cellule

mesenchimali staminali (hMSC)'**

Obiettivo dello studio

L’aspirato midollare ¢ una risorsa facilmente accessibile di hMSC.'™'® Tale
popolazione cellulare ha recentemente riscosso grande interesse, in quanto rappresenta
una fonte di precursori osteogenici utilizzabili sia in applicazioni di terapia cellulare che
di ingegneria tissutale per la riparazione e la rigenerazione ossea.'>* '*

In tutti i casi in cui ’omeostasi ossea, ¢ quindi la capacita riparativa, risultino
compromesse (malattie genetiche e degenerative, traumi) ¢ possibile trarre vantaggio
dall’utilizzo di hMSC come terapia cellulare.'*®

Un’efficace rigenerazione del tessuto osseo dipende principalmente dalle proprieta
osteogenetiche delle hMSC, poiché esse influenzano 1’omeostasi sia generando
precursori ossei sia producendo fattori che influenzano 1’equilibrio tra formazione e
riassorbimento di o0sso.'*® Oltre alle proprieta funzionali delle cellule, un requisito
essenziale per la riparazione di grandi difetti ossei ¢ la disponibilita di scaffold che
permettano e possibilmente inducano la crescita di nuovo tessuto osseo. Il sistema
cellula-scaffold viene quindi saggiato in vitro per valutare se gli osteoprogenitori siano
in grado di crescere e sopravvivere all’interno dell’impalcatura, per poi differenziarsi e
depositare matrice mineralizzata.'*’

Le proprieta osteogenetiche delle hMSC sono definite da una combinazione di saggi
sperimentali,'”® ma le possibilita di caratterizzare le cellule all’interno di una struttura
tridimensionale sono fortemente limitate, in quanto i1 saggi biochimici, citochimici e
morfologici non possono essere eseguiti. In tale contesto 1’analisi dell’espressione
genica rappresenta strumento estremamente utile per valutare lo stato e Dattivita
cellulare: I’'RNA totale ottenuto da un numero limitato di cellule permette di analizzare
simultaneamente 1’espressione di un gran numero di geni e di esplorare in maniera
sistematica una varieta di funzioni biologiche. Negli ultimi anni ¢ stato identificato un

numero consistente di marcatori molecolari di malattie ossee e di geni con un ruolo

rilevante nel differenziamento osteogenetico delle hMSC.'*"*%11132 Dyiversi studi
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molecolari sono stati volti ad una comprensione piu approfondita del controllo genetico
del differenziamento osteoblastico e all’identificazione di nuovi pathway
potenzialmente coinvolti nella regolazione di tale processo; tuttavia I’associazione tra
espressione genica e marcatori di proliferazione, differenziamento e mineralizzazione
delle hMSC in vitro non ¢ ancora stata descritta in maniera completa ed esaustiva.

Il presente progetto di ricerca ¢ finalizzato all’identificazione di geni che abbiano un
ruolo chiave nei processi di differenziamento osteogenico e maturazione delle hMSC, e
alla caratterizzazione temporale della loro espressione, in relazione all’acquisizione di
caratteristiche fenotipiche proprie delle cellule ossee, valutata come deposizione di

noduli minerali in vitro.

Materiale e Metodo

Coltura e caratterizzazione delle hMSC

Colture cellulari

La raccolta del tessuto ¢ stata approvata dal comitato etico dell’Istituto Ortopedico
Rizzoli. 1 donatori sono 5 uomini (range di eta 40-61 anni) ed una donna (50 anni),
sottoposti ad intervento di artroprotesi d’anca. I campioni di midollo osseo sono stati
ottenuti dalla fresatura del canale femorale. Il midollo osseo ¢ stato raccolto in terreno
di coltura addizionato di eparina 100 U/ml, stratificato direttamente su Ficoll Istopaque
1077 (Sigma Aldrich, Milano) e centrifugato per 20’ a 2000 rpm. L’anello di cellule
mononucleate (hMNC) contenente le hMSC ¢ stato raccolto e lavato 2 volte con PBS; le
cellule sono state seminate e mantenute in incubatore (atmosfera umidificata, 37°C, 5%
COy) in alpha modification of Eagle’s medium (a-MEM; Sigma-Aldrich) addizionato di
FCS al 10%, penicillina 100U/mL, streptomicina 0.1mg/mL e acido ascorbico 2-fosfato
100 mM (Sigma Aldrich). Dopo quattro giorni le cellule non aderenti sono state rimosse
e le cellule aderenti (hMSC) sono state mantenute in terreno fresco addizionato di
desametasone 10® M (terreno differenziante). Dopo la seconda confluenza ¢ stato
aggiunto alla coltura B-glicerofosfato (Sigma Aldrich) 10mM (terreno mineralizzante)
per indurre la formazione di noduli minerali. Sulla base dell’osservazione quotidiana
delle colture, sono stati scelti dei tempi di osservazione corrispondenti agli eventi
principali del differenziamento (MD) e della mineralizzazione (MM) delle hMSC, fra

cui adesione cellulare precoce, semiconfluenza, confluenza, formazione delle Colony
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Forming Units (CFU) e deposizione dei noduli minerali. Ad ogni tempo sono stati

eseguiti saggi morfologici e biochimici ed ¢ stato raccolto I’RNA totale delle colture, in

modo tale da poter correlare I’acquisizione progressiva del fenotipo osteogenico con il

profilo di espressione genica.

Caratterizzazione delle colture

I tempi scelti per la valutazione del differenziamento osteogenico delle hMSC sono i

seguenti:

hMSC Differentiation 1 (MD1), espressione genica basale delle cellule aderenti
alla plastica dopo 4 giorni dalla semina delle cellule monucleate del midollo;
hMSC Differentiation 2 (MD2), modulazione genica precoce, analizzata 24 ore
dopo I'utilizzo del terreno differenziante contenente desametasone ed acido
ascorbico 2-fosfato;

hMSC Differentiation 3 (MD3), tempo intermedio corrispondente alla
semiconfluenza delle colture;

hMSC Differentiation 4 (MD4), confluenza delle h\MSC;

hMSC Differentiation 5 (MDS5), formazione di CFU a partire dalla semina a
bassa densita di cellule in MD4;

hMSC Mineralization 1 (MM1), cambiamenti precoci osservabili 24 ore dopo
I’aggiunta del mezzo mineralizzante contente 3-glicerofosfato;

hMSC  Mineralization 2 (MM2), tempo intermedio nel corso della
mineralizzazione, 7 giorni dopo I’aggiunta del terreno mineralizzante;

hMSC Mineralization 3 (MM3), mineralizzazione completa, provata dalla

deposizione di noduli minerali.

Il protocollo per la caratterizzazione delle colture cellulari ai diversi tempi (Figura 5)

include saggi di:

Analisi dell’espressione genica, tramite tecnologia microarray, eseguita a tutti 1
tempi elencati;

Proliferazione cellulare, in tutte le fasi;

Vitalita cellulare (AlamarBlue test), in MD4, MM1, MM2 e MM3;
Immunofenotipizzazione (citometria a flusso), in MD1 e MD4 ;

Rivelazione immunoenzimatica dell’osteoprotegerina (OPG) nei lisati cellulari,
in MD4, MM2 e MM3;

Attivita dell’ALP, in MD4, MD5, MM2 e MM3;
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- Formazione di CFU, in MD5;
- Deposizione dei noduli minerali (von Kossa staining), in MM2 e MM3;

- Contenuto di calcio, in MM2 e MM3.

differentiation mineralization
medium medium
ﬂ differentiation ﬂ mineralization
e I e I
MNC — ———
> = > > B —> > o> b
R MD1 MD2 MD3 MD4 MM1 MM2 MM3
-y cc cc cc cc cc cc cc
FC GEP GEP FC ABT ABT ABT
GEP ABT ~——  GEP ALP ALP
ALP OPG OPG
OPG Ca Ca
Ca MD5 GEP GEP
GEP cc
ALP
CFU
GEP

Figura 5. Diagramma di flusso per la valutazione del differenziamento osteogenetico
delle hMSC. MD#: MSC differentiation, tempo di coltura; MM#: MSC mineralization,
tempo di coltura. Saggi eseguiti ai diversi tempi: CC, conta cellulare; FC, citometria a
flusso; ABT, AlamarBlue test; ALP, fosfatasi alcalina; OPG, osteoprotegerina; CFU,
formazione di colony-forming units; Ca, saggio del calcio; GEP, profilo di espressione
genica.

La proliferazione cellulare ¢ stata valutata contando le cellule destinate all’estrazione
dell’RNA ed il tasso di crescita cellulare ¢ stato espresso come numero di cellule per
cm’ della superficie di coltura.

La vitalita cellulare ¢ stata analizzata tramite 1’AlamarBlue test (Serotec, Oxford,
United Kingdom), secondo le istruzioni fornite dal produttore. L’Alamar blue ¢ un
indicatore redox fluorimetrico/colorimetrico che viene internalizzato dalle cellule e
convertito dalla forma ossidata non fluorescente/blu a quella ridotta fluorescente/rossa.
L’indicatore non ha alcun effetto tossico sulle cellule e la sua riduzione ¢ indice
dell’attivita metabolica e si correla con il numero di cellule vitali. Il mezzo di coltura
delle hMSC ¢ stato rimosso dai pozzetti e sostituito, in condizioni di sterilita, con
terreno fresco contenente un volume di Alamar blue pari al 10%. Un pozzetto privo di
cellule, contenente terreno di coltura e Alamar blue al 10%, ¢ stato utilizzato per la
correzione dei valori di fluorescenza rilevati nei campioni (bianco). Le piastre sono state
incubate a 37°C, a livelli di CO;, pari al 5% per 3 ore e 30 minuti. Al termine
dell’incubazione il medium ¢ stato trasferito in una nuova piastra; la fluorescenza ¢ stata

rilevata con un lettore per micropiastre (CytofluorTM 2350, Millipore, Bedford, MA)
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utilizzando una lunghezza d’onda () di eccitazione di 540 nm e emissione di 590 nm. I
risultati del saggio sono stati espressi come media delle unita di fluorescenza relativa
(RFU) rilevate in 3 pozzetti.

L’immunofenotipo delle hMSC ¢ stato studiato usando un citometro a flusso EPICS
XL-MCL (Beckman Coulter, Hialeah, FL) ed anticorpi monoclonali coniugati a
fluorescina isotiocianato (FITC), R-ficoeritrina (RD1) o RDIl-cianina 5.1 (PC5)
(Instrumentation Laboratory, Milano). I marcatori analizzati comprendono CD45-FITC
(antigene leucocitario comune), CD44-FITC (recettore dell’acido ialuronico), CD90-
PC5 (Thy 1), CD166-RD1 (activated leukocyte cell adhesion molecule), CD105-RD1
(endoglin, tissue growth factor Pl receptor) e CDI117-PC5 (c-kit, stem cell factor
receptor). I risultati sono stati espressi come percentuale di cellule positive su 10.000
eventi.

La fosfatasi alcalina (ALP) e I’osteoprotegerina (OPG) sono state valutate come
marcatori del differenziamento osteogenetico.'> L’attivita dell’ ALP ¢& stata misurata con
un metodo biochimico basato sulla conversione del p-Nitrophenyl Phosphate Liquid
Substrate (Sigma-Aldrich) in p-nitrofenolo. Le cellule sono state lisate con SDS allo
0,01% ed il substrato della reazione (p-nitrofenilfosfato) ¢ stato aggiunto in proporzione
1:1 ai lisati cellulari. Dopo un’incubazione di 15 minuti a 37°C, ¢ stata effettuata la
lettura spettrofotometrica dei campioni a 405 nm, utilizzando uno spettrofotometro per
micropiastre (Spectra III, Tecan, Austria). L’attivita della ALP ¢ stata calcolata per
interpolazione dei valori di assorbanza su una curva standard costituita da diluizioni
seriali di una soluzione di p-nitrofenolo (range di concentrazione 0-40 mmoli). I risultati
sono stati espressi come nmoli di p-nitrofenolo formato in 1 min e normalizzati per il
quantitativo totale di proteine (BCA Protein Assay kit, Pierce, Rockford, IL).

L’analisi citochimica della ALP ¢ stata effettuata sulle cellule utilizzando un kit
commerciale (Sigma-Aldrich). Per il saggio di quantificazione immunoenzimatica di
OPG sono stati utilizzati 1 seguenti reagenti: anticorpo mouse anti-human OPG (2
mg/mL); anticorpo goat biotinylated anti-human OPG (100 ng/mL); recombinant
human OPG, come riferimento standard, in un range di concentrazione di 0-2000
pg/mL (R&D, Minneapolis, MN).

Il test delle CFU ¢ stato utilizzato per stimare 1’abilita clonogenica dei precursori
osteogenici. In breve, le cellule confluenti (MD4) sono state sottoposte a digestione con
tripsina ¢ seminate alla densita di 140 cellule/cm” in piastre da 6 pozzetti, utilizzando

terreno differenziante. Dopo 14 giorni (MDS5), i pozzetti sono stati trattati con cristal
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violetto (0,25% in metanolo al 20% per 10 min a temperatura ambiente) e gli aggregati
di almeno 50 cellule, visualizzati al microscopio, sono stati contati.'*

La capacita di depositare noduli minerali ¢ stata valutata tramite 1’osservazione delle
colture dopo colorazione di von Kossa. Le hMSC sono state fissate per 5 minuti con
metanolo freddo ed incubate con nitrato d’argento al 2% sotto luce ultravioletta per 15
min. Infine, le cellule sono state fissate con sodio tiosolfato al 2.5% (Sigma-Aldrich)
per 5 min e contrastate con safranina all’1%.

Il contenuto di calcio ¢ stato quantificato tramite un saggio colorimetrico (Roche
Diagnostics SpA, Milano) basato sul medodo dell’ortocresolftaleina complessone. Le
cellule e la matrice sono state rimosse dalle piastre di coltura ed incubate overnight con
HCI 0.5M per dissolvere il calcio. I riferimenti standard (range 0-1000 pg/ mL) sono
stati preparati a partire da una soluzione di CaCl, ed i risultati sono stati espressi come
rapporto tra il contenuto di calcio (mg) ed il quantitativo totale di proteine (BCA Protein
Assay kit, Pierce). Il limite di rivelazione del saggio ¢ di 2 pg/mL.

Per lo studio dell’espressione genica I’RNA totale di ciascun paziente, in ciascuna delle
8 condizioni, ¢ stato analizzato in triplicato. Il pellet cellulare da cui estrarre ’'RNA ¢
stato risospeso in RNAlater (Qiagen, Hilden, Germania) e posto a —80°C fino al
momento dell’ultilizzo. L’analisi microarray ¢ stata effettuata dal gruppo Progenika

Biopharma (Derio, Spagna).

Profilo di espressione genica su larga scala

L’analisi microarray ¢ stata eseguita su campioni ottenuti da 4 pazienti (#1, maschio, 48
anni; #2, maschio, 46 anni; #3, maschio, 61 anni; #4, maschio, 51 anni). Sono state
valutate soltanto le colture di hMSC capaci di formare noduli minerali nella fase finale.
L’RNA totale ¢ stato isolato utilizzando RNeasy micro- o mini-kit (Qiagen), trattato con
DNasi (Qiagen) e conservato a -80°C; per il procedimento sperimentale sono state
seguite le istruzioni fornite dal produttore. L’integrita del’RNA ¢ stata accertata tramite
corsa elettroforetica su gel di agarosio o tramite Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Wilmington, DE); la concentrazione e la purezza sono state determinate
spettrofotometricamente (NanoDrop ND-1000, NanoDrop technologies LLC; Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE).

