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LEGENDA 

 

ACTB: actin-beta (beta-actina) 

ALP: alkaline phosphatase (fosfatasi alcalina). 

AML3: Acute Myeloid Leukemia 3 

ANOVA: Analysis of variance 

AP-1: Activator Protein 1 

BGJ Fitton-jackson’s modification: Biggers, Gwatkin and Judah medium 

Fitton-jackson’s modification 

BMD: Bone Mineral Density (densità minerale ossea) 

BMP: Bone Morphogenetic Protein 

BMU: Basic Multicellular Unit 

BSP: bone sialoprotein (sialoproteina ossea) 

BV/TV: Bone Volume/Tissue Volume (volume osseo/volume del tessuto 

osseo) 

C/EBP: CCAAT/enhancer-binding protein 

Cbfa1: Core-binding transcription factor 1 

COLIA1: collagen type I α 1 (collagene di tipo I) 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

EDTA: acido etilendiamminotetraacetico 

ES/BS: Eroded Surface/Bone Surface (Superficie erosa/superficie ossea) 

FBB: fast blue base 

FBS: Fetal Bovine Serum (siero bovino fetale) 

FCS: Fetal Calf Serum (siero bovino fetale) 

GFP: Green Fluorescent Protein 

IGF-I: Insulin-like Growth factor I 
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IGF-II: Insulin-like Growth factor II 

MCP-1: Monocyte Chemoattractant protein 1 

MEM: Minimal Essential Medium 

MSCs: Mesenchymal Stem Cells 

Nd.N/TV: Number of Nodes/Tissue Volume (numero di nodi/volume del 

tessuto osseo) 

Nd/Tm: Nodes/Termini (nodi/termini) 

NFATc1: Nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic 1 

NF-kB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

O.Th: Osteoid Thickness (spessore dell’osteoide) 

OC: osteocalcina 

OI: osteogenesi imperfetta 

ON: osteonectina 

OPG: osteoprotegerina 

OPN: osteopontina 

OS/BS: Osteoid Surface/Bone Surface (superficie dell’osteoide/superficie 

ossea) 

Osx: osterix 

OV/BV: Osteoid Volume/Bone Volume (volume dell’osteoide/volume osseo) 

PEBP2αA: A type of the subunit of the polyomavirus enhancer binding 

protein2 

PPARγ2: peroxisome proliferator-activated receptor gamma isoform 2 

PTH: Parathyroid hormone (paratormone) 

RANK: receptor activator of nuclear factor KB 

RANKL: receptor activator of nuclear factor KB ligand 

Real time PCR: Real time Polymerase Chain Reaction 

Runx2: Runt Related transcription factor 2  
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SAMP6: senescence-accelerated strain 6 (senescenza accelerata, linea 6) 

SCID: severe combined immunodeficiency (immunodeficienza severa 

combinata) 

Sox5: SRY (sex determining region Y)-box 5 

Sox6: SRY (sex determining region Y)-box 6 

Sox9: SRY (sex determining region Y)-box 9 

SP7: osterix 

SPARC: Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein (osteonectina) 

Tb.N: Trabecular Number (numero di trabecole) 

Tb.Sp: Trabecular Separation (separazione trabecolare)  

Tb.Th: Trabecular Thickness (spessore trabecolare) 

TGF-β: Transforming growth factor beta 

α-MEM: Minimal Essential Medium alpha modification 
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RIASSUNTO 

 

L’osso è un tessuto connettivo specializzato costituito da cellule e matrice 

extracellulare mineralizzata. Le cellule principali sono gli osteoblasti, gli 

osteociti e gli osteoclasti. Gli osteoblasti depongono la matrice ossea, 

mentre gli osteoclasti sono i responsabili del suo riassorbimento. 

La fisiologia dell’osso è quindi il risultato di un delicato equilibrio tra 

deposizione di matrice ossea e suo riassorbimento.  

Quando l’azione catabolica degli osteoclasti è maggiore rispetto a quella 

anabolica degli osteoblasti si produce una progressiva fragilità ossea che 

porta ad un quadro clinico osteoporotico. 

L’osteoporosi primaria colpisce soprattutto la popolazione femminile dopo 

la menopausa. Molte patologie come il diabete mellito, l’iperparatiroidismo 

ed il trattamento a lungo termine con glucocorticoidi causano l’osteoporosi 

secondaria. L’osteoporosi indotta da glucocorticoidi è la più comune causa 

di osteoporosi secondaria.  

Il trattamento con glucocorticoidi è un noto procedimento di induzione 

dell’osteoporosi in modelli animali e può dunque rappresentare un primo 

esempio di modello “traslazionale” potenzialmente applicabile in clinica per 

indurre un ripopolamento dell’osso con cellule staminali mesenchimali o 

precursori osteogenici. 

Lo scopo di questo lavoro è stato pertanto valutare nel modello animale se 

sia possibile ripopolare l’osso danneggiato con preosteoblasti. 

I crani di topi neonati transgenici (GFP) sono stati prelevati e messi in 

coltura per ottenere preosteoblasti. Nelle colture in vitro è stata valutata 

l’espressione del gene Runx2 con la tecnica di Real time PCR, mentre la 
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capacità osteogenica è stata analizzata con colorazioni citochimiche per la 

fosfatasi alcalina e per la deposizione di matrice ossea mineralizzata 

(Alizarin Red e Von Kossa). Per la realizzazione del modello in vivo topi 

C57BL/6 maschi di 3 mesi sono stati divisi in 3 gruppi [gruppo I (n=4): topi 

non trattati con farmaco e non infusi con cellule; gruppo II (n=4): topi 

trattati con farmaco non infusi con cellule; gruppo III (n=4): topi trattati con 

farmaco ed infusi con cellule]. Il farmaco (metilprednisolone) è stato 

somministrato per un mese alla dose di 75 mg/Kg/settimana.  

Negli animali appartenenti al gruppo III sono state infuse, attraverso 

iniezione nella vena della coda, 5 x 10
5
 preosteoblasti GFP 

precedentemente espansi in vitro.  I topi sono stati sacrificati, le tibie ed i 

femori sono stati prelevati e processati per l’analisi istomorfometrica e della 

microarchitettura ossea e per l’ immunoistochimica. In questi tessuti, 

l’espressione genica di Runx2, osteonectina (SPARC) e fosfatasi alcalina 

(ALP) è stata valutata tramite Real time PCR. 

In vitro i preosteoblasti producono fosfatasi alcalina durate i primi giorni di 

coltura in medium non differenziante, mentre il livello decresce in 

condizioni differenzianti, cioè in medium contenente acido ascorbico e β-

glicerofosfato. I preosteoblasti mantenuti in medium di differenziamento 

per 30 giorni sono positivi alle colorazioni Alizarin Red e Von Kossa, quindi 

sono in grado di produrre matrice ossea mineralizzata, caratteristica degli 

osteoblasti funzionali e maturi. L’espressione del gene Runx2 aumenta 

durante il differenziamento, si ha un aumento del 50% nelle cellule 

differenziate per 30 giorni rispetto alle cellule non differenziate (p<0.05). 

L’inoculazione dei preosteoblasti nei topi del gruppo III ha evidenziato un 

aumento dei parametri statici di neoformazione ossea relativi all’osteoide 

(O.Th, OS/BS, OV/BV) ed un aumento del numero di osteoblasti attivi, cioè 
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in corso di deposizione di osteoide, rispetto al gruppo II. Tra questi due 

gruppi non si sono osservate, invece, variazioni significative in termini di 

volume osseo (BV/TV), spessore trabecolare (Tb.Th) numero delle trabecole 

(Tb.N) e separazione fra esse (Tb.Sp).  

Non sono state rilevate, inoltre, differenze dei parametri di 

microarchitettura (Nd.N/TV, Nd/Tm). Risultati simili sono emersi dalla 

valutazione dei parametri indiretti di microarchitettura (Marrow Star 

Volume e Fractal Dimension).  

L’espressione genica ha dimostrato che nel gruppo II si ha una riduzione 

dell’espressione dei geni osteogenici rispetto al gruppo I (ALP: -50%, p<0.01; 

Runx2: -56.75%, p<0.01; SPARC: -44.5%, p<0.05). 

Nel gruppo III si è avuto un recupero dell’espressione dei geni osteogenici 

(ALP: +40%, p<0.05; Runx2: +66.28%, p<0.001; SPARC: +55%, p<0.01) 

rispetto al gruppo II. I campioni di tessuto per l’ immunoistochimica devono 

essere processati. 

Nel nostro modello sperimentale di osteoporosi indotta da glucocorticoidi  

nel topo, abbiamo sacrificato gli animali solo una settimana dopo l’infusione 

delle cellule; questi dati preliminari dimostrano che il nostro modello 

induce l’engraftment dei preosteoblasti nell’osso danneggiato.  