Il profiling di espressione genica ¢ stato effettuato tramite Gene-Chip Human Genome

Ul33 Plus 2.0 microarrays (Affymetrix), secondo 1 protocolli standard per
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amplificazione, marcatura ed ibridizzazione dell’RNA. In seguito alla scansione del
microarray, la quantificazione della fluorescenza e la generazione dei dati grezzi di

espressione genica sono state eseguite tramite il software Affimetrix.

Validazione dei dati microarray

I microarray rappresentano uno strumento molto potente per misurare simultaneamente i
livelli di migliaia di mRNA. Dato 1’elevato numero di misurazioni coinvolte, tale
tecnologia pud fornire un numero, comunque ridotto, di falsi negativi o falsi postivi. E
richiesta, pertanto, la validazione dei risultati ottenuti tramite tecniche indipendenti
quantificazione dell’mRNA. In questo studio la validazione dei dati microarray ¢ stata
eseguita tramite quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) su Low
Density Arrays (LDA) format 96b (7900HT System, TagMan Low Density Arrays
Upgrade, Applied Biosystems, Oster City, CA).

Gli LDA sono sistemi microfluidici che si basano sull’'uso di sonde TagMan per la
rivelazione dei prodotti di amplificazione (http://www.appliedbiosystems.com). Ogni
LDA possiede otto porte di loading separate suddivise in 48 pozzetti, per un totale di
384 pozzetti (Figura 6). Un array permette I’analisi di 95 geni ed un controllo (gene

housekeeping GAPDH) in duplicato e per due campioni indipendenti.

Port
2 4 B B 10 13 15 17 [FE 10 [EEN 21 IS5 oo [N
z 4 B8N 8 B 10 13 15 |8 17 19 [ 21 23 E
24 [i#8] 76 28 [ 20 az 38 [§l 3= 40 [ a2 a4 46 [ 5
24 26 |22 28 28] 20 az 36 38 [l 40 M 42 a2 25 47
49 51 [§# 53 55 57 Bil] 51 = 71 =
KT 51 53 G5 57 81 AR E ] 710 =
72 [ » 76 78 BO B4 B6 [T =6 [\ so o7 [ o4 [EE =

72 (8] 7 [S5H 76 |5 78 |58 B0 (81N 52 |68 54 8| 56 S| 26 |88 50

Figura 6. LDA, analisi di 95 geni ed 1 controllo (CTL, in grigio).
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Ogni pozzetto da 2 pul contiene una sonda TagMan ed un set di primer specifico per il
gene bersaglio. I primer set sono pre-validati e possono essere selezionati sul catalogo

elettronico (www.appliedbiosystems.com).

Sulla base dei risultati dell’analisi microarray sono stati selezionati 88 geni target e 7
geni controllo addizionali (KDELR1, ANXA11, GSTO1, NDUFSS5, DDOST, Cl1lorf10
e VAPA). In caso di disponibilita di primer set multipli, ¢ stata selezionata la coppia che
amplificasse la sequenza genica piu vicina al sito di legame della sonda Affimetrix
utilizzata per 1’analisi microarray.

La preparazione degli LDA ¢ stata eseguita presso il centro di quantificazione e
genotipizzazione dell’Universita Autonoma di Madrid. Ad ogni campione di cDNA (50
ng/porta) ¢ stato aggiunto un volume uguale di TagMan Universal PCR Master Mix 2x
(Applied Biosystems). Dopo agitazione e centrifugazione la soluzione (100 ul) ¢ stata
trasferta sulla porta di loading del LDA. L’array ¢ stato quindi centrifugato per caricare
la mix di reazione nei singoli pozzetti del sistema microfluidico, sigillato e caricato sul
sistema di qRT-PCR 7900HT.

La validazione ¢ stata effettuata su un sottogruppo di geni differenzialmente espressi
secondo i risultati dell’analisi microarray. L’RNA ¢ stato isolato da colture provenienti
da due individui diversi da quelli precedentemente studiati (#5, femmina, 50 anni; #6,
maschio, 40 anni) e da un paziente gia sottoposto all’analisi microarray (#2, maschio,
46 anni). I valori di espressione genica sono stati calcolati tramite il metodo del ciclo

soglia (Ct).

Analisi statistica

I dati relativi alla caratterizzazione delle hMSC sono stati espressi come media * errore
standard. Il confronto delle variabili indipendenti ¢ stato effettuato tramite il test U di
Mann—Whitney. Per processare i dati microarray ed ottenere una lista di probe set
differenzialmente espressi (p<<0.05, t-test per dati appaiati e test di correzione multipla
Benjamini-Hochberg) ¢  stato  utilizzato il  programma  GeneSpring
(www.chem.agilent.com). Sono stati effettuati i seguenti confronti:
—  hMSC Differentiation: MD2 versus MD1; MD3 versus MD1; MD4 versus MD1;
MDS5 versus MD1.
—  hMSC Mineralization: MM1 versus MD4; MM2 versus MD4; MM3 versus
MD4.
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L’analisi dei dati ¢ stata eseguita integrando il valore statistico dei risultati e le
conoscenze biologiche sul tessuto osseo e sui meccanismi coinvolti nel
differenziamento degli osteoprogenitori.'**

I risultati della qRT-PCR sono stati normalizzati tramite i programmi Genorm

(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/) € Normfinder
135,136

(http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm), ed i cambiamenti significativi

nell’espressione genica sono stati rilevati tramite il t-test per dati appaiati. Allo scopo di
confermare la relazione tra genotipo e fenotipo delle hMSC, ¢ stato calcolato il
coefficiente di correlazione R (ed il corrispondente p-value, test di Fisher) tra il fold
change (FC) dei geni correlati alla biologia ossea (bone-related) ed 1 parametri
biochimici valutati (attivita dell’ALP, rilascio di calcio); valori di p inferiori a 0,05 sono

stati considerati significativi.

Risultati

Caratterizzazione delle colture

Le cellule aderenti alle fiasche mostravano una morfologia fibroblast-like."** Nel corso
degli esperimenti la forma e le dimensioni cellulari non hanno subito variazioni e nella
fase di mineralizzazione ¢ stata osservata la tipica distribuzione cellulare
multistratificata. Nonostante la variabilita biologica interindividuale, la durata delle
diverse fasi nei processi di differenziamento e mineralizzazione era simile nelle colture
provenienti dai diversi soggetti (MD3, 5.5+1.1 giorni; MD4, 10.5£1.7; MDS5, 24.242.5;
MM, 17.543.4; MM2, 23.6+3.3; MM3, 30.7£3.5).

La proliferazione cellulare era comparabile in tutti gli individui, come si deduce dalla
ridotta variabilitd osservata in ciascun tempo (Figura 7a). In seguito all’aggiunta di
terreno mineralizzante la proliferazione diminuiva ed il numero di hMSC nelle fasi
intermedia e finale della mineralizzazione era approssimativamente costante (Figura
7a).

L’analisi citometrica (Figura 7b) della colture in MD1 ha mostrato che CD90, CD105 e
CD166 erano assenti, mentre CD44 era presente nel 26+£9% della popolazione cellulare.
Le cellule confluenti presentavano elevati livelli dei quattro antigeni di superficie
(>90%), mentre, come atteso, la percentuale di cellule CD45- e CD117-positive era

<5% in tutte le colture.

36
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Figura 7. Caratterizzazione delle colture cellulari. (a) Proliferazione cellulare: il grafico
riporta la media + I’errore standard del numero di cellule/cm® di superficie. (b)
Immunofenotipo delle colture di h(MSC: CD90, CD105 e CD166 erano assenti in MD1,
mentre CD44 era rilevabile nel 26+9% della popolazione; tutti gli antigeni erano
espressi in MD4. (c-f) Caratterizzazione biochimica delle hMSC indotte alla
mineralizzazione. Gli istogrammi rappresentano: la media + I’errore standard delle unita
di fluorescenza relativa (RFU) emesse dall’AlamarBlue (c); il rapporto tra le nmoli di
substrato convertito dall’ALP in 1 min e i pg di proteine nei lisati cellulari (d); il
rapporto tra la concentrazione di OPG nel sovranatante ed il numero di hMSC in coltura
(e); il rapporto tra il contenuto di calcio ed i mg di proteine negli estratti proteici (f).

La vitalita cellulare ¢ stata analizzata nel corso dell’intero periodo di coltura, dal
momento che ¢ presente un elevato rischio di stress metabolico in cellule iperconfluenti
indotte alla mineralizzazione. La Figura 7c mostra che il segnale fluorescente emesso
dall’AlamarBlue tendeva ad aumentare da MD4 ad MM2 (p=0.03), ma non andava

incontro ad alcuna variazione nella fase successiva.
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Nella fase MM2 ¢ stato osservato un aumento transiente dell’attivita dell’ALP (Figura
7d) , ma non sono state osservate differenze significative tra i tempi MD4 ed MM3.

Il rilascio di OPG tendeva a diminuire progressivamente durante la mineralizzazione
delle hMSC (Figura 7e), mentre il contenuto di calcio aveva un andamento opposto
(Figura 7f). In entrambi i casi le differenze osservate non erano statisticamente
significative.

L’elevata variabilita nel numero di CFU osservata (83.2+15.2; range 28.8-115.2)
suggerisce che le hMSC dei sei individui avessero un potenziale osteogenetico diverso;
comunque, l’intensa attivita citochimica del’ALP ed i noduli minerali deposti,
rappresentati nella Figura 8, costituiscono la prova del raggiungimento delle fasi finali

di differenziamento e mineralizzazione.

Figura 8. Attivita citochimica dell’ALP e formazione dei noduli minerali nelle colture
di hMSC. Le immagini rappresentano alcune fasi critiche delle colture quali la prima
confluenza (colonna MD4) e la completa mineralizzazione (colonna MM3). Nonostante
la wvariabilita interindividuale, 1’acquisizione del fenotipo osteoblastico ¢ stata
confermata in tutte le colture dall’intensa colorazione citochimica dell’ALP in MD4 e
dalla deposizione di noduli di calcio-fosfato in MM3.
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Analisi su larga scala del profilo di espressione genica delle h\MSC

Tuttii dati presentati in questo studio sono disponibili nel database GEO (Gene

Expression Omnibus, www.ncbi.nlm.nih.gov=geo=query), accession number

GSE12267. L’analisi GeneSpring ha messo in luce un gran numero di variazioni nel
profilo di espressione genica durante il differenziamento delle hMSC, la maggior parte
delle quali si verificavano nei tempi MD4 e MDS5 (Tabella 4). Durante la
mineralizzazione, il numero maggiore di variazioni si osservava in MM2, sebbene un
numero complessivamente inferiore di geni fosse modulato in maniera significativa in

tale processo.

Tabella 4. Numero e percentuale dei probe-set differenzialmente espressi

Probe-set
con FC>2 e
pathways
Probe-set Probe-set Probe-set Probel-se':t e/o
Confronti differenzialmente regolati regolati regolati annotazione
. ; 1 Iy 1 positivamente
espressi negativamente positivamente con FC>23 Gene
- Ontology
inclusi in
Tabella 3*
MSC
differentiation
MD?2 vs MD1 1,405 121 (8.6%) 1,284 (91.4%)* 301 (23.4%) 47 (15.6%)
MD3 vs MD1 3,255 307 (9.4%) 2,948 (90.6%) 105 (3.6%) 77 (73.3%)
MD4 vs MD1 4,009 1,205 (30.1%) 2,804 (69.9%) 1,085 (38.7%) | 198 (18.2%)
MD5 vs MD1 4,498 438 (9.7%) 4,060 (90.3%) 1,861 (45.8%) 151 (8.1%)
MSC
mineralization
MM1 vs MD4 784 128 (16.3%) 656 (83.7%) 42 (6.4%) 13 (31.0%)
MM2 vs MD4 1,260 109 (8.7%) 1,151 (91.3%) 256 (22.2%) 49 (19.1%)
MM3 vs MD4 697 78 (11.2%) 619 (88.8%) 115 (18.6%) 22 (19.1%)

"geni regolati positivamente (>1) e negativamente (<1) con p value <0.05.
? la percentuale ¢ stata calcolata sul numero totale di probe-set differenzialmente espressi (prima
colonna) in ogni step del differenziamento e mineralizzazione delle h(MSC.

? percentuale calcolata sul numero totale di probe-set regolati positivamente.
4 percentuale calcolata sul numero di probe-set con Fold Change >2
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L’elenco dei geni differenzialmente espressi durante il differenziamento e la

mineralizzazione ¢ stato analizzato e sottoposto ad attenta selezione, al fine di ottenere

una lista di geni utile per il monitoraggio delle colture di hMSC. I criteri adottati sono

riportati di seguito:

1.

Sono stati considerati i probe set con un Fold Change (FC) >2, poiché
rappresentavano il 70-91% di tutti 1 geni differenzialmente espressi. Inoltre, la
maggior parte dei geni regolati negativamente erano correlati a pathway e
processi biologici coinvolti nel differenziamento di cellule ematopoietiche.

L’attenzione ¢ stata focalizzata su geni correlati a proliferazione,
differenziamento ed altre funzioni biologiche delle cellule ossee, sulla base dei
database Gene Ontology (GO)“’ e GeneMapp* o KEGG'’. Quattordici

pathway e dieci processi biologici sono stati selezionati ed accorpati in otto

gruppi (cluster) sulla base della loro affinita (Tabella 5).

Tabella 5. Cluster dei geni sovraespressi. Gli otto gruppi sono stati ottenuti dalla
combinazione di pathway e processi biologici specifici. Tra parentesi il numero di geni
appartenenti ad ogni sottogruppo.

Gruppi

Angiogenesis (n= 13)
Apoptosis (n=5)

Bone-related genes (n=
32)

Cell communication
(n=93)

Cell cycle (n=21)
Development (n=22)
TGF-p signaling (n= 14)
Whnt signaling (n=13)

Pathway (GeneMapp/KEGG)
97 geni
VEGF signaling pathway (n=3)
Apoptosis (n=4)

Adherens junction (n=8)
Cytokine-cytokine receptor interaction
(n=2)

ECM-receptor interaction (n=5)

Focal adhesion (n=2)
Integrin-mediated cell adhesion (n=15)
MAPK signaling pathway (n=6)
Matrix metalloproteinases (n=4)

Tight junction (n=1)

Cell cycle (n=21)

TGF-p signaling pathway (n=13)
Whnt signaling pathway (n= 13)

Processi biologici

(Gene ontology) 116 geni
Angiogenesis (n=10)
Apoptosis (n=1)
Bone mineralization (n= 1)
Ossification (n= 8)
Skeletal development (n=23)
Cell adhesion (n= 40)
ECM remodeling (n= 1)
Growth factors and receptors
(n=2)
Phosphate transport (n=7)

Development (n=22)
TGF-B signaling (n= 1)
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Sulla base dei criteri sopra riportati sono stati selezionati 557 probe set di interesse
(Tabella 4), corrispondenti a 213 geni. Tra essi, 97 geni appartenevano a pathway ben
caratterizzati e 116 avevano un’annotazione GO potenzialmente correlata alla biologia
della cellula ossea.

Come mostrato nella Tabella 6, il picco di sovraespressione ¢ stato osservato in MD4 e
MDS5. La maggior parte dei geni sovraespressi apparteneva al gruppo Cell
communication (51.1% e 46.1%, rispettivamente), che include molecole di adesione,
fattori di crescita e recettori di fattori di crescita. Il maggior numero dei geni Bone
related ¢ stato osservato in MD3 (27.3%) e MD4 (19.4%). La percentuale di geni
coinvolti nell’angiogenesi tendeva ad aumentare durante la fase precoce del processo di
mineralizzazione (MM1, 33.3%), mentre la proporzione di geni appartenenti al gruppo

Development/morphogenesis aumentava durante le fasi intermedia e tardiva (MM2,

25%; MM3, 31%).

Table 6. Numero e percentuale (tra parentesi) dei 213 geni sovraespressi, suddivisi
negli 8 gruppi, nei diversi stadi del differenziamento ¢ della mineralizzazione delle
hMSC.

MD2 MD3 MD4 MD5 MM1 MM2 MM3

Angiogenesis 4(11.4) 4(7.3) 5(.7) 3(29) 3(333) 4129 1 (6.3)
Apoptosis 2(5.7) 1(1.8) 2(1.5) 2(2.0)0 0(0.0) 2(6.3) 1 (6.3)
Bone related genes 3(8.6) 15(27.3) 26(19.3) 15147 1(11.1) 4(12.5) 3 (18.8)
Cell communication 7(20.0) 21(38.2) 69(51.1) 47(46.1) 3(33.3) 8(25.0) 4 (25.0)
Cell Cycle 14 (40.0) 2 (3.6) 8(5.9) 11(10.8) 0(0.0) 0(0.0) 1(6.3)
Development 2(5.7) 3 (5.5 10 (7.4) 6(5.9) 1(11.1) 8(25.0) 5(31.0)
TGF signaling 1(2.9) 509.1) 10 (7.4) 8(7.8) 0(0.0) 4(12.5) 0(0.0)
Wt signaling 2(5.7) 4(7.3) 5@3.7) 10(9.8) 1(11.1) 2(6.3) 1(6.3)
Totale 35(100) 55(100) 135(100) 102 (100) 9(100) 32(100) 16 (100)

Allo scopo di verificare il ruolo dei 116 geni con annotazione GO potenzialmente
correlata alla biologia della cellula ossea, ¢ stata eseguita un’accurata ricerca
bibliografica (PubMed). Sono stati selezionati abstract in cui la voce ‘gene title’ o ‘gene
symbol’ fosse correlata a MeSH (Medical subject Headings) appropriati, quali hMSC,
osteoblasto, 0sso, osteogenesi e scheletro. Dalla ricerca ¢ emerso che 74 geni (63.8%)
avevano un ruolo ben riconosciuto nella biologia dell’osso, mentre non ¢ stato possibile
ottenere informazioni esaustive sulla funzione dei rimanenti 42 geni (36.2%) nelle

cellule ossee.
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Validazione dei risultati microarray tramite qRT-PCR

La validazione ¢ stata eseguita su colture provenienti da tre individui: uno di essi era gia
stato sottoposto all’analisi microarray, due non erano stati precedentemente esaminati. I
risultati della caratterizzazione delle colture cellulari sono state precedentemente
mostrati (Figure 7 e 8).

La selezione dei geni da validare tramite qRT-PCR ¢ stata effettuata utilizzando diversi
criteri:'*

- Per 1 97 geni appartenenti a pathway ben conosciuti, sono stati selezionati non
piu di 3 geni per pathway, prediligendo quelli che avessero un ruolo chiave nella
trasduzione del segnale.

- Per quanto riguarda i 116 geni associati a processi biologici potenzialmente
coinvolti nell’osteogenesi, sono stati selezionati 1 geni per i quali non fosse
disponibile una ‘validazione’ bibliografica e quelli con un FC basso (>2 e <3).

- I geni universalmente accettati come marcatori per la caratterizzazione della
cellula ossea, come la fosfatasi alcalina o i componenti del BMP signaling, non
sono stati sottoposti all’analisi qRT-PCR. 1142132

In seguito all’analisi, sessantuno geni (68.5%) sono stati classificati come ‘validati’, dal
momento che le differenze nell’espressione genica osservate utilizzando la tecnologia
microarray sono state confermate tramite qRT-PCR; talvolta inoltre gli LDA hanno
identificato step addizionali di modulazione dell’espressione genica nel corso di
differenziamento e mineralizzazione. Ventotto geni (31.5%) hanno fornito risultati
difficilmente interpretabili o non sono stati analizzati per motivi tecnici, come 1’assenza
di primer specifici.

L’analisi microarray e la validazione tramite QRT-PCR hanno permesso di generare un
archivio (Figura 9) contenente tutte le informazioni relative ai 213 geni selezionati, i.e.
probe set utilizzati, dati statistici, posizione cromosomica del gene, riferimenti alle piu
importanti banche dati bioinformatiche, link ‘Entrez Gene’, annotazione Gene

Ontology, pathway di appartenenza e risultati della validazione.
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Figura 9. Archivio dei 213 geni selezionati.

Lista di geni per il monitoraggio delle colture di h(MSC

I risultati dell’analisi microarray e della validazione sono stati utilizzati per generare una
lista di geni utile per il monitoraggio dello stato funzionale e dell’attivita delle h(MSC ex
vivo (Tabella 7). I geni appartenenti al gruppo Cell cycle sono stati esclusi, in quanto
prevalentemente sovraespressi in MD2, ossia 24 ore dopo I’induzione del
differenziamento, e quindi scarsamente utili per il monitoraggio delle colture. In caso di
sovraespressione di due o piu isoforme dello stesso gene, ¢ stata selezionata quella che
presentava una maggiore differenza tra FC minimo e massimo nel corso dei processi
studiati. Dal momento che soltanto pochi geni erano differenzialmente modulati durante
le fasi di mineralizzazione, tutti 1 geni sovraespressi unicamente in tale processo sono
stati inclusi nella lista.

Tra 1 65 geni utili per il monitoraggio del differenziamento osteoblastico delle hMSC,
11 (16.9%) erano sovraespressi in ogni fase; mentre durante il processo di
mineralizzazione solo 1’espressione FZD8 aumentava costantemente da MM1 ad MM3.
La maggior parte dei geni bone related erano sovraespressi durante le fasi intermedia e
tardiva del differenziamento. Infine, nove geni, ANKH, COMP, DKK1, DKK3, FGF2,
ICAMI1, SOX9, SPOCK1 e TIMP3, erano differenzialmente modulati in entrambi i

processi di differenziamento e mineralizzazione.
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Table 7. Lista di geni per il monitoraggio delle hMSC.

Famiglia Gene Gene Geneld
Symbol number*
hMSC differentiation
Sovraespressione costante (MD2, MD3, MD4, MDS5)
Angiogenesis phospholipase C, beta 4 PLCB4 5332
Cell- v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 (protein kinase B, AKT3 10000
communication gamma)
“ activated leukocyte cell adhesion molecule ALCAM 214
“ cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) CDH2 1000
“ collagen, type I, alphal COL1Al 1277
“ met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) MET 4233
“ protein tyrosine phosphatase, receptor type, F PTPRF 5792
“ tensin 1 TNS1 7145
Development gremlin 1, cysteine knot superfamily, homolog (Xenopus laevis) GREM1 26585
TGF beta pathway  serpin peptidase inhibitor, clade E (plasminogen activator inhibitor type SERPINE1 5054
1), member 1
Wnt signaling wingless-type MMTYV integration site family WNT5B 81029
pathway
Sovraespressione precoce e intermedia (MD2,MD3,MD4)
Bone related genes  collagen, type X, alpha 1(Schmid metaphyseal chondrodysplasia) COLI10ALl 1300
Sovraespressione intermedia (MD3,MD4)
Bone related genes  bone morphogenetic protein 1 BMP1 649
«“ fibrillin 1 FBNI1 2200
“ integrin-binding sialoprotein (bone sialoprotein, bone sialoprotein II) IBSP 3381
« insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) IGF2 3481
“ PDZ and LIM domain 7 (enigma) PDLIM7 9260
Cell Collagen, type XIV, alpha 1 (undulin) COL14Al 7373
communication
TGF beta pathway  runt-related transcription factor 2 RUNX2 860
Sovraespressione intermedia e tardiva (MD3, MD4, MDS5)
Angiogenesis Thy-1 cell surface antigen THY1 7070
Bone related genes  cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast) CDH11 1009
“ collagen, type XII, alpha 1 COL12A1 1303
«“ cartilage oligomeric matrix protein COMP 1311
« periostin, osteoblast specific factor POSTN 10631
“ secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) SPARC 6678
Cell caveolin 2 CAV2 858
communication
“ Collagen, type V, alpha 1 COL5A1 1289
“ Collagen, type VIII, alpha 1 COLBA1 1295
“ fibronectin 1 FN1 2335
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Development

TGF beta pathway

113

113

Wnt signaling
pathway

intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor
integrin, alpha 7

PTK2 protein tyrosine kinase 2

dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)

endoglin (Osler-Rendu-Weber syndrome 1)

SMAD, mothers against DPP homolog 4 (Drosophila)
thrombospondin 1

frizzled homolog 6 (Drosophila)

Sovraespressione tardiva (MD4, MD5)

Angiogenesis

Bone related genes

Cell

communication

Development
Wnt signaling
pathway

113

jagged 1 (Alagille syndrome)

ankylosis, progressive homolog (mouse)

C-type lectin domain family 3, member B (tetranectin)

Epidermal growth factor receptor (v-erb-b oncogene homolog, avian)
proline/arginine-rich end leucine-rich repeat protein

SRY (sex determining region Y)-box 9 (campomelic dysplasia, autosomal
sex-reversal)

collagen, type IV, alpha 1

collagen, type VI, alpha 1

integrin, alpha 11

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 14
thrombospondin 3

brain-derived neurotrophic factor

platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform Ib, alpha subunit 45kDa

ras homolog gene family, member A

Sovraespressione in MD4

Bone related genes
Cell

communication

113

113

Development

TGF beta pathway

alkaline phosphatase, liver/bone/kidney
CD99 molecule

collagen, type XI, alpha 1

chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican)

biglycan

leptin receptor

procollagen C-endopeptidase enhancer

paired related homeobox 1

sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan (testican) 1

SMAD, mothers against DPP homolog 1 (Drosophila)

Sovraespressione in MD5

Angiogenesis

Bone related genes

fibroblast growth factor 2 (basic)

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b (osteoprotegerin)

ICAM1
ITGA7
PTK2
DKK3
ENG
SMAD4
THBSI1
FZD6

JAG1
ANKH
CLEC3B
EGFR
PRELP
SOX9

COL4A1

COL6A1
ITGA11
PTPN14
THBS3
BDNF
PAFAH1BI1

RHOA

ALPL
CD9%9

COL11Al
CSPG2
BGN
LEPR
PCOLCE
PRRX1
SPOCK1
SMADI1

FGF2
TNFRSF11B

3383
3679
5747
27122
2022
4092
7057
8323

182
56172
7123
1956
5549
6662

1282

1291
22801
5784
7059
627
5048

387

249
4267

1301
1462
633

3953
5118
5396
6695
4089

2247
4982
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Cell TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby fundus dystrophy,
communication pseudoinflammatory)

Development dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

hMSC mineralization
Sovraespressione costante (MM1, MM2, MM3)
Wnt signaling frizzled homolog 8 (Drosophila)
pathway

Sovraespressione precoce (MM1)
Angiogenesis fibroblast growth factor receptor-like 1

113

placental growth factor, vascular endothelial growth factor-related protein

TIMP metallopeptidase inhibitor 3 (Sorsby fundus dystrophy,

pseudoinflammatory)

Sovraespressione precoce e intermedia (MM1, MM2)
Angiogenesis fibroblast growth factor 2 (basic)
“ vascular endothelial growth factor
Bone related genes  T-box 3 (ulnar mammary syndrome)

Development dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

Sovraespressione intermedia (MM2)

Angiogenesis interleukin 8
Cell chemokine (C-C motif) ligand 2
communication

113

intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor
Development T-box 2

113

transducin-like enhancer of split 1 (E(sp1) homolog, Drosophila)

Sovraespressione tardiva (MM3)
Angiogenesis collagen, type XV, alpha 1
Bone related genes  ankylosis, progressive homolog (mouse)

113

cartilage oligomeric matrix protein
“«

SRY (sex determining region Y)-box 9 (campomelic dysplasia, autosomal

sex-reversal)

Cell insulin-like growth factor binding protein 2, 3kDa
communication

Development dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)

“ ephrin-B2

113

sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan (testican) 1

TIMP3

DKK1

FZD8

FGFRL1
PGF
TIMP3

FGF2
VEGFA
TBX3
DKK1

IL8
CCL2

ICAM1
TBX2
TLE1

COLI15A1
ANKH
COMP
SOX9

IGFBP2

DKK3

EFNB2
SPOCK1

7078

22943

8325

53834
5228
7078

2247
7422
6926
22943

3576
6347

3383
6909
7088

1306
56172
1311
6662

3485

27122

1948
6695

* Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene)
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La lista dei geni sovraespressi ¢ inoltre utile per delineare i quadri di espressione genica,

associati ad ogni fase del differenziamento e della mineralizzazione durante

I’espansione ex vivo delle hMSC (Figura 10).
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Figura 10. Quadri molecolari correlati alle diverse fasi dei processi di differenziamento
e mineralizzazione. A, angiogenesis; B, bone related genes; C, cell communication; D,
development;, TGF, transforming growth factor-beta signaling, Wnt, Wnt signaling

pathway.