Tuttavia è richiesto un tempo di osservazione più lungo, di almeno 1-2 mesi 

per valutare se le cellule trapiantate siano in grado, non solo di integrarsi 

nel tessuto dell’ospite, ma anche di proliferare in vivo e di differenziare in 

osteoblasti maturi e funzionali. 
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ABSTRACT 

 

Bone, a specialized connective tissue, consists of cells and mineralized 

extracellular matrix. The main cell types of bone tissue are: the osteoblasts, 

the osteocytes and the osteoclasts. Osteoblasts produce extracellular 

matrix, osteoclasts are responsible of its resorption, hence bone physiology 

is a delicate balance between synthesis of new bone and resorption of the 

old one. Osteoporosis is a disease in which catabolic activity of osteoclasts 

overtakes anabolic activity of osteoblasts leading to increased bone 

resorption and progressive bone fragility. 

Primary osteoporosis is a common disease among post-menopausal female 

population. Pathologies as diabetes mellitus, hyperparathyroidism and 

long-term treatment with glucocorticoids cause secondary osteoporosis. 

Glucocorticoid-induced osteoporosis is the most common type of secondary 

osteoporosis.  

Glucocorticoid treatment is a well known method to induce osteoporosis in 

animal models, hence it could be an example of “translational model” in 

which injured bone could be repopulated by stem cells or progenitors in 

clinical trials.  

The aim of this thesis is to investigate whether preosteoblasts could 

repopulate injured bone in an animal model treated with glucocorticoids. 

Preosteoblasts have been isolated from newborn calvariae of GFP mice.  

In these cells, expression of the osteogenic marker Runx2 has been 

assessed by Real time PCR, while osteogenic potential has been analysed by 

cytochemistry assays  to detect alkaline phosphatase and mineralized bone 

nodules (Alizarin Red and Von Kossa staining). 
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To realize the in vivo model, C57BL/6 three months aged mice have been 

divided into three groups [group I (n=4): mice not treated with drug and not 

infused with cells, group II (n=4): mice treated with drug and not infused 

with cells, group III (n=4): mice treated with drug and infused with cells]. 

Drug (methylprednisolone) has been administered for one month with a 

dose of 75 mg/Kg/week. In mice of group III, 5 x 10
5
 GFP preosteoblasts, 

previously expanded in vitro, have been infused with injection into the tail 

vein. Mice have been sacrificed, tibial and femoral bones have been 

harvested, processed and analysed by istomorphometry and 

immunoistochemistry. Expression of Runx2, osteonectin (SPARC) and 

alkaline phosphatase (ALP) in these tissues has been detected with Real 

time PCR.  

In vitro preosteoblasts produce alkaline phosphatase during early time in 

culture with normal medium, while the level decreases in differentiating 

conditions with medium containing ascorbic acid and β-glycerophosphate. 

Preosteoblasts maintained in differentiation medium for 30 days are 

positive to Alizarin and Von Kossa staining, hence they are able to produce 

mineralized extracellular matrix that is a feature of functional mature 

osteoblasts. Runx2 expression increases during differentiating conditions; in 

cells maintained in differentiation medium for 30 days there is an increase 

of 50% compared to cells maintained in normal medium (p<0.05). 

In mice of group III an increased level of parameters concerning osteoid has 

been detected (O.Th, OS/BS, OV/BV) and an increased number of active 

osteoblasts (during synthetic activity) has been observed compared to 

group II. Between these two groups, significant variations of bone volume 

(BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th), trabecular number (Tb.N) and 

trabecular separation (Tb.Sp) have not been detected.  
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Microarchitecture parameters (Nd.N/TV, Nd/Tm) have not been affected. 

Similar results have been obtained from inderect microarchitecture 

parameters as Marrow Star Volume and  Fractal Dimension. 

Real time PCR analysis revealed a reduction in osteogenic gene expression 

in group II compared to group I (ALP: -50%, p<0.01; Runx2: -56.75%, p<0.01; 

SPARC: -44.5%, p<0.05). 

In group III there is a recovery of expression of osteogenic markers (ALP: 

+40%, p<0.05; Runx2: +66.28%, p<0.001; SPARC: +55%;  p<0.01) compared 

to group II.  

Immunoistochemistry is under investigation. 

In our glucocorticoid-induced osteoporosis model we sacrificed mice only 

one week after infusion of cells, this preparatory investigation shows that 

our model induces the engraftment of preosteoblasts in injured bone. 

However, a longer time, at least of 1-2 months, is needed to investigate if 

preosteoblasts are able not only to graft onto host tissue, but also to 

proliferate in vivo and to differentiate in full mature and functional 

osteoblasts. 
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INTRODUZIONE 

 

L’OSSO: 

L’osso è un tessuto connettivo specializzato con funzione di protezione e 

sostegno, formato da matrice extracellulare mineralizzata e cellule. 

La matrice extracellulare è costituta da cristalli di calcio-idrossiapatite 

Ca10(PO4)6(OH)2 ed in quantità minore da carbonato di calcio e altri minerali. 

Oltre alla componente inorganica la matrice extracellulare è composta da 

una parte organica costituita da fibre di cui l’80-90% sono costituite da 

collagene, mentre la restante parte è costituita da proteine non 

collageniche come osteonectina, osteopontina, sialoproteina ossea, 

fosfatasi alcalina ed osteocalcina (Clarke et al., 2008).  

Le proteine non collageniche comprendono i proteoglicani, le proteine 

glicosilate, le proteine γ-carbossilate. La glicoproteina osteonectina si pensa 

abbia un ruolo fondamentale nel determinare l’inizio della mineralizzazione 

della matrice ossea (Termine JD et al., 1981). L’osteopontina è una 

sialoproteina che si ritiene possa avere la funzione biologica di consentire 

l’adesione delle cellule alla matrice ossea e nel controllare il riassorbimento 

osseo (Sodek et al., 2000). La sialoproteina ossea (BSP) è una proteina 

probabilmente coinvolta nella formazione dei cristalli di idrossiapatite della 

matrice (Hunter et al., 1994). La fosfatasi alcalina, la proteina glicosilata più 

abbondante presente nella matrice ossea, partecipa anch’essa alla 

mineralizzazione della matrice, anche se il suo ruolo preciso non è stato 

ancora chiarito (Whyte et al., 1994). L’osteocalcina (OC), la più abbondante 

tra le proteine non collageniche, è una proteina γ-carbossilata che 

probabilmente ha la funzione di modulare la morfologia dei cristalli di 
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idrossiapatite (Hoang Q et al., 2003).  

Le cellule che compongono l’osso sono gli osteoblasti, gli osteociti, gli 

osteoclasti, le lining cells e gli osteoprogenitori. Gli osteoblasti producono la 

matrice extracellulare, gli osteociti discendono dagli osteoblasti che, in 

seguito alla deposizione della matrice extracellulare rimangono intrappolati 

all’interno di lacune. Gli osteoblasti che esaurita l’attività di formazione 

ossea rimangono a ridosso della superficie ossea sono le cosiddette cellule 

di rivestimento dell’osso (bone lining cells) a cui si attribuisce un ruolo nella 

mediazione degli scambi tra i vasi sanguigni e gli osteociti.  

Gli osteoclasti sono l’unico tipo cellulare non autoctono del tessuto osseo, 

essi infatti originano dai preosteoclasti presenti nel midollo osseo 

appartenenti alla linea differenziativa dei monociti (Boyle et al., 2003). 

Gli osteoclasti degradano la matrice ossea e sono quindi responsabili del 

riassorbimento osseo.  

La popolazione di osteoblasti è mantenuta dalle cellule staminali 

mesenchimali (MSCs), infatti da esse hanno origine gli osteoprogenitori dai 

quali discendono i preosteoblasti, dai quali a loro volta derivano gli 

osteoblasti maturi (Long et al., 2001). Questa divisione è utile per 

categorizzare e descrivere le caratteristiche delle varie sottopopolazioni dei 

vari livelli di maturazione, tuttavia, è più corretto pensare ad esse come ad 

un continuum di precursori cellulari tra i quali non esistono precisi confini 

(Long et al., 2001). Il commitment delle MSCs in senso osteogenico è 

regolato dal pathway Wnt/β-catenina (Logan et al., 2004) che stimola 

l’espressione di Runx2 (Runt-related transcription factor 2), uno dei geni più 

precoci del differenziamento osteogenico (Gaur et al., 2005).  

Runx2, noto anche come Cbfa1 (Core-binding transcription factor 1), 

PEBP2αA e AML3, ha un ruolo chiave nella regolazione del differenziamento 
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osteogenico. In modelli murini la sua espressione inizia già durante le fasi 

precoci dello sviluppo embrionale (E9.5) nella notocorda e, più tardi, nei 

condrociti (Otto et al., 1997). Al giorno embrionale E13.5 Runx2 è espresso 

nel pericondrio/periostio, successivamente nei condrociti ipertrofici e negli 

osteoblasti di tutte le ossa, sia quelle derivate dall’ossificazione 

endocondrale (Inada et al., 1999), sia quelle derivate dall’ossificazione 

intramembranosa (Ducy et al., 1997). Modelli murini knock-out per Runx2 

presentano mancanza sia di ossificazione membranosa sia di ossificazione 

endocondrale, mentre negli eterozigoti si osserva un deficit simile alla 

patologia umana denominata displasia cleidocraniale (Otto et al., 1997; 

Komori et al., 1997), caratterizzata da difetti nello sviluppo delle clavicole, 

del cranio e da altre displasie ossee (Mundlos et al., 1997). 

Runx2 inibisce la completa maturazione dei preosteoblasti in osteoblasti, 

mantenendo questi ultimi ad uno stadio immaturo (Komori et al., 2006). 

Proprio per questa ragione, topi transgenici in cui Runx2 è overespresso 

sviluppano osteopenia e sono soggetti a fratture multiple (Liu et al., 2001; 

Geoffroy et al., 2002). In questi topi l’osso corticale è sottile e poroso e 

sebbene il numero di osteoblasti sia maggiore rispetto al wild-type, la 

funzione di produzione e mineralizzazione della matrice è compromessa, il 

numero di osteoblasti che esprimono marker tardivi del differenziamento 

osteogenico come l’osteocalcina è ridotto, mentre aumenta il numero di 

osteoblasti esprimenti osteopontina. Runx2 impedisce inoltre il 

differenziamento delle MSCs in adipociti, inibendo i fattori di trascrizione 

PPARγ2 e C/EBP ed il differenziamento in condrociti, inibendo Sox5, Sox6, 

Sox9 (Gaur et al., 2005). 

Un altro gene fondamentale per il differenziamento osteoblastico è Osterix 

(Osx o SP7), un fattore di trascrizione contenente il motivo zinc-finger 
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(Nakashima et al., 2002). Osx è un gene più tardivo di Runx2, infatti la sua 

espressione in modelli murini non inizia prima del giorno di sviluppo 

embrionale E13. Osx è espresso prima nei condrociti in differenziamento, 

nel pericondrio circostante e nella zona di condensazione mesenchimale 

delle future ossa membranose al giorno E13.5 nell’embrione. Al giorno 

E15.5 e nei giorni successivi Osx è espresso nelle cellule delle trabecole osse 

e delle clavicole. Nei topi knock-out per Osx l’espressione del gene che 

codifica per il collagene di tipo 1 (COLIA1) nelle ossa membranose ed 

endocondrali è ridotta, mentre osteonectina (ON), osteopontina (OPN), 

sialoproteina ossea (BSP)  ed osteocalcina (OC) non sono espresse.  

Nei topi knock-out per Osx sia l’ossificazione endocondrale che quella 

intramembranosa falliscono, proprio come nei topi knock-out per Runx2. 

Inoltre, nei topi knock-out per Osx, l’espressione di Runx2 non è 

compromessa, mentre nei topi knock-out per Runx2 non si ha espressione 

di Osx. Da queste osservazioni si deduce che Osx è fondamentale per il 

differenziamento lungo il lineage osteogenico, che Runx2 e Osx 

appartengono allo stesso pathway e che Osx agisce a valle di Runx2 

(Nakashima et al., 2002). 

Altri importanti geni coinvolti nel commitment osteogenico sono quelli che 

codificano per il collagene di tipo I (COLIA1), per l’osteopontina (OPN), per 

la sialoproteina ossea (BSP) e per l’osteocalcina (OC).  

All’interno della sequenza dei  geni che codificano per queste proteine sono 

stati identificati siti di legame al DNA per Runx2. Inoltre Runx2 induce 

l’espressione di questi geni in vitro (Komori et al., 2005).  
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FISIOLOGIA DELLO SCHELETRO: 

L’osso è un tessuto dinamico grazie alla continua rimozione di porzioni di 

matrice seguita dall’apposizione di matrice neosintetizzata. 

Questo procedimento è dovuto all’azione catabolica degli osteoclasti che 

degradano la matrice esistente e all’azione anabolica degli osteoblasti che 

sintetizzano la matrice nuova.  

Durante la crescita l’ attività degli osteoclasti e quella degli osteoblasti non 

sono strettamente accoppiate, infatti, il nuovo osso viene depositato in sedi 

diverse rispetto all’osso degradato. Questo meccanismo, chiamato 

modellamento, permette alle ossa di crescere e cambiare forma in risposta 

ai cambiamenti fisiologici e ai carichi meccanici cui sono sottoposte (Feish, 

2000). Nell’adulto, invece, avviene il rimodellamento, processo in cui 

l’attività degli osteoblasti e degli osteoclasti è accoppiata nello spazio e nel 

tempo, perciò l’osso neosintetizzato prodotto dagli osteoblasti viene 

depositato nella sede in cui l’osso è stato degradato. Queste attività 

anaboliche e cataboliche avvengono all’interno di unità discrete di tessuto 

osseo chiamate BMU (Basic Multicellular Unit) (Dempster, 2002).  

Il rimodellamento consente di rinnovare l’osso, prevenendo l’accumulo di 

microdanni. Si riconoscono tre fasi nel rimodellamento osseo.  

Nella prima fase i monociti, ovvero i precursori degli osteoclasti, vengono 

attratti nel sito di riassorbimento da diverse chemochine.  

MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) è una chemochina prodotta 

dagli osteoblasti che si pensa attragga i monociti (Graves et al., 1999; Li et 

al., 2007). Fondamentale per il differenziamento dei monociti in osteoclasti 

è l’interazione tra il recettore RANK presente sulla superficie dei monociti 

ed il suo ligando RANKL esposto sulla membrana cellulare degli osteoblasti. 

Dall’interazione si scatena l’attivazione a cascata di diversi fattori di 
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trascrizione tra cui NF-kB, AP-1 e NFATc1, i quali stimolano l’espressione dei 

geni del differenziamento osteoclastico. Gli osteoblasti esprimono anche un 

falso recettore chiamato OPG (osteoprotegerina) che inibisce RANK 

mascherando l’azione di RANKL (Simonet et al., 1997; Yasuda et al., 1998). 

Gli osteoclasti degradando l’osso provocano il rilascio dalla matrice ossea di 

fattori di crescita come TGF-β (Transforming Growth Factor β), BMP (Bone 

Morphogenetic Protein) e IGF-II (Insulin-like Growth Factor II). Questi fattori 

attirano le MSCs nel sito di riassorbimento stimolandole a differenziare in 

osteoblasti che sintetizzano nuova matrice ossea (Pfeilschifter et al., 1987; 

Wozney et al., 1988). Mentre l’attività di sintesi di nuovo osso sta iniziando, 

gli osteoclasti subiscono apoptosi (Wakeyama et al., 2007; Nakamura et al., 

2007). Anche gli elevati livelli di calcio extracellulare rilasciati durante il 

riassorbimento inducono l’apoptosi degli osteoclasti (Zaidi et al., 1989). 

Teminata la fase di neosintesi gli osteoblasti entrano in quiescenza. 

La sclerostina è una proteina secreta dagli osteociti che si pensa abbia un 

ruolo nell’induzione della quiescenza degli osteoblasti (Van Bezooijen et al., 

2004). 

 

L’OSTEOPOROSI SECONDARIA DA GLUCOCORTICOIDI: 

L’osteoporosi è una patologia caratterizzata da perdita di massa ossea e 

deterioramento strutturale dell’osso, portando ad un incremento del rischio 

di fratture (Holroyd et al., 2008). 

La forma primaria di osteoporosi colpisce  principalmente le donne in 

menopausa, ma esistono anche forme secondarie di osteoporosi che 

insorgono in conseguenza di patologie come il diabete mellito, 

l’iperparatiroidismo ed il trattamento a lungo termine con glucocorticoidi.  

I glucocorticoidi, farmaci utilizzati nel trattamento di molte patologie tra le 



19 

 

quali quelle epatiche, gastrointestinali, reumatologiche, renali e polmonari 

e nella prevenzione del rigetto nei trapianti, sono per frequenza la terza 

causa di osteoporosi dopo quella post-menopausale e quella senile (Lukert 

et al., 1996) e sono la più frequente causa di osteoporosi secondaria (Saag 

et al., 1997).  

I glucocorticoidi alterano l’equilibrio tra il riassorbimento dovuto all’azione 

degli osteoclasti e la sintesi di nuovo osso da parte degli osteoblasti. 

I glucocorticoidi hanno un’azione diretta sugli osteoblasti inibendo il 

differenziamento degli osteoprogenitori in osteoblasti (Olney, 2009). Inoltre 

essi hanno un’azione inibitrice sul rilascio delle gonadotropine che causa 

ipogonadismo (Gore et al., 2006). I glucocorticoidi inibiscono la produzione 

di IGF-I (Insulin-like Growth Factor I) (Delany et al., 2001) ed inducono la 

resistenza a questo fattore (Prummel et al., 1996; Wajchenberg et al., 

1996). La diminuzione di IGF-I, l’induzione della resistenza a IGF-I e la minor 

produzione di estrogeni derivata dall’ipogonadismo portano ad una 

diminuzione della proliferazione degli osteoblasti e delle loro funzioni 

anaboliche. L’azione combinata dei  glucocorticoidi con la diminuzione di 

IGF-1 stimola l’apoptosi degli osteoblasti (Weinstein et al., 1998; Weinstein, 

2001). I glucocorticoidi aumentano l’espressione di RANKL e diminuiscono 

quella di OPG (Olney, 2009). Infine i glucocorticoidi hanno effetto 

sull’escrezione del calcio (Baxter et al., 2000) ed inibiscono il suo 

assorbimento promuovendo l’ipocalcemia comportando l’aumento dei 

livelli di paratormone (Kuroki et al., 2008). L’aumentato livello di 

paratormone stimola l’attività degli osteoclasti.  