I 29 geni validati privi di una chiara correlazione con 1’osteogenesi sono stati

raggruppati separatamente (Tabella 8). Nonostante di grande interesse scientifico, non

sono infatti, al momento, utilizzabili per il monitoraggio dell’attivita delle cellule ossee.
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Tabella 8. Lista di geni con funzione non ancora conosciuta nelle cellule ossee

Famiglia

Angiogenesis

Apoptosis

Bone related
genes

Cell
communication

“«

Development

Gene
angiopoietin-like 4

chondroitin sulfate proteoglycan 4
(melanoma-associated)

discs, large homolog 1 (Drosophila)
ras homolog gene family, member B

tumor necrosis factor, alpha-induced protein
8

tuftelin 1
adhesion molecule with Ig-like domain 2

cadherin 13, H-cadherin (heart)

discoidin, CUB and LCCL domain
containing 1

EGF-like repeats and discoidin I-like
domains 3

fasciculation and elongation protein zeta 1
(zygin I)

FAT tumor suppressor homolog 1
(Drosophila)

fibronectin leucine rich transmembrane
protein 2

fibulin 5

integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat
domains)

microfibrillar-associated protein 4
milk fat globule-EGF factor 8 protein
neurofascin homolog (chicken)
neurotrimin

plakophilin 4

pleckstrin homology domain containing,
family C (with FERM domain) member 1

Rho GTPase activating protein 5

sema domain, seven thrombospondin
repeats), (semaphorin) SA

H2.0-like homeobox 1 (Drosophila)
Jumonyji, AT rich interactive domain 2
mab-21-like 2 (C. elegans)

scrapie responsive protein 1

sema domain, immunoglobulin domain (Ig),
short basic domain, secreted, (semaphorin)
3F

Sine oculis homeobox homolog 1
(Drosophila)

Gene
Symbol
ANGPTL4

CSPG4

DLG1
RHOB
TNFAIP8

TUFT1

AMIGO2

CDHI13
DCBLDI1

EDIL3

FEZ1

FAT

FLRT2

FBLNS5
ITGBL1

MFAP4
MFGES
NFASC
HNT
PKP4
PLEKHC1

ARHGAPS
SEMASA

HLX1
JARID2
MAB21L2

SCRG1
SEMA3F

SIX1

* Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene)

GenelD
number*
51129
1464

1739
388
25816

7286

347902

1012
285761

10085

9638

2195

23768

10516
9358

4239
4240
23114
50863
8502
10979

394
9037

3142
3720
10586

11341
6405

6495

Fase

MD3, MM2,
MM3,

MD2, MD3, MD4,
MDS5

MD2, MD4
MD2, MD4, MD5
MM2, MM3

MD2, MD3, MD4,
MDS5

MD2, MD3, MM

MD3, MD4, MD5
MD2, MD4

MD3, MD4, MD5
MD4, MD5, MM2
MD3, MD4, MD5
MD4

MD3, MD4, MD5

MD3, MD4, MD5,
MM3

MD3, MD4, MD5
MD3, MD4, MD5
MD3, MD4, MD5
MD3, MD4, MD5
MD2, MD4

MD4

MD4, MD5, MM2

MD2, MD3, MD4,
MD5, MM2, MM3

MM2
MM2, MM3

MD3, MD4, MD5,
MM2

MD4, MD5
MD3, MD4, MD5

MM2, MM3
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L’attenzione ¢ stata quindi rivolta ai geni bone related che presentassero un FC>5 in

almeno una fase del differenziamento delle hMSC: ¢ stato verificato se tali geni fossero

sovraespressi, regolati negativamente o costantemente espressi nel corso del processo di

mineralizzazione rispetto allo stadio basale MD4 (Figura 11). L’analisi ha messo in luce

che ALPL, COL12A1 e POSTN subivano una riduzione dell’espressione durante la

mineralizzazione, mentre COMP, che risultava progressivamente sovraespresso durante

il differenziamento, mostrava un ulteriore picco di espressione in MM3. CLEC3B,

COL10A1, FBNI1, IBSP, SPARC ¢ TNFSR11B non mostravano alcun cambiamento,

mentre I’espressione di TBX3 aumentava progressivamente in MM1 ed MM2.

Differentiation
Fold change vs MD1 (log,)

/
MD1 MD3 MD4 MD5
== AL PL CLEC3B COL10A1
COL12A1 =f—COMP =fr—FBN1
—&—|BSP —4&—POSTN SPARC
TNFRSF11B =—4=TBX3

Mineralization
Fold change vs MD4 (log,)

T T T
MD4 MMA1 MM2 MM3
——ALPL CLEC3B COL10A1
COL12A1  =—s—COMP —a—FBN1
——IBSP —&—POSTN SPARC
TNFRSF11B —a— TBX3

Figura 11. Geni bone related con FC>5 in almeno una fase del differenziamento.
Modulazione dell’espressione dei geni durante il processo di differenziamento (a
sinistra) e mineralizzazione (a destra). I dati sono espressi come media dei FC

(trasformazione log2).

49



Discussione

Lo scopo del progetto ¢ stato quello di identificare il profilo di espressione genica
caratterizzante il differenziamento delle hMSC durante 1’espansione ex vivo. L’obiettivo
finale ¢ quello di sfruttare 1’analisi molecolare dell’espressione genica per esplorare una
varieta di funzioni delle cellule ossee, che, in diverse circostanze, non possono essere
valutate tramite test morfologici, citochimici e biochimici.

Il profilo di espressione genica correlato alle diverse fasi del differenziamento
osteogenico delle hMSC ¢ stato analizzato tramite la tecnologia microarray. Allo scopo
di confermare la validita dei dati ottenuti nel fornire informazioni sullo stato
differenziativo e funzionale delle cellule, i geni selezionati sono stati sottoposti a
validazione tramite Real Time PCR quantitativa; inoltre 1’acquisizione delle
caratteristiche proprie delle cellule ossee, in seguito all’induzione del differenziamento,
¢ stata confermata tramite la caratterizzazione fenotipica delle colture.

Per minimizzare la variabilita dei risultati che si osserva quando colture primarie
vengono sottoposte ad analisi microarray, I’espressione genica non ¢ stata analizzata a
tempi prestabiliti dello schema sperimentale. L’RNA ¢ stato infatti isolato a tempi
corrispondenti agli eventi principali che caratterizzano la maturazione della cellula
ossea, sulla base della verifica quotidiana dello stato delle colture.

L’attenzione ¢ stata pertanto focalizzata sui cambiamenti trascrizionali che si verificano
nelle cellule mononucleari (hMNC) del midollo osseo, a partire dalla loro adesione alla
superficie di coltura (tissue culture polystyrene, TCPS), sino all’acquisizione dei
marcatori tipici delle hMSC (immunofenotipo, attivita del’ALP, CFU) e sulle
variazioni nell’espressione genica delle hMSC, dalla prima confluenza alla formazione
dei noduli di calcio fosfato. Quest’ultimo evento ¢ stato ritenuto I’elemento chiave che
ha permesso di associare, con certezza, il profilo trascrizionale ottenuto all’effettivo
commissionamento e differenziamento osteogenetico delle colture in analisi. Per tale
motivo soltanto le colture in grado di depositare noduli minerali nella fase finale sono
state incluse nello studio.

Dal momento che le sequenze sovraespresse rappresentavano la maggioranza di tutte le
sequenze differenzialmente modulate, sono stati presi in considerazione soltanto i geni
da esse rappresentati; in particolare, abbiamo prestato particolare attenzione ai geni
appartenenti a pathway o processi biologici che potessero avere un ruolo chiave nella

biologia della cellula ossea. "'+
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I geni coinvolti nei pathway di adesione cellulare sono stati inclusi al fine di analizzare
gli eventi molecolari che regolano le comunicazioni cellula-cellula e cellula-matrice
extracellulare (ECM). 1 pathway delle metalloproteasi forniscono informazioni
sull’attivita delle cellule ossee nel rimodellamento della ECM. I pathway di interazione
citochine-recettori includono appunto tutti 1 geni modulati da tali molecole di
segnalazione. Come ampiamente descritto nell’introduzione (pag 13), 1 geni del
mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling sono attivati da una serie di fattori
di crescita strettamente connessi all’osteogenesi. Il pathway del transforming growth
factor B (TGFP) fornisce informazioni sull’azione di diversi membri della superfamiglia
del TGFp, incluse le BMP. La segnalazione del vascular endothelial growth factor
(VEGF) definisce la connessione tra cellule ossee ed angiogenesi. Il Wnt signaling ¢
stato selezionato in quanto ha un ruolo cruciale nel differenziamento delle cellule ossee.
Infine, 1 pathway cell cycle e apoptosis sono stati analizzati per controllare,
rispettivamente, la capacita proliferativa e la sopravvivenza cellulare.
I processi biologici selezionati sono noti per il ruolo centrale nello sviluppo delle cellule
ossee e sono, secondo la classificazione Gene Ontology, skeletal development,
ossification, bone mineralization, angiogenesis, cell adhesion, ECM remodeling, TGF-f§
signaling e development/morphogenesis.'*!"'*%1%
I pathway ed i1 processi biologici di interesse sono stati accorpati in funzione
dell’affinita biologica in 8 gruppi (o cluster): angiogenesis, apoptosis, bone related
genes, cell communication, cell cycle, development, TGF-f signaling e Wnt signaling.
Per la validazione dei dati microarray ¢ stato analizzato il materiale biologico
proveniente da un paziente gia esaminato tramite tecnologia microarray ed il materiale
di due nuovi individui. Tale approccio ¢ stato intrapreso per superare il limite costituito
dalle differenze interindividuali, massimizzando la rilevazione di geni che avessero una
reale rilevanza biologica e minimizzando la rilevazione di falsi positivi.
Inoltre ¢ stata eseguita una ricerca bibliografica per verificare il ruolo dei geni
selezionati sulla base dell’annotazione GO. La conferma dei risultati dell’analisi
microarray ha rappresentato [’ultima fase della generazione di una lista di geni da
utilizzare per il monitoraggio ordinario del differenziamento delle hMSC coltivate in
Vitro.
Le informazioni presenti nell’archivio (Figura 9) permettono:

- di scegliere un pannello di geni da esaminare quando si ¢ interessati allo studio

di una specifica funzione biologica.
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- di ricavare indicazioni sullo stato differenziativo delle colture cellulari,
analizzando geni espressi specificamente in determinate fasi del processo di
maturazione: alcuni geni sono infatti costantemente sovraespressi, altri vengono
modulati positivamente in piu di una fase ed altri sono sovraespressi
unicamente a tempi specifici.

La maggior parte dei geni selezionati vengono sovraespressi nelle fasi finali del
differenziamento delle hMSC ed appartenengono al gruppo Cell communication. Tale
risultato ¢ piuttosto prevedibile, se si considera che il differenziamento delle hMSC ¢
accompagnato da cambiamenti sostanziali nell’espressione di proteine implicate nella
deposizione e nel rimodellamento della ECM. 142143

I geni appartenenti al gruppo Bone related genes sono prevalentemente
sovraespressi durante le fasi intermedia e tardiva del differenziamento e nella fase
tardiva della mineralizzazione. Tra di essi, ALPL, COL12A1 e POSTN risultano
regolati negativamente durante il processo di mineralizzazione, mentre COMP mostra
un ulteriore picco di espressione nella fase in cui si osserva la formazione di noduli
minerali (MM3). L’espressione di TBX3 subiva un incremento nelle fasi MM1 e MM2.
E importante evidenziare che, ad eccezione di ALPL e nonostante 1’importanza
biologica e la modulazione dei geni menzionati nel corso della maturazione dei
precursori osteogenici, nessuno di essi ¢ ad oggi utilizzato per il monitoraggio e la
caratterizzazione delle cellule ossee.

COLI12A1 codifica per la catena alfa del collagene di tipo XII, che ha la funzione di
modificare le interazioni tra le fibrille di collagene di tipo I e la matrice circostante.'**
POSTN ¢ stato originariamente classificato come fattore osteoblasto-specifico, ma
successivamente la sue espressione, anche ad elevati livelli, ¢ stata dimostrata in molti
altri tessuti, normali e tumorali.'” COMP codifica per una proteina non collagenica
della ECM che gioca un ruolo fondamentale nell’ossificazone encondrale; ¢ infatti
prevalentemente espresso nei condrociti ipertrofici e nell’osso spugnoso che circonda il

14 1 espressione di TBX3 negli osteoblasti ¢ indotta da

tessuto in via di sviluppo.
BMP7, Wnt3a e dall’ormone della crescita, e la mutazione di tale gene nell’'uomo ¢
responsabile della sindrome ulnare-mammaria.'*’

La sovraespressione dei geni coinvolti nell’angiogenesi suggerisce che i precursori
osteogenici possano avere un ruolo nella vascolarizzazione, ed ¢ in linea con il principio

che lo sviluppo di nuovi vasi sanguigni sia un requisito essenziale per una guarigione

ottimale del tessuto osseo.'*™**!1*" ’angiogenesi & regolata da due pathway principali,
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una via VEGF-dipendente ed una angiopoietina-dipendente,'”® entrambe rappresentate
nella lista di geni generata.

I1 gene VEGFA ¢ espresso nelle fasi tardive della mineralizzazione. Inoltre diversi studi
hanno dimostrato che le BMP sono in grado di stimolare I’espressione di VEGFA e dei
loro recettori, mettendo in luce un’intima interazione tra le due famiglie nel promuovere
la formazione di nuovo tessuto osseo."”'

Il gene Angiopoietin-like 4, membro della famiglia genica angiopoietin/angiopoietin-
like, ¢ espresso durante la mineralizzazione, ma il suo ruolo nello sviluppo della cellula
ossea non ¢ ancora stato descritto (Tabella 8). La proteina codificata regola i processi di
apoptosi/sopravvivenza delle cellule endoteliali ed ¢ indotta dal TGFf attraverso il
signaling di Smad."*?

La famiglia del platelet-derived growth factor (PDGF) ¢ un membro pit marginale del
sistema di segnalazione angiogenetico. Come descritto in precedenza, PDGF ha un
ruolo nella biologia degli osteoblasti, induce la migrazione e la proliferazione ed ¢ stato
descritto come un fattore chiave nel metabolismo osseo.'” L’analisi microarray ha
mostrato una sovraespressione di PDGF nella fase MM2.

Alla luce di recenti studi sulle analogie e sull’interazione tra sistema nervoso e
tessuto osseo, ¢ interessante notare che un elevato numero di geni correlati allo sviluppo
del sistema nervoso risulta sovraespresso nelle hMSC; ¢ stato ipotizzato quindi che essi
possano essere coinvolti nella formazione di strutture neuronal-like.

Il Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), membro della famiglia dei nerve growth
factors, ¢ necessario per la sopravvivenza dei neuroni nel cervello. Nei nostri
esperimenti il gene subiva una sovraespressione nelle fasi terminali del
differenziamento. Altri autori hanno descritto un aumento graduale dell’espressione del
gene durante la guarigione di ossa fratturate nei topi, suggerendo che la neurotrofina sia

coinvolta nella regolazione della formazione del’0sso.'**

Inoltre, I’espressione dei geni
coinvolti nello sviluppo del sistema nervoso potrebbe anche essere correlata alla
maturazione degli osteoblasti in osteociti, come mostrato in un recente studio.'*’

I geni appartenenti al signaling del TGF[3 sono scarsamente coinvolti nel processo
di mineralizzazione, da tale osservazione si deduce che TGFp e BMP siano essenziali
per il differenziamento osteoblastico delle hMSC, ma abbiano un effetto trascurabile

sulla funzione di precursori ad uno stadio di maturazione piu avanzato.
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Come ulteriore conferma, mentre i geni correlati all’attivazione del BMP signaling
(SMAD1, SMAD4, RUNX2, SERPINEI, FST e THBSI) risultano sovraespressi
durante il differenziamento, nelle fasi finali della mineralizzazione si assiste alla
sovraespressione di fattori che inibiscono il TGFP signaling, come INHBA e
SMAD7."*%!% Per di piti, Gremlin 1, gene codificante per un antagonista delle BMP, ha
presentato il FC piu elevato rilevato nella nostra analisi.”’ Nella fase finale del
differenziamento la sua espressione era infatti 132 volte maggiore rispetto alle cellule
non indotte selezionate per aderenza (MD1).

Tre geni appartenenti al Wnt signaling pathway, WNT5b, FZD6 e FZDS,
risultavano modulati in diverse fasi della maturazione delle hMSC, a conferma del
coinvolgimento di tale via di segnalazione nel processo di differenziamento.