Con tutti questi meccanismi i glucocorticoidi aumentano l’attività di 

riassorbimento osseo a discapito dell’attività di sintesi da parte degli 

osteoblasti, tuttavia rimane da chiarire come la loro azione in vitro sia 
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opposta, infatti sono degli induttori della mineralizzazione in colture di 

osteoprogenitori (Aubin et al., 1999; Purpura et al., 2004).  

Questo paradosso suggerisce l’esistenza in vivo di una cellula intermediaria 

che trasmetta l’azione inibitrice dei glucocorticoidi agli osteoblasti. 

Nell’uomo durante il trattamento con glucocorticoidi la perdita di massa 

ossea è rapida durante i primi 6 mesi, con una riduzione media del 5% 

durante il primo anno (Baxter et al., 2000; Rackoff et al., 1998; Adachi et al., 

1997; Cohen et al., 1999). Successivamente la perdita ossea è del 1%-2% 

all’anno (Baxter et al., 2000). L’osso trabecolare e la parte corticale delle 

vertebre sono più colpiti rispetto alla regione corticale delle ossa lunghe 

(Baxter et al., 2000; Reid et al., 2000). Quindi la regione lombare della spina 

dorsale e la porzione prossimale del femore sono le sedi più colpite dalle 

fratture (Baxter et al., 2000). L’incidenza delle fratture è stimata essere 1.3-

2.6 volte più alta negli individui trattati con glucocorticoidi (Van Staa et al., 

2000). 

L’osteoporosi, compresa quella indotta da glucocorticoidi, può essere in 

parte prevenuta da somministrazioni di calcio e vitamina D, in particolare se 

l’assunzione con la dieta risulta essere inadeguata (Boling et al., 2004). 

Tuttavia in molti pazienti è richiesto  un trattamento farmacologico per 

contrastare l’insorgenza di osteoporosi. I farmaci più efficaci nel 

trattamento dell’osteoporosi post-menopausale sono i bisfosfonati, la 

calcitonina, il raloxifene, il paratormone (PTH) ed il teriparatide, mentre nel 

trattamento dell’osteoporosi indotta da glucocorticoidi sono efficaci 

soprattutto i bisfosfonati (Boling et al., 2004). 

Il topo è il modello animale ideale per lo studio dell’osteoporosi indotta da 

glucocorticoidi perché presenta un minor numero di fattori fuorvianti 

rispetto ad altre specie (Weinstein et al., 1998). In modelli animali come il 
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coniglio o il cane non si riscontrano cambiamenti significativi della densità 

ossea e del volume di osso trabecolare, si verificano inoltre perdita di peso 

e accumulo di grasso a livello epatico (Quarles et al., 1992; Grardel et al., 

1994; Kawai et al., 1985). Nelle pecore i cambiamenti istologici assomigliano 

a quelli dei pazienti trattati con glucocorticoidi ma anche in questo modello 

i cambiamenti della densità ossea e della massa di osso trabecolare non 

sono significativi (Deloffre et al., 1995; Chavassieux et al., 1997; Newman et 

al., 1995). Nei ratti, in seguito al trattamento con glucocorticoidi, avviene 

una diminuzione dell’attività di formazione ossea (Dalle Carbonare et al., 

2007). Tuttavia, in questo modello animale non avviene un significativo 

aumento del riassorbimento, ciò è probabilmente dovuto al ridotto 

rimodellamento osseo nei ratti durante tutta la loro vita (Kimmel, 1991; Li 

XJ et al., 1991). Inoltre, solo nel topo la somministrazione di glucocorticoidi 

induce una situazione molto simile a quella dei pazienti umani con perdita 

di osso prevalentemente a livello assiale invece che a livello appedincolare e 

accompagnata da indici istologici di ridotta attività osteoblastica (Lukert et 

al., 1996; Fitzpatrick et al., 1994; Reid et al., 1989).  

L’induzione del danno nel topo viene ottenuta tramite la somministrazione 

di glucocorticoidi per un periodo di 30 giorni (Weinstein et al., 1998; 

Herrmann et al., 2009; Hofbauer et al., 2009; Yao et al., 2008; Plotkin et al., 

2008). In seguito al trattamento si verifica una riduzione della BMD a livello 

globale ed in particolare a livello delle vertebre e del femore (Weinstein et 

al., 1998; Plotkin et al., 2008; Hofbauer et al., 2009). L’istomorfometria 

ossea conferma questi risultati riscontrando una diminuzione della 

formazione ossea ed un aumento del riassorbimento (Hofbauer et al., 

2009). Alcuni studi hanno rilevato un aumento dei livelli di calcio nelle urine 

e una diminuzione dei livelli di osteocalcina nel siero (Hofbauer et al., 2009; 
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Herrmann et al., 2009), parametri che indicano un aumento del turnover 

osseo. Alcuni studi, tramite tecniche di biologia molecolare come 

microarrays e Real Time PCR,  hanno riscontrato un aumento 

dell’espressione dei geni relativi alla proliferazione e maturazione degli 

osteoclasti ed una diminuzione di quelli relativi alla proliferazione e 

maturazione degli osteoblasti (Yao et al., 2008). 

Le modalità di somministrazione del farmaco sono l’iniezione sottocutanea 

o intraperitoneale (Herrmann et al., 2009; Man et al., 2002; De Bie et al., 

1996), l’impianto di pellet sottocutanei a rilascio lento (Weinstein et al., 

1998; Herrmann et al., 2009; Hofbauer et al., 2009; Yao et al., 2008; Plotkin 

et al., 2008) o l’impianto di pompe micro-osmotiche (Herrmann et al., 

2009). La somministrazione per un periodo di 30 giorni corrisponde ad un 

periodo di 3-4 anni nell’uomo (Weinstein et al., 1998). I dosaggi utilizzati 

sono maggiori in relazione al peso corporeo di quelli utilizzati nell’uomo ma 

va considerata la maggiore velocità di clearance metabolica dei 

glucocorticoidi e di altri composti negli animali di piccola taglia (Stanton et 

al., 1985; Borchard et al., 1992; Kleiber et al., 1961). 

 

TERAPIA CELLULARE ED INGEGNERIA TISSUTALE PER LA RIGENERAZIONE 

DELL’OSSO: 

L’osso ha la capacità innata di riparare i danni attraverso il rimodellamento, 

tuttavia in molte patologie ossee, soprattutto in quelle in cui la risorsa di 

cellule staminali residenti è compromessa, si deve ricorrere a terapie 

farmacologiche con farmaci che diminuiscono il riassorbimento o stimolano 

la formazione di osso. Queste terapie migliorano le condizioni cliniche dei 

pazienti ma non risolvono le cause della patologie ossee.  

La terapia cellulare, che si propone di utilizzare cellule staminali od 
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osteoprogenitori da indirizzare verso il sito di danno osseo, ha la 

potenzialità di risolvere la causa alla base delle patologie ossee; anche se 

attualmente l’efficacia è limitata dalla bassa percentuale di ripopolamento 

da parte delle cellule infuse e dalla sopravvivenza a lungo termine delle 

cellule trapiantate (Jethva et al., 2009). 

Cellule molto utilizzate negli studi preclinici e clinici nel campo della 

rigenerazione di molti tessuti, tra i quali quello osseo, sono le cellule 

staminali mesenchimali (MSCs).  

Le MSCs furono isolate per la prima volta da Friedenstein che le isolò da 

midollo osseo e le descrisse come una popolazione di cellule di aspetto 

fibroblastico che dava origine a colonie in coltura e che aveva potenziale 

osteogenico (Friedenstein et al., 1968). Successivamente Caplan (Goshima 

et al., 1991) coniò il termine “cellule staminali mesenchimali” per 

sottolineare la loro origine. In seguito le MSCs furono isolate da molti altri 

tessuti come muscolo scheletrico, tessuto adiposo, placenta e cordone 

ombelicale (Jiang et al., 2002; Pittenberg et al., 1999).  

Le MSCs sono multipotenti in quanto, se sottoposte a determinati stimoli, 

hanno la capacità di differenziare in vitro in diversi tipi cellulari come cellule 

ossee, cartilaginee, muscolari, adipose (Erices et al., 2000; Pittenger et al., 

1999; Campagnoli et al., 2001; O’Donoghue et al., 2003; Toma et al., 2002; 

Woodbury et al., 2000; Kopen et al., 1999; Bruder et al., 1997; Krampera et 

al., 2003; Ferrari et al., 1998; Koc et al., 2000; Horwitz et al., 2002; Di Nicola 

et al., 2002). Le MSCs sono una popolazione in piccola percentuale (0.001-

0.01%) nel midollo osseo (Pittenger et al., 1999). Queste cellule sono 

presenti in percentuali simili anche nel sangue periferico (Zvaifler et al., 

2000) e nel cordone ombelicale (Erices et al., 2000). Nonostante la loro 

rarità le MSCs sono facilmente isolabili grazie alla loro aderenza su plastica 
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e possono essere espanse in vitro. 

Ciò che rende le MSCs delle ottime candidate per la rigenerazione tissutale 

oltre alla capacità di autorinnovamento e alla multipotenza è la scarsa 

immunogenicità, infatti, tra le molecole prodotte dalle MSCs alcune hanno 

capacità immunosoppressiva (Siegel et al., 2009). Si è dimostrato che il 

medium condizionato per 24-48 ore dalle MSCs in fase di crescita è in grado 

di inibire il riconoscimento e la crescita delle cellule T e la loro espansione 

(Pittinger et al., 1999; Devine et al., 2001; Maitra et al., 2004; Beyth et al., 

2005). 

Inoltre le MSCs sono in grado di secernere altre molecole che 

contribuiscono a creare il microambiente della rigenerazione tissutale, 

stimolando altre cellule a partecipare alla rigenerazione (Caplan et al., 

2007). 

Per quanto riguarda la rigenerazione del tessuto osseo, in alcuni studi MSCs 

derivate da midollo osseo sono state infuse tramite infusione sistemica in 

pazienti affetti da osteogenesi imperfecta (OI). Nonostante solo circa l’1% 

degli osteoblasti fossero derivate dal donatore, i pazienti trattati hanno 

mostrato un miglioramento delle loro condizioni con un incremento della 

velocità  di crescita (Horwitz et al., 1999; Horwitz et al., 2002).  

In un modello murino di OI è stato effettuato un trapianto intrauterino di 

MSCs fetali umane ottenendo un ripopolamento significativo dell’osso con 

riduzione delle fratture (Guillot et al., 2008). Un trapianto intrauterino di 

MSCs fetali è stato effettuato anche nell’uomo, in questo caso un feto con 

fratture multiple dovute ad OI ha ricevuto un’infusione di MSCs derivate da 

fegato fetale durante la trentaduesima settimana di gestazione.  

Il follow-up postnatale ha dimostrato un incremento della mineralizzazione 

ossea e un recupero della velocità di crescita a livelli simili a quelli dei 
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bambini non affetti da OI (Le Blanc et al., 2005).  

Approcci di terapia cellulare sono stati applicati in modelli animali di 

osteoporosi. I topi SAMP6 sono un modello murino di topi con 

invecchiamento accelerato che subiscono un’inibizione età-dipendente 

dell’osteoblastogenesi e dell’osteoclastogenesi ed un aumento 

dell’adipogenesi, mostrando un quadro simile ai pazienti affetti da 

osteoporosi. Topi SAMP6 irradiati hanno ricevuto un trapianto locale di 

cellule da midollo osseo mostrando un recupero della densità ossea, una 

diminuzione del riassorbimento ed un parziale recupero dei meccanismi 

regolatori del turnover osseo (Ichioka et al., 2002; Takada et al., 2006).  

In uno studio effettuato su un modello murino di osteoporosi indotta da 

glucocorticoidi sono state utilizzate MSCs, ingegnerizzate per migliorare 

l’homing, ottenendo un recupero della massa ossea ed un parziale recupero 

dopo 4 settimane dal trapianto (Lien et al., 2009).  

Molti gruppi hanno utilizzato le MSCs seminate su scaffold successivamente 

impiantati nell’osso. Per esempio, in alcuni studi pre-clinici di ingegneria 

tissutale nei quali sono stati coinvolti roditori, cani ed umani, MSCs derivate 

dal midollo osseo sono state seminate su scaffold di ceramica porosa 

(Liebergall et al., 1994; Bruder et al., 1998; Kon et al., 2000) e 

successivamente impiantati nell’osso per favorire la rigenerazione del 

tessuto. Altri autori hanno utilizzato MSCs derivate da midollo seminate su 

scaffold polimerici per la rigenerazione della cartilagine (Solchaga et al., 

2005).  

Ci sono diversi approcci nell’utilizzo delle MSCs associate agli scaffold negli 

studi di rigenerazione tissutale. Le MSCs possono essere seminate in vitro 

sul supporto e, dopo una breve incubazione per favorire la loro adesione, il 

supporto viene impiantato (Dennis et al., 1992, Dennis et al., 1998; Ohgushi 
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and Caplan, 1999; Solchaga et al., 2000). Un altro approccio consiste nel 

seminare le MSCs sul supporto, incubarlo per 7-14 giorni in medium di 

differenziamento osteogenico per stimolare la maturazione delle cellule 

verso il lineage osteogenico e successivamente impiantarlo (Ohgushi et al., 

1993, Ohgushi et al., 2005). Altri autori invece impiantano direttamente il 

supporto e successivamente le cellule in modo che la colonizzazione del 

supporto da parte delle cellule avvenga direttamente in vivo (Kirker et al., 

2002; Park et al., 2007). Tutte queste tecniche hanno portato alla 

produzione di osso ben differenziato ed integrato con il tessuto residente 

(Kadiyala et al., 1997).  

 

LE CALVARIAL CELLS: 

Fin dagli inizi dello scorso secolo sono stati fatti dei tentativi di coltura di 

cellule osteogeniche da espianti di osso (Fell, 1932). 

Dopo il lavoro pionieristico di Fell sono seguiti altri lavori in cui si è cercato 

di ottenere cellule osteogeniche capaci di formare collagene in vitro.  

Molti di questi studi sono stati fatti su colture d’organo nelle quali interi 

frammenti d’osso erano mantenuti in coltura e successivamente analizzati 

istologicamente e biochimicamente. A questi studi preliminari su colture 

d’organo ne sono seguiti altri in cui vennero utilizzati vari metodi per isolare 

cellule con potenziale osteoblastico dall’osso e da altri tessuti.  

Fitton-Jackson e colleghi ottennero fibroblasti da embrioni di pollo 

dimostrandone la capacità osteogenica, mentre Bard e colleghi isolarono 

cellule ossee da varie fonti, anche se non riuscirono a mantenerle in coltura 

per lungo tempo ed esse perdevano la capacità di mineralizzare in vitro 

(Bard et al., 1972). 

 Negli anni ’70 alcuni gruppi riuscirono ad isolare da crani di ratto e di topo 
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una popolazione di cellule con potenziale osteogenico, che chiamarono 

“calvarial cells”. Binderman e colleghi (1974) isolarono le calvarial cells da 

embrioni di ratto di 16-20 giorni, ricavandole dai surnatanti di successive 

digestioni con collagenasi. Lo stesso gruppo ottenne cellule anche dai 

surnatanti di successive digestioni del periostio. Questi ricercatori 

evidenziarono che le calvarial cells hanno un aspetto simile a quello dei 

fibroblasti durante i primi giorni in coltura, per poi acquisire un aspetto 

cuboidale, tipico delle cellule con potenziale osteogenico. Durante le prime 

fasi di coltura queste cellule sono in grado di produrre una matrice ricca in 

collagene che successivamente mineralizza, come evidenziato dalle 

colorazioni Alizarin Red e Von Kossa e dalle osservazioni al microscopio 

elettronico (Binderman et al., 1974).  

Altri ricercatori ottennero le calvarial cells sia dalla semina delle cellule 

derivate da digestioni con collagenasi sia dalla messa in coltura dei crani di 

ratto parzialmente digeriti, osservando che queste cellule sono in grado di 

migrare dagli espianti verso la superficie della piastra di coltura (Gerber and 

Gwynn, 2001). Le calvarial cells sono una popolazione eterogenea di cellule 

che comprende osteoprogenitori, pre-osteoblasti, osteoblasti e fibroblasti, 

(Wong and Cohn, 1975; Bellows et al., 1986; Bellows and Aubin, 1989; 

Zohar et al., 1997). Le calvarial cells sono in grado di mineralizzare in vitro. I 

medium più utilizzati per indurre la mineralizzazione di cellule osteoblast-

like isolate da varie specie e distretti anatomici sono il DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium) (Ecarot-Charrier et al., 1983) o il BGJ Fitton-

Jackson’s modification (Binderman et al., 1974) o il Minimal Essential 

Medium (MEM) (Bellows et al., 1986), addizionati di 10% FCS o FBS e acido 

ascorbico (Wada Y. et al., 1998, Ecarot-Charrier et al., 1983). Inoltre per 

promuovere la mineralizzazione è necessario aggiungere fosfato inorganico 



28 

 

(Chung et al., 1992; Bellows et al., 1992; Marsh et al., 1995) oppure fosfato 

organico come il β-glicerofosfato (Fell and Robinson, 1934; Nefussi et al., 

1985; Zimmerman et al., 1991; Lee et al., 1992; Chung et al., 1992; Bellows 

et al., 1992; Ecarot-Charrier et al., 1983). 