WNTS5b era sovraespresso durante 1’intero processo di differenziamento. La proteina da
esso codificata ¢ espressa nel pericondrio e dai condrociti pre-ipertrofici e sembra avere
un ruolo determinante nell’ossificazione encondrale; alcuni autori hanno inoltre
identificato WNT5b negli osteoblasti.”®!**!% T recettori Frizzled FZD6 e FZD8
caratterizzano diverse fasi e diversi processi delle colture di hMSC: I’espressione di
FZD6 aumenta progressivamente durante il differenziamento, mentre FZD8 ¢ modulato
positivamente nel corso della mineralizzazione. I dati in letteratura confermano la
sovraespressione di FZD6 nelle hMSC nel corso dell’osteogenesi,'®' mentre non sono
ancora presenti in letteratura dati relativi all’espressione di FZD8.

L’analisi condotta nel corso di questo studio ha messo in luce un risultato interessante
che pone le basi per nuovi progetti futuri: il ruolo di 29 geni significativamente
implicati nel differenziamento delle colture analizzate non ¢ ad oggi conosciuto. La
ricerca bibliografica, infatti, non ha fornito alcuna informazione relativa alla funzione
e/o espressione di tali geni nelle cellule ossee ed inoltre essi non sono rappresentati in
alcun pathway correlato al differenziamento osteogenico. L’espressione dei nuovi
candidati ¢ stata ampiamente confermata, la validazione tramite qRT-PCR ne ha infatti
rilevato la sovraespressione in campioni diversi da quelli sottoposti ad analisi
microarray. Pertanto, uno studio piu dettagliato, assieme ad un’analisi funzionale di tali
geni, darebbe un importante contributo alla comprensione dei meccanismi molecolari
che regolano il processo di osteogenesi.

Un esempio interessante ¢ rappresentato dal gene tuftelin I (TUFT1), costantemente
espresso durante il differenziamento osteogenetico delle colture analizzate. Il database

Gene Ontology attribuisce al gene un ruolo nella mineralizzazione, sebbene il
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coinvolgimento di TUFT1 sia stato descritto soltanto nell’odontogenesi, in particolare
nella mineralizzazione dello smalto dentale. Inoltre dati recenti mostrano che TUFT1 ¢
espresso in diversi tessuti molli non mineralizzati, a conferma della molteplicita dei
ruoli, solo parzialmente noti, della proteina.'® Anche altri geni, correlati alla
morfogenesi del dente ed appartenenti alla famiglia delle semaforine, i.e. SEMA3AF,

sono differenzialmente espressi durante il differenziamento delle hAMSC.'®

Conclusioni

In questo studio sono state utilizzate hMSC isolate dal canale femorale ed indotte al
differenziamento e alla mineralizzazione con I’impiego di modulatori chimici. Pertanto,
1 risultati dello studio non sono sufficienti a spiegare i meccanismi molecolari che si
innescano durante il differenziamento in vivo. Nonostante cio, le hMSC isolate dal
midollo osseo ed i metodi descritti sono largamente utilizzati a fini di ricerca.

Lo studio dettagliato dell’evoluzione temporale del profilo di espressione genica ha
permesso di definire quali geni sono modulati durante le fasi precoci, intermedie e
tardive della maturazione delle hMSC. I risultati ottenuti permettono di monitorare nel
tempo il differenziamento cellulare in vitro ed analizzare un ampio spettro di funzioni.
Tali opportunita risultano estremamente utili:

— quando le hMSC sono coltivate su scaffold tridimensionali, che limitano le
possibilita di eseguire saggi morfologici, biochimici e citochimici, ed in
particolare quando lo scaffold ¢ concepito per il rilascio controllato di fattori di
crescita che favoriscono la rigenerazione ossea;

— quando si ¢ interessati allo studio del comportamento cellulare in condizioni
fisiologiche o in presenza di malattie che coinvolgono il tessuto osseo.

Nei prossimi capitoli sono riportati due progetti indipendenti in cui questo studio ha
trovato applicazione: [D’analisi di biomateriali per applicazioni protesiche,
opportunamente modificati per favorire il differenziamento cellulare e la rigenerazione
del tessuto osseo e la valutazione del potenziale osteogenetico di hMSC di pazienti
affetti da pseudoartrosi congenita della tibia. Tali studi hanno dimostrato la validita e
I’utilita della lista di geni elaborata nell’individuare lo stato differenziativo cellulare, in
quanto esiste una correlazione tra I’espressione dei geni selezionati e le caratteristiche

fenotipiche rilevate.
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Analisi dell’espressione genica di hMSC coltivate su

biomateriali per applicazioni protesiche

Obiettivo dello studio

L’analisi dell’espressione genica rappresenta uno strumento utile per monitorare le
colture di hMSC e riconoscerne lo stadio differenziativo. Tale opportunitd puo essere
ampiamente sfruttata nell’ambito dell’ingegneria tissutale, quando 1 precursori
osteogenici vengono manipolati ed espansi su scaffold concepiti per applicazioni
protesiche. Esistono infatti diverse limitazioni alla caratterizzazione cellulare su
supporti 3D, poiché le analisi morfologiche, citochimiche e biochimiche generalmente
effettuate non possono essere eseguite o possono fornire risultati non attendibili.

Gli scaffold per I’ingegneria tissutale dell’osso sono strutture concepite per favorire
inizialmente 1’attacco, 1’adesione e la distensione cellulare, ed in seguito la deposizione
di nuovo tessuto osseo, che possa, nel tempo, rimpiazzare 1’impianto artificiale.
Sebbene il fine ultimo nella progettazione dei biomateriali per gli impianti ortopedici
fosse, inizialmente, la caratterizzazione di materiali biologicamente inerti, che non
stimolassero la risposta immunitaria dell’ospite, negli ultimi venti anni 1’interesse si ¢
spostato dal materiale bioinerte al materiale bioattivo. Un materiale bioattivo ideale
come sostituto osseo, deve essere in grado di richiamare gli elementi osteogenici
(osteoinduttivita) e sostenere la rigenerazione del tessuto (osteoconduttivita).'**

La bioattivita ¢ una proprietd conferita da modifiche strutturali che attivano gli
osteoprogenitori, inducendo 1’espressione di specifici geni, e promuovono la crescita del
tessuto adiacente all’impianto e la formazione di un forte legame tra impianto e tessuto
stesso (osteointegrazione).

Tra i diversi polimeri utilizzati per I’ingegneria ossea, 1’acido polilattico (PLLA) risulta
facilmente modellabile, ¢ soggetto a degradazione controllata e possiede buone
caratteristiche di biocompatibilita.'® L’utilizzo di micro- e nano-paricelle o fibre
migliora le caratteristiche meccaniche del polimero e trattamenti che rendono la
superficie biomimetica promuovono ’adesione cellulare.

Nel capitolo precedente ¢ stato descritto il metodo applicato per I’elaborazione di un

numero consistente di dati di espressione genica, generati tramite analisi microarray. Lo
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studio ha portato alla generazione di un archivio contenente tutte le informazioni
relative a 213 geni coinvolti nel differenziamento osteoblastico; tale strumento ¢ stato
concepito per selezionare un sottogruppo di geni da analizzare quando si ¢ interessati ad
un aspetto funzionale specifico della cellula ossea.

La lista di geni utili per il monitoraggio delle hMSC in vitro (pag 43), ottenuta
selezionando 1 geni di interesse contenuti nel database, descrive i quadri molecolari
correlati al differenziamento, quali attivazione o repressione di pathway osteogenici e
non osteogenici, rimodellamento dell’architettura cellulare, adesione, comunicazione
cellulare ed assemblaggio della ECM. L’analisi dell’espressione genica ¢ uno strumento
molto utile per la caratterizzazione dello stadio differenziativo su supporti 3D anche
perche limitate quantitd di cellule sono sufficienti per studiare un ampio spettro di
funzioni e proprieta cellulari.

Nel presente capitolo ¢ descritta 1’analisi dell’espressione genica di hMSC coltivate su
nanocompositi tridimensionali basati su acido polilattico (PLLA) e carbonanotubi'® con
o senza particelle idrossiapatite. E stato inoltre valutato il ruolo della BMP2'®" ¢ del

5168

‘plasma treatment nel promuovere la proliferazione ed il differenziamento delle

cellule sui compositi.

Materiale e metodo

Scaffold tridimensionali (3D)

Gli scaffold 3D utilizzati sono compositi costituiti da una matrice porosa di PLLA
all’8% e Single Walled Carbon Nanotubes all’1% (CNT), addizionati o meno con
microidrossiapatite (HA) all’1%. Ad una parte degli scaffold generati contenti HA, ¢
stata aggiunta BMP2 (100 ng/scaffold), ed alcuni sono stati sottoposti a ‘plasma
treatment’ (plasma enhanced oxygen vapours deposition).'®”
I compositi 3D utilizzati sono elencati di seguito:
PLLA+CNT

PLLA+CNT+ idrossiapatite = PLLA+CNT+HA
PLLA+CNT+HA+BMP2

PLLA+CNT+HA+ ’plasma treatment’ = PLLA+CNT+HA+PT
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Colture cellulari

I campioni di midollo osseo utilizzati nel presente lavoro provengono da tre pazienti:
due uvomini (46 e 49 anni), gia analizzati nel precedente studio tramite tecnologia
microarray (pag. 29), ed una donna (75 anni). I prelievi di midollo sono stati manipolati
allo scopo di ottenere colture primarie di hMSC come descritto in precedenza (pag. 29);
le cellule mononucleate (hMNC) sono state isolate e congelate fino al momento
dell’utilizzo.

Quattro giorni dopo lo scongelamento e la semina, le cellule aderenti (hMSC) sono state
sottoposte a digestione con tripsina e seminate sui diversi scaffold o su TCPS (Tissue
Culture Plastic Surface), in terreno differenziante (desametasone 10™® M), e mantenute
in coltura per 14 giorni.

Per analizzare la capacita delle hMSC di deporre noduli minerali, le cellule alla seconda
confluenza sono state sottoposte a digestione con tripsina, seminate su supporti di PLLA

e coltivate per 7 giorni in terreno mineralizzante contenente -glicerofosfato.

Estrazione dell’RNA

Al fine di monitorare nel tempo [’espressione genica delle hMSC seminate sui
nanocompositi, sono stati scelti 1 seguenti tempi:

- TO, espressione genica basale delle h(MSC aderenti alla superficie di TCPS;

- il quattordicesimo giorno dall’utilizzo del terreno differenziante;

- il settimo giorno dall’utilizzo del terreno mineralizzante (pag. 29).
L°RNA totale ¢ stato isolato a ciascun tempo sperimentale con RNeasy micro- o mini-
kit (Qiagen) secondo le istruzioni fornite dal produttore e conservato a —80°. Prima
dell’eluizione ¢ stato effettuato un trattamento con DNasi (Qiagen). L’integrita
del’RNA ¢ stata accertata tramite corsa elettroforetica su gel di agarosio; la
concentrazione e la purezza sono state determinate spettrofotometricamente (NanoDrop
ND-1000).
La retrotrascrizione ¢ stata eseguita utilizzando 1’enzima MuLV Reverse Transcriptase
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ed i reagenti contenuti nel ‘Advantage for
RT-PCR Kit’ (Clontech, Palo Alto, CA). I cDNA sono stati conservati a —80°C fino al

momento dell’uso.
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Real Time PCR

La reazione Real time PCR ¢ stata eseguita utilizzando lo strumento Light Cycler
ed il sistema Universal ProbeLibrary (Roche Applied Science, Monza, Italy).'”® Nello
schema di rilevazione, una sonda ‘dual labeled’ e sequenza-specifica lega il DNA tra i
siti di legame dei primer e genera il segnale solo quando viene prodotto I’amplicone
corretto. Nonostante 'utilizzo di sonde sequenza-specifiche, il metodo presenta una
buona flessibilita e permette di quantificare il 99% dell’intero trascrittoma. Ciascuna
sonda (8-9 nucleotidi) ¢ infatti capace di riconoscere circa 7000 trascritti, la specifita
nella rilevazione del messaggero di interesse ¢ garantita dalla scelta dei primer ed ¢
pertanto funzione di tre diversi elementi (coppia di primer e sonda).

Le sonde contengono il fluoroforo reporter FAM all’estremita 5° ed un quencher
all’estremita 3 e sono costitutite da locked nucleic acids (LNA), che garantiscono una
maggiore sensibilita e specificita di legame. Il quencer sopprime il segnale fluorescente
quando la sonda ¢ intatta. Quando la Taq polimerasi, dotata di attivita 5°—3’
esonucleasica, idrolizza la sonda ibridata alla sequenza target, il reporter subisce
I’‘unquencing’ e si verifica I’emissione di fluorescenza.

Per il design del saggio ottimale ¢ stato utilizzato il software ProbeFinder
(http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html), che ha la funzione
di: a) individuare le giunzioni esone-esone, in modo da evitare che le quantificazioni
vengano alterate dalla presenza di contaminazioni da DNA genomico; b) selezionare la
sonda ed 1 primer adeguati; c) effettuare una PCR in silico; d) classificare 1 saggi
disponibili in funzione della loro qualita.

I1 cDNA ¢ stato amplificato in un volume finale di 20 pl, contenenti 4 pl di Master Mix
(LightCycler Tagman Master; Roche Applied Science) e concentrazioni variabili di
sonda e primer. Prodotti di amplificazione ottenuti utilizzando i1 primer selezionati in
PCR convenzionale (DNA thermal cycler, GeneAmp 9600, Perkin Elmer, Norwalk,
CT) sono stati caricati su gel di agarosio e sottoposti a separazione elettroforetica; le
bande corrispondenti all’amplicone specifico sono state purificate tramite QIAEX I1 Gel
extraction kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) e quantificate spettrofotometricamente
per creare delle curve standard. Le curve sono state costruite secondo un modello di
regressione lineare in cui la variabile indipendente ¢ la concentrazione nota di standard
(range di diluizioni logjo) e la variabile dipendente ¢ il valore corrispondente del ciclo
soglia. In caso di assenza del ciclo soglia, la concentrazione del templato ¢ stata

considerata uguale a zero. Quando il valore soglia era superiore a 41 (su 45 cicli totali di
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amplificazione), la concentrazione di cDNA ¢ stata considerata arbitrariamente un’unita
logaritmica inferiore alla piu elevata diluizione nella curva standard (detection limit).

I detection limit dei geni calcolati su 1 pg di cDNA sono indicati in tabella 9.

Il gene housekeeping GAPDH ¢ wusato come controllo dell’efficacia della
retrotrascrizione e come riferimento di normalizzazione per la quantificazione relativa
del gene di interesse. Pertanto, il dato di quantificazione relativa ¢ espresso come ratio

tra la concentrazione del gene di interesse e concentrazione di GAPDH.

Tabella 9. Geni analizzati tramite qRT-PCR e defection limit del saggio.

Gene Gene Detection
Symbol Limit
Smad4 Mothers against decapentaplegic homolog 4 6.3¢' ug
Runx2 Runt-related transcription factor 2 27¢' ug
Osx Osterix 27¢' ng
THBSI Thrombospondin 1 1.5¢" g
ALPL Alkaline phosphatase liver/bone/kidney 21¢' ug
IBSP Bone sialoprotein 27e¢" g
COMP Cartilage oligomeric matrix protein 42¢" g
POSTN Periostin 24¢ g
SPARC Osteonectin 56e¢" ug
CLEC3B Tetranectin 57¢" g
BGLAP Bone gamma-carboxyglutamate protein (Osteocalcin) 4¢' g
COL1lal Type 1 collagen, alpha 1 chain 37¢" ug
COLI12al Type 12 collagen, alpha 1 chain 56e¢" g
TNFRSF11B | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b 38¢' g
(osteoprotegerin)
FZDS8 frizzled homolog 8 43¢ g
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Analisi dei dati

A causa del numero ridotto dei campioni testati, I’analisi statistica non permette di trarre
conclusioni decisive sugli effetti degli scaffold. Al fine di quantificare oggettivamente 1
risultati ottenuti, ¢ stato utilizzato un sistema di valutazione che prevede I’assegnazione
di un punteggio (score) ai nanocompositi sulla base delle differenze riscontrate rispetto
al controllo (TCPS). Il TCPS rappresenta infatti la condizione standard di coltura, nella
quale la capacita delle cellule di generare nuovo osso pud essere confermata
dall’osservazione dei noduli minerali deposti.

Alle differenze tra i rapporti ‘gene di interesse/GAPDH’ sono stati attribuiti specifici

punteggi secondo i seguenti criteri:

3 = In (scaffold - TCPS) > 1.1

2 = In (scaffold - TCPS)>09e<1.1

1 = In (scaffold - TCPS)>0.1e<0.9
0 = In (scaffold - TCPS) <0.1 e>-0.1
-1 = In (scaffold - TCPS) <- 0.1 e>-0.9
-2 = In (scaffold - TCPS) <-0.9 e >-1.1
-3 = In (scaffold - TCPS) <-1.1

I calcoli effettuati tramite il software ‘Microsoft® Excel 2002’ hanno permesso di
generare una tabella ‘pivot’ contenente i valori medi del punteggio di ciascun gene
(valore medio dei 3 esperimenti con diverse colture), e la somma totale dei punteggi di
ciascun materiale durante il differenziamento e la mineralizzazione (somma dei

punteggi ottenuti nei singoli esperimenti).

Risultati e discussione

Analisi di espressione genica delle hMSC coltivate su nanocompositi

I1 basso numero di cellule ricavate dai nanocompositi non ha permesso di analizzare
tramite qRT-PCR tutti 1 geni selezionati. Per tale ragione, sono stati quantificati soltanto

15 trascritti (Tabella 9), le cui caratteristiche sono state descritte nel capitolo precedente.
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Geni correlati al TGEJ3 signaling

I geni appartenenti al TGFRB signaling sono stati analizzati soltanto durante le fasi del
differenziamento, in quanto la loro sovraespressione ¢ attesa negli stati precoci della
maturazione delle h(MSC (Figura 12). I livelli di espressione di Smad4 erano simili nelle
cellule coltivate sui compositi e su TCPS, ma in alcuni campioni esposti a
PLLA+CNT+HA+PT essi erano significativamente maggiori. L’espressione di Runx2
non mostrava differenze nel confronto tra cellule coltivate su TCPS e PLLA+CNT+HA,
mentre diminuiva rispetto al controllo quando le cellule erano seminate sugli altri
scaffold. L’espressione di Osx era fortemente influenzata dalla presenza di BMP,
sebbene sia stata riscontrata un’elevata variabilita tra colture provenienti da individui
diversi. I livelli di espressione di THBS1, regolatore negativo del TGFS signaling, non
erano influenzati dai diversi compositi, sebbene fosse evidente una riduzione del livello
dei trascritti in presenza di BMP. La ridotta espressione dell’antagonista del TGFS

signaling potrebbe essere interpretata come un segnale osteogenico.
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Figura 12. Espressione dei geni appartenenti al TGFB signaling durante il
differenziamento di hMSC su compositi basati su PLLA.
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Geni bone related

Nelle prime 2 settimane 1’espressione di ALPL era simile in colture seminate su TCPS e
PLLA+CNT+HA, mentre sugli altri compositi ¢ stata rilevata una riduzione variabile
dei trascritti, piu evidente in campioni coltivati su PLLA+CNT. Durante la
mineralizzazione, tutti gli scaffold influivano negativamente sull’espressione di ALPL
rispetto al TCPS (Figura 13a).

I nanocompositi alteravano I’espressione delle proteine non collageniche (Figura 13b, c,
d, e, f, g) durante il processo di differenziamento. Rispetto al TCPS, gli scaffold
favorivano I’espressione di BGLAP e COMP, mentre inibivano 1’espressione di IBSP;
SPARC, CLEC3B e POSTN non variavano in maniera significativa. Durante la fase di
mineralizzazione, gli effetti dei materiali sulle h(MSC erano piu facilmente interpretabili.
In generale, la presenza di HA aumentava le proprieta pro-osteogenetiche del composito
PLLA+CNT, anche se I’espressione delle proteine non collageniche in presenza di
PLLA+CNT+HA+BMP era simile a quella delle cellule coltivate su TCPS.
L’espressione di COL1A1 e COL12A1 (Figura 13h, 1) diminuiva nelle hMSC coltivate
sui nanocompositi sia durante il differenziamento che durante la mineralizzazione, ma
I’effetto negativo era meno evidente in presenza di BMP.

Infine, ¢ stato osservato un lieve aumento dei livelli di TNFRS11B (osteoprotegerina)
nelle cellule seminate sugli scaffold dopo 14 giorni di coltura, mentre si assisteva ad un
decremento durante la fase di mineralizzazione, specialmente in presenza di BMP. In
condizioni fisiologiche, TNFRS11B aumenta durante il differenziamento osteoblastico,
promuovendo I’azione inibitoria degli osteoblasti maturi sull’osteoclastogenesi.'”’ Al
contrario, durante la mineralizzazione ha inizio il processo inverso, in cui TNFRS11B

diminuisce in favore del riassorbimento osseo.
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Differenziamento (14giorni)
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Differenziamento (14giorni) Mineralizzazione (7 giorni)
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Differenziamento (14giorni) Mineralizzazione (7 giorni)
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Figura 13. Espressione dei geni bone related.

Geni correlati al Wnt signaling
Il pathway canonico di Wnt regola le interazioni cellula-cellula durante I’embriogenesi
e ha un ruolo critico nello sviluppo scheletrico e nell’osteogenesi. Esso promuove infatti
il differenziamento osteoblastico delle hMSC e ne inibisce il differenziamento in senso
condrocitico ed adipocitico.'”” La segnalazione ¢& trasdotta attraverso recettori
transmembrana codificati dai geni Frizzled (FZD). Nel capitolo precedente ¢ stato
descritto come FZD8 fosse sovraespresso selettivamente nella fase di mineralizzazione,
pertanto il gene ¢ stato testato soltanto su cellule esposte ad agenti mineralizzanti. La
sovraespressione di FZDS8 ¢ stata confermata (Figura 14), e 1 diversi scaffold utilizzati

non determinano cambiamenti nell’espressione genica.
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Figura 14. Espressione di FZD8 su hMSC indotte alla mineralizzazione.

Analisi della performance dei nanocompositi

Il valore medio del punteggio di ciascun gene, la somma totale dei valori medi ed 1
punteggi ottenuti durante il differenziamento e la mineralizzazione sono mostrati nella
tabella 10.

Lo scaffold PLLA+CNT+HA+BMP presentava il punteggio totale migliore, seguito da
PLLA+CNT+HA e PLLA+CNT+HA+PT, con valori simili, ed infine da PLLA+CNT.
Sebbene non siano state osservate differenze rilevanti dopo 14 giorni di coltura, la
condizione PLLA+CNT+HA+BMP in mineralizzazione mostrava il punteggio totale
maggiore.

Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti quando lo ‘score di differenziamento’ e lo
‘score di mineralizzazione’ sono stati calcolati sommando i valori ottenuti nei singoli
esperimenti con ciascun campione di hMSC (Figura 15). Lo scaffold
PLLA+CNT+HA+BMP presentava in mineralizzazione un punteggio totale
significativamente maggiore rispetto a PLLA+CNT e PLLA+CNT+HA (Wilcoxon test,
p= 0.005 e p= 0.017, rispettivamente), mentre non sono state riscontrate differenze

significative rispetto a PLLA+CNT+HA+PT (p=0.17).
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Tabella 10. Punteggio ottenuto per ciascun gene nei processi di differenziamento e

mineralizzazione. Valore medio di 3 esperimenti con diverse colture di hMSC.
Process Gene PLLA+CNT PLLA+CNT+HA PLLA+CNT+HA+BMP PLLA+CNT+HA+PT

Differentiation
ALP -2,00 0,00 -1,33 -1,33
BGLAP 0,67 0,33 1,33 1,00
CLEC3B 0,33 -0,33 -0,33 -0,33
COLI12A1 -0,33 -0,33 0,33 -0,67
COL1Al 0,33 0,33 -0,33 0,33
COMP 1,33 0,33 0,00 -0,33
IBSP -0,33 -0,33 0,00 -0,67
Osx -2,00 -0,67 -0,33 -2,00
POSTN 0,33 0,33 0,33 0,00
RUNX2 -2,67 0,33 0,67 -0,67
Smad4 0,00 0,33 0,33 1,00
SPARC 0,00 -0,33 -0,33 -0,33
THSI 0,33 0,33 0,33 0,33
TNFRS11B 0,33 0,33 -0,33 1,00
Differentiation Score -3,67 0,67 0,33 -2,67
Mineralization
ALP -1,67 -0,67 -1,67 -1,00
BGLAP -0,33 -0,33 0,67 -0,33
CLEC3B -1,00 -1,33 -1,67 -0,67
COLI12A1 -1,00 -1,00 -0,33 -1,00
COL1Al -1,67 -1,33 -1,00 -1,33
COMP -2,00 -1,67 -0,33 -2,00
FZD8 0,33 -0,67 -0,33 -0,33
IBSP -2,00 -2,00 -0,33 -1,67
POSTN -0,33 -0,67 1,00 -1,00
SPARC -1,33 -1,00 -0,33 -1,00
TNFRS11B -0,33 -1,00 -1,00 1,00
Mineralization Score -11,33 -11,67 -5,33 -9,33
Total score -15,00 -11,00 -5,00 -12,00
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Figura 15. Somma totale dei punteggi di ciascun materiale durante il differenziamento
e la mineralizzazione (somma dei punteggi ottenuti nei singoli esperimenti).

Conclusioni

Nello studio descritto ¢ stata valutata I’espressione dei geni coinvolti nell’osteogenesi in
hMSC coltivate su scaffold concepiti per applicazioni protesiche.

La presenza di HA migliora le proprieta dei compositi PLLA+CNT, sebbene, in termini
di capacita di formazione ossea in vitro, la presenza della BMP2 fornisca 1 risultati piu
incoraggianti, in quanto favorisce la deposizione di matrice extracellulare e promuove il
processo di mineralizzazione.

Attraverso 1’analisi dell’espressione genica ¢ stato possibile ottenere informazioni
rilevanti circa le proprieta osteoinduttive di questi scaffold, superando i1 limiti che

potevano emergere applicando metodi di screening piu convenzionali.
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Valutazione del potenziale osteogenetico di hMSC in pazienti

affetti da pseudoartrosi congenita della tibia'”

Introduzione

La pseudoartrosi congenita della tibia (CPT) ¢ una malattia rara, caratterizzata da
fratture spontanee che consolidano con difficolta o non consolidano affatto. I
trattamenti chirurgici sono mirati ad ottenere e mantenere 1’unione ossea,
minimizzandone la deformazione, ed includono la fissazione con mezzi di sintesi
endomidollari, 1’uso di innesti ossei o, piu recentemente, la somministrazione locale di
fattori pro-osteogenetici, come BMP.'™

Nonostante cid, questi trattamenti non sono sufficienti a guarire la lesione e a causa di
ripetute recidive si rende necessaria I’amputazione della zona interessata.

I sintomi della CPT sono evidenti gia nei primi anni di vita e, in piu del 50% dei casi, la
malattia si associa alla neurofibromatosi di tipo 1 (NF1), uno dei disordini ereditari piu
comuni. Nell’infanzia, la neurofibromatosi si manifesta con diverse anomalie dello
sviluppo osseo e circa il 5% dei bambini affetti presenta fratture delle ossa lunghe e
conseguente CPT.'”>'7® Attualmente sono in fase di sviluppo nuove strategie di terapia
cellulare basate sull’utilizzo delle hMSC,'”’ che rappresentano una risorsa accessibile di
precursori osteogenici € sembrano avere un ruolo determinante nella riparazione e
rigenerazione ossea. Sebbene le hMSC possano essere ottenute dal midollo osseo della
cresta iliaca di ogni paziente, e tale approccio sia gia utilizzato come adiuvante nei

178179 41 loro utilizzo in pazienti affetti da CPT ¢ stato riportato in casi

trapianti ossei,
isolati.'®*'®"1%2 Recentemente Leskeld et al.'™ hanno caratterizzato colture di hMSC
derivate dalla cresta iliaca e dal sito della lesione di tre pazienti affetti da CPT associata
a NF1. II loro studio ha mostrato che il potenziale osteogenetico delle hMSC della
cresta iliaca era maggiore rispetto a quello della lesione, suggerendo che il trapianto
autologo di tali cellule potrebbe essere un mezzo efficace per il trattamento di CPT
refrattarie. Nonostante cid, ¢ molto importante verificare 1’effetto del microambiente sul
potenziale osteogenetico delle cellule trapiantate, poiché esso potrebbe influenzare

I’impianto ed il differenziamento cellulare, limitando 1’utilita della strategia. In tale

contesto si inserisce lo studio descritto in questo capitolo, nel quale ci si ¢ proposti di
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stabilire le basi biologiche per I'utilizzo delle hMSC del midollo osseo nel trattamento
della CPT.

La ricerca ¢ stata impostata tenendo in considerazione che la guarigione del tessuto
osseo dipende principalmente dal potenziale osteogenetico delle cellule residenti,
sebbene diversi fattori possano avere un ruolo determinante nel ripristinare la normale
struttura ossea. Sono state analizzate hMSC ottenute da aspirati midollari di pazienti
affetti da CPT, associata o meno a NF1, e di individui che non presentavano la malattia.
Le caratteristiche biochimiche, funzionali e molecolari delle colture, nelle fasi precoci e

. . . 128,184
tardive del differenziamento, *>'®

sono state esaminate al fine di comprendere se il sito
di origine (lesione o cresta iliaca) e la presenza di NF1 potessero influenzare le proprieta
osteogenetiche delle hMSC. Inoltre, si ¢ valutato se il differenziamento osteoblastico
delle hMSC trapiantate fosse condizionato dall’utilizzo del siero autologo o dal

microambiente circostante.

Pazienti e metodo

Pazienti

Lo studio ¢ stato approvato dal comitato etico dell’Istituto Ortopedico Rizzoli, ed i
genitori dei 17 pazienti arruolati hanno autorizzato 1’utilizzo del materiale biologico per
fini di ricerca.

Sono stati reclutati 13 pazienti affetti da CPT, di cui 7 presentavano anche NF1
(CPT_NF1+; 6 maschi ed 1 femmina, eta 7 mesi-18 anni), mentre 6 non manifestavano
NF1 (CPT_NFI1—; 4 maschi e 2 femmine, eta 2,5-18 anni). La diagnosi di CPT ¢ stata
stabilita su basi cliniche e radiografiche. In tutti i pazienti la malattia si era instaurata in
seguito a frattura.'”*

La diagnosi di NF1 ¢ stata effettuata sulla base dei criteri della ‘Health Consensus
Development Conference on Neurofibromatosis®.'®

Nove pazienti (SNF1+, 4 NF1-) erano stati sottoposti ad un precedente intervento
chirurgico finalizzato ad ottenere il consolidamento definitivo, 4 pazienti (2 NF1+, 2
NF1-) avevano subito due operazioni.