Alcuni ricercatori, sulla base della spiccata capacità osteogenica, 

selezionarono una linea cellulare clonale (MC3T3-E1) derivata da calvaria di 

topi neonati (Sudo et al., 1983). Durante il differenziamento in vitro delle 

MC3T3-E1 si possono distinguere tre fasi (Aronow et al., 1990; Owen et al., 

1990; Choi et al., 1996): una fase di proliferazione (fino al 10° giorno), una 

fase di formazione/maturazione della matrice (10°-16° giorno) e una fase di 

mineralizzazione (16°-30° giorno). Durante la fase di proliferazione vengono 

espressi i geni relativi al ciclo cellulare come gli istoni H3 e H4 e la proteina 

ribosomiale S6, durante la fase di formazione/maturazione della matrice 

vengono espressi i geni che codificano per il collagene di tipo 1 (COLIA1), 

per l’osteonectina (ON o SPARC), per la fibronectina e per il TGF-β. Questi 

geni raggiungono il massimo dell’espressione attorno al 16° giorno di 

coltura. Durante la fase di mineralizzazione l’osteonectina continua ad 

essere espressa ed inizia l’espressione dell’osteocalcina (OC) che raggiunge 

il massimo il 28° giorno. La fase di formazione/maturazione della matrice si 

caratterizza anche per un aumento dell’attività della fosfatasi alcalina che 

raggiunge il massimo il 10° giorno per poi decrescere e mantenersi poco 

sopra i livelli basali, mentre la fase di mineralizzazione si distingue per la 

comparsa di noduli di mineralizzazione Alizarin Red positivi (Choi et al., 

1996). Anche nelle colture primarie di calvarial cells di ratto si distinguono 

le tre fasi della linea MC3T3-E1 (Lynch et al., 1995, Stein and Lian, 1993; 

Aronow et al., 1990; Owen et al., 1990), anche se i picchi di espressione 

massima di alcuni geni non coincidono tra i due sistemi cellulari. 
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SCOPO DELLA TESI 

 

Le attuali terapie per la cura dell’osteoporosi, compresa quella secondaria, 

sono basate sulla somministrazione di farmaci anti-riassorbimento o che 

stimolano la formazione ossea, tuttavia questi approcci non mirano alla 

risoluzione della causa della patologia.  

La terapia cellulare con cellule staminali o progenitori rappresenta una 

promettente alternativa alle terapie farmacologiche perché si ripropone 

una vera e propria ricostruzione del tessuto danneggiato che abbia come 

risultato il ripristino della funzionalità del tessuto.  

Questa tesi ha lo scopo di valutare se possano essere utilizzate cellule 

staminali adulte per il ripopolamento del danno osseo da glucocorticoidi, 

che è la causa più diffusa  di osteoporosi secondaria.  

Questo lavoro, in cui è stato utilizzato un modello animale murino, 

rappresenta uno studio preliminare necessario per valutare la capacità di 

engraftment delle cellule staminali nel sito di danno osseo.  

In futuro si pensa di utilizzare lo stesso modello animale sacrificando gli 

animali dopo un maggiore tempo dall’infusione delle cellule in modo da 

poter valutare non solo la capacità  di engraftment ma anche quella di 

proliferare e differenziare in osteoblasti maturi e funzionali. 

Inoltre, si prevede di provare ad infondere preosteoblasti differenziati per 

un certo tempo in coltura, in modo che le cellule infuse abbiano un 

maggiore commitment osteogenico. 

Successivamente, si pensa di utilizzare un modello animale di topi 

immunodeficienti SCID in cui verranno infuse cellule staminali adulte 

umane per valutare il loro comportamento in vista di un’applicazione 

clinica. 
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MATERIALI E METODI 

 

Colture cellulari: 

Le cellule (calvarial cells) sono state isolate da cranio di topo (calvarial cells) 

neonato C57JTG-UBC-GFP. I crani sono stati tagliati con bisturi in piccoli 

frammenti e sottoposti a due digestioni successive a 37°C in medium 

contenente 10 mg/ml di collagenasi di tipo IV-S estratta da Clostridium 

histolyticum (Sigma aldrich, Milano). I surnatanti delle digestioni sono stati 

scartati, i crani parzialmente digeriti sono stati messi in coltura in medium 

completo costituito da α-MEM (Sigma aldrich, Milano) contenente 10% di 

FBS (Sigma aldrich, Milano) e 1% di antibiotico-antimicotico (Sigma aldrich, 

Milano) in flask da 75 cm
2
 (4 crani in ogni flask). Il medium è stato cambiato 

due volte a settimana.  

Per le colorazioni citochimiche e le valutazioni molecolari sulle cellule 

differenziate, è stato addizionato al medium acido ascorbico (Sigma aldrich, 

Milano) e β-glicerofosfato (Sigma aldrich, Milano). 

 

Colorazione citochimica per la fosfatasi alcalina su colture cellulari: 

Le cellule derivate da cranio sono state seminate alla densità di circa 30000 

cellule per pozzetto su piastra 24 wells; dopo il raggiungimento della 

confluenza, le cellule sono state fissate con soluzione fissante contenente 

formaldeide al 37% (Carlo Erba Reagents, Milano), soluzione citrata (Sigma 

Aldrich, Milano) e acetone (Carlo Erba Reagents, Milano).  

Successivamente le cellule sono state incubate con soluzione colorante 

alcalina costituita da soluzione alcalina FBB (Sigma Aldrich, Milano), 

soluzione di nitrito di sodio (Sigma Aldrich, Milano) e soluzione alcalina di 
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naftol AS-BI (Sigma Aldrich, Milano). Come colorazione di contrasto è stato 

utilizzato rosso neutro (Sigma Aldrich, Milano). 

 

Colorazione citochimica per depositi di calcio (Alizarin Red) su colture 

cellulari: 

Per la valutazione della capacità di mineralizzazione della matrice le cellule 

sono state seminate alla densità di circa 10
5
 cellule per pozzetto su piastra 6 

wells, al 70% di confluenza il medium completo è stato sostituito con 

medium di differenziamento. Dopo 30 giorni le cellule sono state fissate con 

10% di formaldeide e successivamente incubate con una soluzione di 

Alizarin red S 2% a pH 4.2 (Sigma Aldrich, Milano).  

Le cellule sono state osservate al microscopio ottico per individuare i nuclei 

di mineralizzazione costituiti da precipitati di calcio-fosfato, riconoscibili 

come noduli rossi. 

 

Colorazione citochimica per depositi di fosfato (Von Kossa) su colture 

cellulari: 

Per la valutazione della capacità di mineralizzazione della matrice oltre 

all’Alizarin Red è stata effettuata una colorazione Von Kossa. 

Le cellule sono state seminate su vetrino coprioggetto (VWM International, 

Milano) alla densità di 15.000 cellule/cm
2
, al 70% di confluenza il medium è 

stato sostituito con medium di differenziamento. Dopo 30 giorni le cellule 

sono state fissate con una soluzione al 4% di formaldeide (Carlo Erba 

Reagents, Milano) a pH 6.9. Le cellule fissate sono state incubate con una 

soluzione contenente 5% di nitrato d’argento (Sigma aldrich, Milano) e 

successivamente con una soluzione di formaldeide e bicarbonato di sodio 

(Na2CO3) (Sigma aldrich, Milano). Successivamente le cellule sono state 



33 

 

incubate con una soluzione colorante contenente 1 parte di soluzione al 

10% di K4Fe(CN)6 ·3 H2O (Sigma aldrich, Milano) e 9 parti di una soluzione al 

10% di tiosolfato di sodio (MERK, Milano). I vetrini coprioggetto sono stati 

sottoposti a disidratazione in una serie di soluzioni con percentuale 

crescente di etanolo (Carlo Erba Reagents, Milano) e  montati con balsamo 

del Canada (Carlo Erba Reagents, Milano). Le cellule sono state osservate al 

microscopio ottico per individuare i nuclei di mineralizzazione costituiti da 

precipitati di calcio-fosfato, riconoscibili come noduli marrone scuro-neri. 

 

Real time PCR su cellule: 

L’analisi di Real time PCR è stata condotta su cellule non differenziate, su 

cellule differenziate per 19 giorni e su cellule differenziate per 30 giorni. 

Le cellule sono state staccate dalla piastra di coltura dopo trattamento con 

soluzione 0.25% tripsina-EDTA (Sigma aldrich, Milano), il pellet di cellule 

ottenuto dopo centrifugazione a 1800 rpm per 5 minuti è stato congelato a  

-80°C. L’RNA è stato estratto con RNeasy Mini Kit (Qiagen, Milano) con 

trattamento con DNasi I (RNase free DNase Set, Qiagen, Milano).  

L’RNA è stato stoccato a -80°C. La quantità e la purezza dell’RNA sono state 

analizzate misurando l’assorbanza a 260 nm e 280 nm con 

spettrofotometro (BioPhotometer Eppendorf, Italia). Sono stati considerati 

puri i campioni con un rapporto 260/280 tra 1.8-2.0. L’integrità dell’RNA è 

stata analizzata con Bioanalyser (Bioanalyser 2100 Agilent, Italia).  

L’RNA è stato retrotrascritto (Gene Amp PCR system 2004, Perkin Elmer, 

Monza) in cDNA con (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with 

RNase Inhibitor, Applied Biosystems, Milano). Il cDNA è stato stoccato a -

20°C. 

Per l’analisi di Real time PCR è stata utilizzata la tecnica di quantizzazione 
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relativa con metodo ΔΔCt. Lo strumento utilizzato per effettuare gli 

esperimenti di Real time PCR è StepONE
TM

 (Applied Biosystems, Milano).  