L’analisi istologica delle lesioni ha evidenziato la presenza di tessuto fibrosclerotico in

7 pazienti (5 NF1+, 3 NF1-) e di aree atrofiche in 6 pazienti (2 NF1+, 4 NF1-).
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Il gruppo di controllo comprendeva bambini sottoposti a chirurgia elettiva per displasia
congenita dell’anca in assenza di malattie coesistenti (No CPT; 4 pazienti, 3 maschi ed

una femmina, eta 3,3-10 anni).

Colture cellulari

Colture di hMSC

Gli aspirati midollari sono stati ottenuti dalla porzione della tibia adiacente al sito della
lesione (P) e dalla cresta iliaca (IC). Inoltre ¢ stato effettuato un prelievo di sangue
venoso periferico (7 ml) su ciascun paziente, per ricavare il siero autologo (AUT)
utilizzato per le colture cellulari.

Il midollo ¢ stato processato come descritto in precedenza (pag. 29). Un’aliquota di
hMNC ¢ stata conservata in azoto liquido per poi essere utilizzata negli esperimenti di
co-coltura. Le hMNC sono state mantenute in a-MEM (Sigma Aldrich) addizionato di
FCS o siero autologo al 10%, penicillina 100 U/mL, streptomicina 0,1 mg/mL e acido
ascorbico 2-fosfato 100 mM (Sigma Aldrich). Dopo quattro giorni ¢ stato aggiunto
terreno differenziante (pag. 29) alle colture di hMSC, e i successivi cambi di terreno
sono stati effettuati 2 volte a settimana sino alla prima confluenza (T1). La citometria a
flusso ha confermato che le cellule confluenti analizzate presentavano il fenotipo
proprio delle h(MSC (pag. 30)."® Dopo la seconda confluenza (M1) & stato aggiunto alla
coltura il terreno mineralizzante (pag. 29) e la presenza di noduli minerali ¢ stata

valutata dopo 14 giorni (M2).

Colture di osteoblasti (OB)

I frammenti ossei sono stati prelevati dal tessuto adiacente al sito dell’intervento nei
pazienti e nel gruppo controllo. I tessuti molli sono stati rimossi utilizzando uno
scalpello sterile e 1’0sso trabecolare ¢ stato frammentato e lavato diverse volte con PBS.
I frammenti sono stati posti in fiasche contenenti D-MEM (Sigma Aldrich) addizionato
di FCS al 10%, L-glutammina 2 mM, penicillina 100 U/mL e streptomicina 0,1 mg/mL.
Le fiasche sono state mantenute in incubatore (atmosfera umidificata, 37°C, 5% CO,)
ed il terreno ¢ stato cambiato due volte alla settimana a partire dal quarto giorno dopo la
semina.

Gli osteoblasti (OB) diffondevano dai frammenti alla superficie di TCPS dopo 7-10

giorni e raggiungevano la confluenza in 3-4 settimane. Il fenotipo osteoblastico ¢ stato
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confermato dall’osservazione dei noduli minerali in seguito all’aggiunta del terreno
mineralizzante.
Alla prima confluenza il sovranatante ¢ stato rimosso dalle fiasche e conservato a —20°C

fino all’esecuzione degli esperimenti di co-coltura.

Co-colture

Le MNC della cresta iliaca sono state scongelate, lavate con PBS e seminate alla densita
di 250.000/cm’ utilizzando terreno differenziante. Allo scopo di analizzare I’attivita
paracrina degli OB sulle hMSC della cresta iliaca (IC-MSC), dopo 4 giorni di coltura
(TO) il terreno ¢ stato sostituito con il conditioned medium (OB-CM), contente un
volume pari al 50% del sovranatante degli OB autologhi (ossia costituito da terreno
differenziante e sovranatante degli OB autologhi in proporzione 1:1).

Sono state utilizzate due colture di controllo:

1. DM100%: IC-MSC mantenute in terreno differenziante (DM) per controllare il
potenziale osteogenico delle cellule in seguito allo scongelamento.

2. DM50%: IC-MSC mantenute in un medium costituito per il 50% da terreno D-
MEM invecchiato, ossia posto in incubatore per 72 ore e conservato a —20°C
fino al momento dell’uso. Tale condizione ¢ utile per il controllo dell’effetto del
terreno parzialmente esausto derivante dalle colture di OB.

Il terreno (OB-CM, DM100%, DM50%) ¢ stato cambiato due volte alla settimana, al
raggiungimento della seconda confluenza ¢ stato aggiunto B-glicerofosfato 10mM per

indurre la formazione di noduli minerali.

Caratterizzazione delle proprieta osteogeniche delle cellule

La proliferazione e la vitalita cellulare sono state valutate alla prima confluenza
(T1) tramite AlamarBlue test (pag. 30).

L’abilita clonogenica dei precursori osteogenici ¢ stata analizzata tramite il test
delle CFU in seguito a colorazione con cristal violetto (0,25% in metanolo 20% per 10
min a temperatura amibiente) e 1’analisi citochimica della fosfatasi alcalina ¢ stata
effettuata direttamente sui pozzetti delle CFU utilizzando il kit commerciale menzionato
in precedenza (pag. 30). I pozzetti sono stati osservati al microscopio e le CFU
(aggregati di almeno 50 cellule) ALP-positive e ALP-negative sono state contate

utilizzando una griglia di conta specifica. E stato calcolato il numero medio di CFU in
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quattro campi non sovrapposti della zona centrale del pozzetto, ed il numero totale di
colonie ¢ stato ottenuto moltiplicando il valore medio di CFU/cm® per I’area del
pozzetto.133

La valutazione funzionale delle proprieta osteogeniche delle hMSC e degli OB ¢
stata completata 14 giorni dopo 1’esposizione al terreno mineralizzante (M1). Per la
visualizzazione delle aree di mineralizzazione della matrice, le cellule sono state fissate
con paraformaldeide al 3,7% per 15 min e sottoposte a colorazione con Alizarin Red
dye (30 min a temperatura ambiente); la deposizione dei noduli minerali ¢ stata valutata
in duplicato contando il numero totale di aggregati di calcio fosfato.

Per la caratterizzazione delle IC-MSC coltivate in presenza di OB-CM nel sistema
di co-coltura sono stati eseguiti saggi aggiuntivi: sono stati valutati i cambiamenti
nell’attivita dell’ALP dallo stato di semiconfluenza (T'%) allo stato di confluenza (T1)
ed ¢ stato quantificato il contenuto di calcio ai tempi M1 ed M2 (pag. 30).

L’espressione dei geni utili per il monitoraggio delle hMSC indotte al
differenziamento osteoblastico ¢ stata studiata ai time point TO e T1 (Tabella 11).
L’RNA ¢ stato estratto tramite RNeasy mini kit (Qiagen) e la retrotrascrizione ¢ stata
effettuata utilizzando 1’enzima MuLV Reverse Transcriptase (Applied Biosystems). La
reazione Real time PCR ¢ stata eseguita su 1 pg di cDNA totale con lo strumento Light
Cycler ed il sistema Universal ProbeLibrary (pag 59).

I detection limit dei geni coinvolti nel differenziamento osteoblastico ed i primer
utilizzati sono elencati in tabella 11. Il gene housekeeping GAPDH ¢ usato come
controllo dell’efficacia della trascrizione inversa e come riferimento di normalizzazione

per la quantificazione relativa del gene di interesse.
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Tabella 11 . Primer impiegati per la valutazione dell’espressione genica e detection
limit dei geni analizzati.

Gene, Gene Symbol, reference .. ) o Detection
number NCBI Sequenza dei primer (5°-3°) | Sonda limit (ug)
Glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase (GAPDE) 080 e et #0 | 3e12
(NM_002046.3) & &

Alkaline phosphatase (ALPL) | Senso gggtcagcetccaccacaa 459 2 1e-11
(NM_000478.3) Antisenso | gcattggtgttgtacgtcttg ’
Osteocalcin (BGLAP) Senso ggcgctacctgtatcaatgg 4] 4e-12
(NM_199173.2) Antisenso | tcagccaactcgtcacagtc

Type 1 collagen, alpha 1 chain | Senso cccetggaaagaatggagat 460 3 76-13
(COL1AT) (NM_000088.3) Antisenso | aatcctcgagcaccctga ’

Bone sialoprotein (IBSP) Senso cgaagaaaatggagatgacagtt 435 2 76-13
(NM_004967.2) Antisenso | cttcattgttttctccttcatttg ’
Runt-related transcription

factor 2 (Runx2) Senso gtgcctaggegceatttca 47 2 7e-11
(NM_001024630.2, Antisenso | cacctgcctggetcttctta )
NM_004348.3)

Osteonectin (SPARC) Senso acccgctttttcgagace 485 5 6e-13
(NM_003118.2) Antisenso | caagatccttgtcgatatccttct ’

Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata effettuata tramite il software StatView 5.01 per Windows
(SAS Institute Inc, Cary, NC). I dati relativi a sette pazienti CPT-NF1+, cinque CPT-
NF1- e quattro No CPT, sono stati espressi come media + errore standard (SEM).
Abbiamo ipotizzato che le proprieta osteogeniche delle hMSC potessero essere
influenzate da variabili indipendenti multiple quali la condizione dei bambini (NoCPT,
CPT NF1—-, CPT_NFl1+), il sito di origine delle cellule (IC-MSC, P-MSC) ed il siero
utilizzato (AUT, FBS). Per rilevare gli effetti delle variabili indipendenti sui dati
quantitativi ¢ stata applicata 1’analisi della varianza (ANOVA); le differerenze tra i
gruppi sono state analizzate tramite il test post hoc di Bonferroni—Dunn.

Per confrontare gli effetti di DM100%, DM50% e OB-CM nel sistema di co-coltura ¢

stata eseguita un’analisi per dati appaiati.

75



Risultati

Potenziale osteogenetico delle hMSC in pazienti affetti da pseudoartrosi congenita

della tibia

Le hMSC ottenute dalla cresta iliaca (IC-MSC) dei pazienti affetti da pseudoartrosi
congenita avevano un potenziale osteogenetico maggiore rispetto alle hMSC ottenute
dalla lesione (P-MSC), ma mostravano comunque proprieta osteogenetiche ridotte
rispetto alle IC-MSC del gruppo di controllo.

E stato possible ottenere colture di osteoblasti (OB) e di hMSC da 16 su 17 pazienti
arruolati nello studio; un paziente CPT NF1— ¢ stato escluso a causa della ridotta
quantita di aspirato midollare, che non ha permesso di ottenere un numero sufficiente di
cellule per eseguire i test pianificati.

Gli elevati livelli di CD44, CD90, CD105, CD166 (>90%, dati non mostrati) hanno
confermato che la popolazione cellulare era arricchita di hMSC multipotenti.

Il sito di origine delle cellule condizionava le proprieta osteogenetiche delle hMSC (p
value ANOVA: AlamarBlue test 0.0001; CFU 0.008; CFU ALP-positive 0.05; noduli
minerali 0.01). In entrambi 1 gruppi CPT (NF1+ e NF1-) le IC-MSC, coltivate in
presenza di FBS, presentavano un’attivita metabolica (AlamarBlue test) ed una capacita
di deporre noduli minerali significativamente maggiori rispetto alle P-MSC (Figura 16a,
d). Per di piu, le IC-MSC hanno generato un numero maggiore di CFU e di CFU ALP-

positive, sebbene differenze significative siano state osservate soltanto in pazienti NF1-

(Figure 16b, c).
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b)

d)

Figura 16. Proprieta osteogenetiche di P-MSC e IC-MSC, provenienti da pazienti No
CPT, CPT _NFI1+ e CPT NF1—, mantenute in siero autologo (AUT) o FBS: AlamarBlue
test (a), CFU colorate con cristal violetto (b) o ALP citochimica (c¢), numero totale di
noduli minerali (d). Le differenze significative dovute alla condizione dei pazienti sono
evidenziate da una linea, quelle dovute al sito di origine delle hMSC da una casella
tratteggiata e quelle dovute al siero utilizzato da una linea tratteggiata.
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Sono emerse alcune differenze significative in funzione della presenza della
neurofibromatosi: il numero di noduli minerali osservabili nelle colture di P-MSC era
significativamente maggiore nel gruppo NF1- rispetto al gruppo NF1+.

I1 potenziale osteogenico delle hMSC prelevate in prossimita del sito della lesione non
era influenzato n¢ dall’istologia della pseudoartrosi n¢ dall’eta dei pazienti (dati non
mostrati).

La variabile che influenzava maggiormente le proprieta osteogenetiche delle IC-MSC
era la condizione dei bambini (p value: CFU 0.002; CFU ALP-positive 0.06; noduli
minerali <0.0001). Nonostante non vi fossero differenze consistenti nella vitalita e nella
proliferazione cellulare (Figura 16a), il gruppo di controllo presentava capacita
differenziative maggiori dei gruppi CPT (Figure 16 b-d). In particolare, il numero di
CFU e di noduli minerali era significativamente minore in entrambi i gruppi CPT,
mentre si osservava una riduzione significativa nel numero di CFU ALP-positive
soltanto nel gruppo CPT NFI1-. Le immagini in Figura 17 illustrano le differenze
morfologiche esistenti tra i gruppi con pseudoartrosi congenita della tibia e gli individui

non affetti.

Figura 17. Differenze morfologiche tra le IC-MSC dei gruppi CPT e del gruppo di
controllo. Le CFU ottenute dalle IC-MSC del gruppo No CPT si presentavano come
aggregati di cellule confluenti in multistrato (a), mentre le CFU ottenute dai pazienti
CTP (b, c) apparivano piu rade. La struttura tridimensionale dei noduli di calcio fosfato
e la matrice mineralizzata erano piu evidenti nel gruppo di controllo (d) rispetto ai
gruppi CPT (e,f). Obiettivo 4x.

78



Come mostrato nella Figura 18, I’espressione dei geni bone related ¢ stata eseguita al
TO, ossia al momento dell’adesione delle cellule alla supericie di coltura (4 giorni dopo
la semina) e al T1 (prima confluenza delle colture). Al tempo TO, i livelli di espressione
genica nelle IC-MSC coltivate in presenza di FBS erano influenzati dalla condizione dei
bambini. L’analisi della varianza (ANOVA) ha messo in luce differenze significative
nell’espressione di ALPL (p value: 0.0009 al TO; 0.001 al T1) e di COL1A1 (p
value=0.01 al TO) e I’analisi post hoc ha evidenziato livelli di Runx2 significativamente
maggiori nei controlli rispetto ai pazienti NF1+. La presenza della neurofibromatosi non
aveva alcun effetto sull’espressione genica, infatti sono stati rilevati livelli di
espressione simili nelle IC-MSC dei pazientt NF1+ e NF1—-. Al TO le IC-MSC
presentavano livelli dei geni bone related maggiori delle P-MSC, sebbene le differenze
nei livelli dei trascritti non fossero tanto evidenti quanto quelle morfologiche,
biochimiche e funzionali. Al T1 tale andamento si osservava soltanto per il gene
I’ALPL nel gruppo NFI1+. Nel gruppo NF1-, le P-MSC esprimevano, al TO0, livelli di
BGLAP maggiori rispetto alle IC-MSC. Inoltre 1’espressione di BGLAP era maggiore
in pazienti NF1+ (P-MSC e IC-MSC) rispetto al gruppo di controllo.
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Figura 18. Espressione dei geni bone related in IC-MSC e P-MSC provenienti da
pazienti NF1+, NF1— e non affetti, mantenute in siero autologo (AUT) o FBS: L’analisi
quantitativa dei trascritti ¢ stata effettuata 4 giorni dopo la semina (TO) e alla prima
confluenza (T1). Le differenze significative dovute alla presenza di NF1 sono
evidenziate da una linea, quelle dovute al sito di origine delle hMSC da una casella
tratteggiata e quelle dovute al siero utilizzato da una linea tratteggiata.