La PCR è stata realizzata in un volume totale di 20 µl contenenti 10 µl di 

TaqMan Gene Expression Master Mix (2X, Applied Biosystems, Milano), 1 µl 

di TaqMan Gene Expression Assay [TaqMan Assays-on-Demand Gene 

Expression Products 20X (RUNX2: Mm00501584_m1); Applied Biosystems, 

Milano)] o 1 µl di TaqMan Endogenous Control [TaqMan Pre-developed 

Assay Reagents 20X (beta-actina: mouse ACTB); Applied Biosystems, 

Milano)] e 9 µl di cDNA alla concentrazione totale di 20 ng. Le condizioni di 

amplificazione erano le seguenti: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, seguiti da 40 

cicli a 95°C per 15 secondi e a 60°C per 1 minuto. Ogni campione è stato 

analizzato in triplo, e per normalizzare l’espressione è stato utilizzato come 

controllo endogeno il gene housekeeping beta-actina (ACTB).  

Come campione calibratore di riferimento è stato utilizzato un campione 

proveniente da cellule non differenziate. Ogni esperimento è stato 

realizzato in triplo. 

 

Modello sperimentale di danno osseo da glucocorticoidi: 

Topi maschi C57BL/6 di 3 mesi di vita del peso di circa 25g sono stati divisi 

in 3 gruppi sperimentali: 

1. Gruppo I (n=4): topi non trattati con farmaco e non infusi con cellule; 

2. Gruppo II (n=4): topi trattati con farmaco non infusi con cellule; 

3. Gruppo III (n=4): topi trattati con farmaco ed infusi con cellule.  

I topi trattati con farmaco hanno ricevuto tramite iniezione sottocutanea 

una dose di glucocorticoide (Urbason solubile: 20 mg/ml metilprednisolone 

emisuccinato, Sanofi Aventis, Milano) di 75 mg/kg alla settimana per un 

mese. I topi non trattati con farmaco hanno ricevuto soluzione fisiologica. 
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I topi appartenenti al gruppo III hanno ricevuto l’infusione di 5 x 10
5
 

“calvarial cells” derivate dai crani di topi neonati GFP attraverso la vena 

della coda, dopo una settimana dalla sospensione del trattamento con 

farmaco. Dopo una settimana dall’infusione delle cellule i topi sono stati 

sacrificati con dislocazione cervicale. Una parte delle tibie e dei femori è 

stata raccolta, posta in RNA later overnight (Qiagen, Milano) e stoccata a -

80°C per la successiva estrazione dell’RNA ed analisi di Real time PCR.  

Una parte è stata posta in etanolo 70% per la successiva inclusione in metil-

metacrilato ed analisi istomorfometrica. Una parte è stata inclusa in OCT 

(Gentaur, Milano), congelata in azoto liquido e stoccata a -80°C per l’analisi 

immunoistochimica. 

 

Real time PCR su campioni di tessuto: 

Dai campioni di tibia e femore stoccati a -80°C è stato estratto l’RNA che è 

stato analizzato per la purezza, l’integrità e retrotrascritto. Il cDNA così 

ottenuto è stato utilizzato per l’analisi di Real time PCR come 

precedentemente descritto. TaqMan Gene Expression Assay [TaqMan 

Assays-on-Demand Gene Expression Products 20X (RUNX2: 

Mm00501584_m1; SPARC: Mm00486332; ALP: Mm01187117_m1); Applied 

Biosystems, Milano]. TaqMan Endogenous Control [TaqMan Pre-developed 

Assay Reagents 20X (beta-actina: mouse ACTB, Applied Biosystems, 

Milano)]. Ogni campione è stato analizzato in triplo, per normalizzare 

l’espressione è stato utilizzato come controllo endogeno il gene 

housekeeping beta-actina. Come campioni calibratori di riferimento sono 

stati utilizzati i campioni derivati dai topi appartenenti al gruppo I.  

Ogni esperimento è stato realizzato in triplo. 
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Analisi Istomorfometrica e di microarchitettura ossea: 

I femori e le tibie stoccati in etanolo 70% sono stati trasferiti 

successivamente in etanolo assoluto (Carlo Erba Reagents reagents, 

Milano), in toluene (Carlo Erba Reagents, Milano), in metil-metacrilato 

(Merk, Milano), in metil-metacrilato contenente 1% di benzoile perossido 

(Merk, Milano) ed infine in metil-metacrilato contenente 2% di benzoile 

perossido ottenendo la completa inclusione dei campioni in metil-

metacrilato. Sono state fatte delle sezioni dei campioni al microtomo e 

queste sono state sottoposte a colorazione tricromica di Goldner che 

prevede incubazioni successive con i seguenti coloranti: ematossilina di 

Weigert ottenuta miscelando ematossilina (Carlo Erba Reagents, Milano) e 

cloruro di ferro (Carlo Erba Reagents, Milano), fucsina acida/ponceau S 

(Carlo Erba Reagents, Milano), arancio G (Carlo Erba Reagents, Milano) e 

verde luce (Carlo Erba Reagents, Milano). Dopo disidratazione in etanolo 

assoluto i vetrini sono stati montati con Entellan (Merk, Milano).  

I tessuti calcificati risultano essere colorati in verde, gli osteoidi e le cellule 

in rosso. I vetrini così ottenuti sono stati analizzati per i parametri di 

istomorfometria e microarchitettura ossea. Le misurazioni sono state 

effettuate con un microscopio ad epifluorescenza (Leica DMR, Leica 

Microsystems, Germany) connesso ad una CCD camera (Sony DXC 390P; 

Sony, Japan) ed un computer dotato di software per analisi 

istomorfometriche (Bone 3.1, Explora Nova, La Rochelle, France).  

Sono stati valutati i seguenti parametri: (BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp, O.Th, 

OS/BS, OV/BV, Osteoblast Surface/Bone Surface, Osteoclast Surface/Bone 

Surface, ES/BS, Nd.N/TV, Nd/Tm). 
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Immunoistochimica: 

I campioni per l’immunoistochimica non sono stati ancora analizzati. 

 

Analisi statistica: 

I risultati sono stati espressi come media ± DS, la significatività è stata 

valutata con test ANOVA considerando significativi valori di p inferiori a 

0.05. Le differenze tra i gruppi con p<0.05 sono state testate con Bonferroni 

Post-hoc test. Le analisi statistiche sono state effettuate con il pacchetto 

SAS (GLM procedure; SAS Institute 2004).  
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RISULTATI 

 

Le calvarial cells, derivate da cranio di topi neonati, presentano una  

morfologia di tipo fibroblastico durante i primi giorni di coltura (fig. 1A), 

successivamente, alla confluenza, le cellule acquisiscono una morfologia 

cuboidale tipica dei preosteoblasti (fig. 1B).  

Durante i primi giorni di coltura si osserva una rilevante attività della 

fosfatasi alcalina come dimostrato dalla colorazione istochimica che 

evidenzia i siti di attività dell’enzima colorando le cellule di colore blu-viola 

(fig. 2A). L’attività dell’enzima decresce con il differenziamento (fig.  2B).  

Le colture di calvarial cells sottoposte allo stimolo di differenziamento per 

30 giorni sono positive alla colorazione Alizarin Red per i depositi di calcio, 

come evidenziato dalla presenza di nuclei di colore rosso nella matrice (fig. 

3A). Inoltre le colture sono positive anche alla colorazione Von Kossa per i 

depositi di fosfato, come dimostrato dalla presenza di nuclei di colore 

marrone-nero (fig. 3B).   

L’espressione del gene Runx2 aumenta durante il differenziamento, in 

particolare è significativo l’aumento nelle cellule differenziate per 30 giorni 

rispetto alle cellule non differenziate (+50%, p<0.05) (grafico 1). 

L’inoculazione di preosteoblasti nei topi del gruppo III ha evidenziato un 

aumento dei parametri relativi all’osteoide rispetto al gruppo II, con 

incremento dello spessore (O.Th), superficie (OS/BS) e volume (OV/BV) 

(tabella 1). Inoltre, si è osservato un aumento del numero di osteoblasti 

attivi, cioè in corso di deposizione di osteoide, nelle sezioni esaminate.  
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Non si sono osservate, invece, variazioni significative in termini di volume 

osseo (BV/TV), spessore trabecolare (Tb.Th) numero delle trabecole (Tb.N) 

e separazione fra esse (Tb.Sp) (tabella 1).  

Non sono state rilevate, inoltre, differenze in termini di microarchitettura, 

espresso come numero di nodi (Nd.N/TV) e rapporto tra nodi e termini 

(Nd/Tm). Risultati simili sono emersi dalla valutazione dei parametri 

indiretti di microarchitettura (Marrow Star Volume e Fractal Dimension). 

L’espressione genica ha dimostrato che nel gruppo II si ha una riduzione 

dell’espressione dei geni osteogenici rispetto al gruppo I (ALP: -50%, p<0.01; 

Runx2: -56.75%, p<0.01; SPARC: -44.5%, p<0.05) (grafici 2, 3, 4). 

Nel gruppo di topi del gruppo III si è avuto un recupero dell’espressione dei 

geni rispetto al gruppo II (ALP: +40%, p<0.05; Runx2: +66.28%, p<0.001; 

SPARC:  +55%, p<0.01) (grafici 2, 3, 4). 