Effetto del siero autologo sulle proprieta osteogenetiche delle IC-MSC e delle P-
MSC

Il siero autologo aveva un effetto negativo su:

- formazione di CFU e attivita dell’ALP nel gruppo di controllo (Figure 16b, c);

- numero di noduli minerali osservati nel gruppo CPT NF1— (Figura 16d).
Nessuna differenza significativa si osservava nei pazienti CPT_NF1+.
In alcuni casi le proprieta funzionali delle colture di P-MSC erano migliori in presenza
di siero autologo, sebbene non siano state evidenziate differenze significative rispetto
all’uso del FBS. Le P-MSC del gruppo NF1+ erano in grado di formare un numero

maggiore di noduli minerali (AUT 1.14+0.4; FBS 0.43+0.3), mentre si osservava un
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numero piu elevato di CFU (AUT 40.8+19; FBS 26+11) e CFU ALP-positive (AUT
27+17; FBS 11.2+10) nelle colture di P-MSC dei pazienti NF1—.

La riduzione del potenziale osteogenetico delle IC-MSC ha minimizzato le differenze
rilevate tra cellule derivanti da siti di origine diversi (IC e P), che erano invece
osservabili quando le colture erano coltivate in presenza di FBS. Soltanto I’attivita
metabolica (AlamarBlue test, Figura 16a) presentava differenze significative tra P-MSC
ed IC-MSC in presenza di siero autologo.

In presenza di siero autologo si assisteva ad una riduzione dell’espressione dei geni
bone related nelle IC-MSC, mentre non si osservavano variazioni significative indotte
dall’uso del siero nelle P-MSC. L’effetto era evidente al tempo zero (p value ANOVA:
Runx2 0.01; ALPL 0.04; COL1A1 0.004; SPARC 0.03; IBSP 0.03) e alla prima
confluenza (p value ANOVA: Runx2 0.04; COL1A1 0.04; SPARC 0.01; IBSP 0.05):

- al TO il siero utilizzato e la condizione dei bambini erano cofattori capaci di
influenzare 1’espressione di ALPL (ANOVA p value=0.02); le analisi post-hoc
(Figura 17) hanno evidenziato una riduzione significativa dell’espressione di
Runx2, ALPL, COL1A1 e IBSP indotta dall’uso del siero autologo nel gruppo
di controllo;

- alla prima confluenza I’espressione di COL1A1, IBSP e SPARC era inibita nelle
IC-MSC dei pazienti CPT_NF1—-, mentre non sono state osservate differenze
significative nel gruppo NF1+.

La riduzione dell’espressione genica indotta dall’uso del siero autologo nelle IC-MSC
ha determinato la rilevazione di livelli di IBSP significativamente maggiori nelle P-

MSC al TO (Figura 18).

Effetto del sovranatante degli osteoblasti sul differenziamento delle IC-MSC

\

E stato possibile ottenere colture di OB da tutti i soggetti arruolati nello studio ed in tutti
i casi le cellule hanno raggiunto la fase di mineralizzazione in seguito all’aggiunta di -
glicerofosfato, come dimostrato dalla deposizione dei noduli di calcio fosfato (dati non
mostrati).

I1 confronto tra le figure 16 e 19 mostra che le proprieta osteogeniche delle IC-MSC non
sono state compromesse dai passaggi di congelamento/scongelamento (confronto tra

barre celesti).
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Figura 19. Proprieta osteogenetiche delle IC-MSC coltivate con terreno differenziante
(DM100%), con medium costituito per il 50% da terreno di coltura invecchiato
(DM50%) o con sovranatante degli OB autologhi prelevati nella parte adiacente al sito
della lesione (OB-CM). Gli istogrammi rappresentano la media + 1’errore standard di:
RFU emesse dall’AlamarBlue (a), numero di CFU colorate con cristal violetto (b) o
ALP citochimica (c), numero totale di noduli minerali rilevati tramite Alizarin Red (d),
attivita biochimica dell’ALP (e), contenuto di calcio (f).
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I saggi effettuati sulla condizione DM100% hanno confermato che 1’attivita metabolica
delle IC-MSC e la loro capacita di formare CFU ALP-positive e noduli minerali fossero
inferiori nei gruppi CPT rispetto al gruppo di controllo (Figure 19a-d).

Le condizioni colturali DM50% e OB-CM non hanno modificato le proprieta
osteogenetiche delle IC-MSC e le differenze tra pazienti CPT ¢ No CPT si sono
complessivamente mantenute (Figure 19a-f). Le IC-MSC semiconfluenti (T)2) del
gruppo di controllo presentavano un’attivita della fosfatasi alcalina molto maggiore
rispetto alle colture dei pazienti CPT. Inoltre, mentre 1’attivitd biochimica dell’ALP
diminuiva da T% al T1 nel gruppo di controllo, le colture dei pazienti affetti da
pseudoartrosi congenita mostravano un andamento opposto (Figura 19e).

Nonostante 1’elevata variabilita tra 1 campioni, il contenuto di calcio tendeva ad
aumentare durante la fase di mineralizzazione, da M1 ad M2, andamento evidente
soprattutto nei soggetti no-CPT e CPT_NFI1+.

Analogamente a quanto mostrato dall’analisi morfologica e biochimica, I’espressione
dei geni bone related non risultava compromessa dai passaggi di
congelamento/scongelamento cellulare. I risultati generati dalla condizione sperimentale
DM100% hanno confermato che i livelli di espressione genica erano influenzati dalla
condizione dei bambini. Rispetto al gruppo di controllo, ALPL e SPARC erano espressi
a livelli inferiori in tutti 1 pazienti CPT (NF1+ e NF1-), BGLAP e COL1A1 nei pazienti
CPT NF1+, IBSP nel gruppo CPT NFI1- (Figura 20). L’espressione dei geni bone
related era indotta dal conditioned medium degli osteoblasti (OB-CM) sia nel gruppo di
controllo che nei pazienti NF1—, ed ¢ stato rilevato un aumento significativo nei livelli

dei geni Runx2, COL1A1 e BGLAP.
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Figura 20 L’espressione dei geni bone related nelle IC-MSC trattate come descritto in
Figura 19. L’analisi quantitativa dei trascritti ¢ stata effettuata alla prima confluenza
delle colture (T1). Le differenze significative dovute al trattamento dono evidenziate da
una linea tratteggiata, quelle determinate dalla presenza di NF1 da una linea piena.
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Discussione

Lo scopo dello studio descritto in questo capitolo ¢ stato quello di stabilire le basi
biologiche per I'utilizzo delle hMSC autologhe per il trattamento della pseudoartrosi
congenita della tibia.

Le hMSC derivanti dal midollo osseo della cresta iliaca avevano una maggiore capacita
di differenziarsi in senso osteoblastico rispetto alle cellule residenti in prossimita del
sito della pseudoartrosi, sebbene, dal punto di vista biochimico e funzionale, fossero
difettive rispetto alle hMSC ottenute da individui non affetti da CPT. In particolare, le
P-MSC dei pazienti NF1+ apparivano maggiormente compromesse dal punto di vista
funzionale durante la fase di mineralizzazione.

Una riduzione delle proprieta osteogenetiche delle cellule prelevate in prossimita del
sito della lesione ¢ stata descritta in pazienti affetti da pseudoartrosi non
congenita.'**"*"!*¥ Inoltre, Leskeld et al.'® hanno dimostrato che le IC-MSC di tre
pazienti affetti da CPT e neurofibromatosi avevano proprieta osteogeniche maggiori
delle P-MSC, ma inferiori rispetto alle IC-MSC di pazienti non affetti da CPT.

La perdita della funzione della neurofibromina, dovuta a mutazioni nel gene NFI,
determina una riduzione del numero, oltre che una deficienza funzionale, degli
osteoprogenitori; tali condizioni, a loro volta, potrebbero essere responsabili del
mancato consolidamento della frattura caratterizzante la pseudoartrosi.'™

La neurofibromina ¢ un regolatore positivo dell’attivita GTPasica della proteina Ras, la
quale trasduce un gran numero di segnali di crescita, giocando ruoli multipli nello
sviluppo dello scheletro.”®"! La doppia inattivazione localizzata del locus NF1, che
determina la perdita totale della funzionalita della proteina, potrebbe essere la causa

192 .\ N 183
Nonostante ci0, Leskeld et al.”* hanno mostrato

primaria di CPT nei pazienti NF1+.
che la patogenesi della CPT nei pazienti NF1 non ¢ interamente spiegata dalla perdita di
funzione della neurofibromina, dal momento che non si verificava perdita di eterozigosi
(Loss of heterozygosity, LOH) del gene NF1 nelle cellule della lesione pseudoartrosica.

I risultati del nostro studio sono in linea con quanto emerso nel lavoro sopra citato, in
quanto, indipendentemente dalla presenza di neurofibromatosi, le P-MSC da noi
analizzate avevano proprieta osteogenetiche inferiori rispetto alle cellule dei controlli. A
conferma dei dati biochimici e funzionali, 1 livelli di espressione dei geni bone related

nelle IC-MSC del gruppo CPT erano inferiori rispetto a quelli del gruppo No CPT. I
trascritti Runx2, ALPL, SPARC e COLIA1 erano significativamente minori al TO,
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mentre al T1 non si rilevava alcuna differenza ad eccezione dell’espressione di ALPL
nei pazienti NF1+. Dal momento che la fosfatasi alcalina ¢ necessaria per generare le
molecole di pirofosfato necessario per la cristallizazione dell’idrossiapatite, la
diminuizione dei livelli di ALPL potrebbe spiegare la ragione per cui il processo di
mineralizzazione risultava maggiormente compromesso nei pazienti NF1+.'"* Inoltre
I’espressione di Runx2 era significativamente inferiore soltanto nel gruppo NF1+,
suggerendo che il difetto funzionale della neurofibromina potrebbe ulteriormente
peggiorare 1’attivita osteogenica delle IC-MSC. A conferma di ci0, diversi studi hanno
dimostrato che la compromissione funzionale della neurofibromina implica la
deregolazione dell’attivita di Ras e MAPK, le quali, a loro volta, sono coinvolte
nell’attivazione di Runx2."*'"*'%> Altri autori sostengono invece che I’incremento
dell’attivita di Ras e MAPK nei pazienti NFI+ potrebbe essere responsabile del
decremento di Runx2 e dell’aumento dei livelli di osteocalcina. Nel nostro studio
I’espressione di BGLAP (osteocalcina) era piu elevata in tutti i pazienti CPT rispetto
agli individui non affetti.'*®

Ulteriori ricerche sono necessarie per mettere in luce i meccanismi molecolari coinvolti
nella patogenesi della CPT, soprattutto considerando che non sono state riscontrate
differenze tra pazienti NF1+ e NF1-.

A differenza dei saggi fenotipici e funzionali, I’analisi dell’espressione genica non ha
evidenziato differenze rilevanti tra IC-MSC e P-MSC del gruppo CPT. Pertanto, la
patogenesi della CPT non sembra strettamente correlata a difetti molecolari degli
osteoprogenitori residenti in prossimita della lesione, ma appare piuttosto dipendente da
fattori locali che potrebbero intervenire nella compromissione del differenziamento
delle hMSC.

Un ulteriore obiettivo dello studio ¢ stato quello di valutare se il siero autologo ed il
microambiente della lesione potessero inibire il potenziale osteogenico delle IC-MSC,
limitandone 1’utilizzo terapeutico mirato alla rigenerazione ossea in vivo. Lo studio ha
dimostrato che 1’utilizzo del siero autologo compromette parzialmente la capacita delle
IC-MSC di differenziarsi in osteoblasti, ma non aveva alcun effetto sulle P-MSC.
L’effetto era maggiormente evidente sulle IC-MSC dei pazienti NF1—, che presentavano
livelli di espressione di COL1A1, IBSP e SPARC inferiori.

I modello di co-coltura utilizzato per studiare I’attivita paracrina degli osteoblasti
residenti in prossimita del sito della lesione, ha mostrato che il sovranatante degli OB

non ha alcun effetto negativo sulle proprieta osteogenetiche delle IC-MSC. Sono invece
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emersi alcuni dati incoraggianti: 1’espressione dei geni bone related nei gruppi No CPT
e NF1- tendeva ad aumentare e nel gruppo NF1-I’incremento dei livelli di COL1A1 e
BGLAP era significativo.

Complessivamente, i risultati biochimici, funzionali e molecolari hanno mostrato che le
hMSC di individui affetti da CPT hanno un potenziale osteogenetico minore rispetto al
gruppo di controllo, e che il difetto ¢ piu accentuato nei pazienti NF1+, probabilmente a
causa dell’alterazione funzionale della neurofibromina. Nonostante cio, quando le
cellule vengono coltivate ex vivo in presenza di FBS, le IC-MSC presentano
caratteristiche osteogeniche migliori rispetto alle P-MSC. Si puo pertanto dedurre che le
condizioni sperimentali siano in grado di promuovere il differenziamento delle IC-
MSC, ma non abbiano un effetto analogo sulle P-MSC, evidenziando una diversita
funzionale tra le due popolazioni.

Come ulteriore conferma della loro diversita, le IC-MSC e le P-MSC non rispondono
allo stesso modo agli stimoli esterni, solo le prime infatti mostrano delle variazioni
significative quando I’FBS ¢ sostituito con siero autologo. Nei pazienti NF1- il siero
autologo ¢ meno efficiente nel promuovere il differenziamento delle IC-MSC. I pazienti
NF1+ mostravano un lieve incremento di alcuni dei parametri analizzati quando I’FBS
era sostituito con siero autologo; tale osservazione suggerisce che il rilascio di fattori di
crescita potrebbe rappresentare un mezzo per compensare il difetto costitutivo delle
cellule negli individui NF1+. Inoltre, il tessuto osseo circostante il sito della lesione
sembra favorire il differenziamento delle hMSC trapiantate, ammesso che le cellule
ossee non abbiano difetti intrinseci, come nel caso della neurofibromatosi di tipo 1.

In conclusione, 1’'uso di hMSC autologhe ¢ uno strumento utile per il trattamento della
CPT, poiché aumenta le probabilita di ottenere un’effettiva rigenerazione del tessuto
osseo. Tuttavia sono necessari ulteriori studi clinici che confermino la reale efficacia
della procedura rispetto alla terapia standard. Infine, ulteriori ricerche, finalizzate a
comprendere la patogenesi della CPT, fornirebbero basi piu solide per lo sviluppo e il

miglioramento dell’approccio rigenerativo.
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