I campioni di tessuto per l’ immunoistochimica devono essere processati. 
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DISCUSSIONE 

 

L’osteoporosi sia nelle forme primarie che nelle forme secondarie è 

attualmente trattata con terapia farmacologica con farmaci che 

diminuiscono il tasso di riassorbimento osseo o che stimolano la sintesi di 

nuovo osso. Nel caso dell’osteoporosi secondaria indotta da trattamento a 

lungo termine con glucocorticoidi i farmaci più utilizzati sono i bisfosfonati. 

Tuttavia questi farmaci anti-riassorbimento osseo, pur riducendo il rischio 

di frattura, spesso non riescono a ripristinare la massa ossea e la resistenza 

dell’osso (Lien et al., 2009). La terapia cellulare potrebbe rappresentare 

un’alternativa alle terapie convenzionali.  

La morfologia delle cellule da noi isolate è in accordo con le osservazioni 

presenti in letteratura in cui diversi gruppi di ricerca hanno descritto le 

calvarial cells come cellule aventi un aspetto fibroblastico durante i primi 

giorni di coltura e che successivamente acquisiscono l’aspetto cuboidale 

tipico delle cellule con potenziale osteogenico (Binderman et al., 1974, Sudo 

et al., 1983). 

Durante i primi giorni di coltura in medium normale le cellule sono positive  

alla fosfatasi alcalina, come da noi dimostrato dalla colorazione istochimica 

specifica per questo enzima, la positività diminuisce in medium 

differenziante. Questo dato è in accordo con i dati relativi alle calvarial cells 

presenti in letteratura (Choi et al. 1996; Lynch et al., 1995). 

Dai risultati delle colorazioni citochimiche Alizarin Red e Von Kossa da noi 

effettuate si evidenzia che le calvarial cells, sottoposte allo stimolo di 

differenziamento verso il lineage osteoblastico per 30 giorni, sono  in grado 

di mineralizzare, ovvero di depositare noduli di calcio-fosfato, caratteristica 
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tipica degli osteoblasti maturi. In letteratura altri gruppi hanno constatato 

che le calvarial cells mineralizzano dopo un mese in medium differenziante 

contenente β-glicerofosfato e acido ascorbico (Wada Y. et al., 1998, Ecarot-

Charrier et al., 1983). 

Si è riscontrato un aumento dell’espressione di Runx2 nelle cellule 

sottoposte a differenziamento. Runx2 è un fattore fondamentale per dare 

inizio al differenziamento osteogenico, tuttavia inibisce la completa 

maturazione dei preosteoblasti in osteoblasti (Komori et al., 2006). 

Da questi dati preliminari sull’espressione genica delle calvarial cells in 

coltura e dai dati relativi alle colorazioni citochimiche per la fosfatasi 

alcalina e per i depositi di calcio-fosfato possiamo concludere che le 

calvarial cells si differenziano acquisendo caratteristiche tipiche degli 

osteoblasti, tuttavia probabilmente mantengono ancora un certo grado di 

immaturità. Per verificare il grado di differenziamento delle calvarial cells 

sottoposte a stimoli osteogenici, i dati di espressione genica andranno 

integrati in futuro con indagini sull’espressione di altri markers osteogenici 

più tardivi. 

Per quanto riguarda il modello in vivo si è riscontrato un aumento dei 

parametri relativi all’osteoide nei topi del gruppo III rispetto ai topi del 

gruppo II, suggerendo che i preosteoblasti iniettati abbiano raggiunto il sito 

di danno osseo, l’abbiano ripopolato differenziando in osteoblasti e che 

questi abbiano cominciato a depositare nuovo osteoide.  

Una spiegazione al fatto di non aver riscontrato significative differenze negli 

altri parametri di istomorfometria come il volume osseo, lo spessore 

trabecolare, il numero delle trabecole e dei parametri di microarchitettura 

ossea, può essere la brevità del periodo trascorso tra l’infusione delle 

cellule ed il sacrificio degli animali. I preosteoblasti, quindi, hanno 
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probabilmente avuto il tempo di differenziare in osteoblasti e cominciare a 

deporre nuovo osteoide ma non hanno avuto il tempo per determinare un 

consistente aumento del volume osseo, dello spessore e del numero delle 

trabecole. 

La riduzione dei geni Runx2, osteonectina e fosfatasi alcalina nei topi 

appartenenti al gruppo II rispetto al gruppo I dimostra l’efficacia del 

trattamento con glucocorticoide nel provocare danno osseo. 

Il recupero dell’espressione genica nei topi del gruppo III rispetto ai topi del 

gruppo II sembra confermare il ripopolamento del tessuto osseo 

danneggiato da parte delle cellule staminali nei topi infusi con cellule.  

Il ripopolamento deve essere confermato dall’analisi immunoistochimica. 

In conclusione i risultati di questo studio, condotto in un modello murino, 

suggeriscono che i preosteoblasti abbiano capacità di engraftment nel sito 

di danno osseo indotto con somministrazione di glucocorticoidi. 

Un simile modello potrebbe teoricamente essere trasferito nella pratica 

clinica per indurre la colonizzazione del tessuto osseo danneggiato in 

pazienti che abbiano ricevuto una terapia a lungo termine con 

glucocorticoidi. Questo modello rappresenta uno studio preliminare che 

costituisce il punto di partenza per studi successivi che prevedono 

innanzitutto un maggiore tempo di attesa prima del sacrificio dell’animale 

in modo da poter valutare la capacità di proliferazione e di 

differenziamento in osteoblasti maturi e funzionali da parte delle cellule 

staminali inoculate. Inoltre, in questo studio, sono stati trapiantati 

preosteoblasti non differenziati, in futuro, si prevede di infondere negli 

animali preosteoblasti sottoposti per un certo tempo a differenziamento 

osteogenico per verificare se sia più opportuno utilizzare cellule immature o 

cellule che abbiano un maggiore commitment osteogenico. 
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FIGURE, GRAFICI E TABELLE 

 

  

Fig. 1: immagini al microscopio ottico. A) calvarial cells nei primi giorni in 

coltura (ingrandimento: 20X). B) calvarial cells a confluenza (ingrandimento: 

10X). 

 

 

 

   

Fig. 2: immagini al microscopio ottico. A) colorazione citochimica per 

fosfatasi alcalina di calvarial cells nei primi giorni in coltura (ingrandimento: 

10X). B) colorazione citochimica per fosfatasi alcalina di calvarial cells in 

differenziamento (ingrandimento: 10X). 

 

A B 

A B 
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Fig. 3: immagini al microscopio ottico. A) colorazione citochimica Alizarin 

Red (ingrandimento: 20X). B) colorazione citochimica Von Kossa 

(ingrandimento: 20X). 

 

 

  

Fig. 4: immagini di sezione istologiche di tibia. Colorazione tricromica di 

Goldner su sezioni di tessuto osseo. In verde sono visibili le trabecole ossee, 

in rosso la matrice osteoide e le cellule. Ingrandimento 10X. A) sezione di 

tessuto osseo di topo appartenente al gruppo II. B) sezione di tessuto osseo 

da topo appartenente al gruppo III. 

A B 

A B 

A B 
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Parametri di istomorfometria ossea Gruppo II Gruppo III 

Bone Volume/Tissue Volume (%) 18.6±1.1 19.2±1.4 

Trabecular Thickness (µm) 39.3±1.2 41.1±1.4 

Trabecular Number (N/mm) 3.4±0.3 3.6±0.2 

Trabecular Separation (µm) 252±4 249±5 

Osteoid Thickness (mm) 2.6±0.3 4.3±0.2*** 

Osteoid Surface/Bone Surface (%) 1.1±0.4 3.4±0.2*** 

Osteoid Volume/Bone Volume (%) 11±3 21±2*** 

Osteoblast Surface/Bone Surface (%) 3.3±0.9 5.8±0.5*** 

Eroded Surface/Bone Surface (%) 2.4±1.2 1.9±0.7 

Osteoclast Surface/Bone Surface (%) 1.6±1.5 1.7±1.1 

 

Tabella 1:  

Istomorfometria e microarchitettura ossea. Confronto tra topi appartenenti 

al gruppo II e topi appartenenti al gruppo III.  

***: p< 0.001 

 

 

 

Grafico 1: Espressione genica di Runx2 nelle colture cellulari. 

*: p<0.05 cellule differenziate per 30 giorni vs cellule non differenziate. 
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Grafico 2: Espressione genica di ALP (fosfatasi alcalina) nei campioni di 

tessuto osseo. 

**: p<0.01 gruppo II vs gruppo I. 

#: p<0.05 gruppo III vs gruppo II. 

 

 

 

 

Grafico 3: Espressione genica di Runx2 nei campioni di tessuto osseo.  

**: p<0.01 gruppo II vs gruppo I. 

###: p<0.001 gruppo III vs gruppo II. 
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Grafico 4: Espressione genica di SPARC (osteonectina) nei campioni di 

tessuto osseo.  

*: p<0.05 gruppo II vs gruppo I. 

##: p<0.01 gruppo III vs gruppo II. 
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