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ABSTRACT




Increasing evidence suggests a role for oxidative stress in age-related decrease in
osteoblast number and function, leading to the development of osteoporosis.

In this study, we investigated the effects of ghrelin on tert-butyl-hydroperoxide (-BHP)-
induced oxidative damage in MC3T3-E1 osteoblastic cells, as well as the role of the
ghrelin receptor (GHS-R) involved in such activity. MTT assay showed that -BHP
treatment resulted in decreased cell viability in a concentration and time dependent
manner. Under 250 uM -BHP treatment, MC3T3-E1 cells displayed significant loss of
viability and dramatic morphological changes characterized by cell shrinkage and typical
apoptotic alterations such as chromatin condensation. MC3T3-El cells pretreated with
ghrelin (10° M) and cultured with -BHP (250 uM) for 3h showed increased viability and
reduced apoptosis as shown by MTT assay and Hoechst-33258 staining. Furthermore,
ghrelin prevented t-BHP-induced osteoblastic dysfunction and changes in the cytoskeleton
organization evidenced by the staining of the actin fibers with Phalloidin-FITC by reducing
reactive oxygen species generation.

Cell treatment with the GHS-R1a agonist, EP1572 (10'7—10'11 M), had no effect against t-
BHP-induced cytotoxicity and pretreatment with the selective GHS-R1a antagonist, D-
Lys’>-GHRP-6 (107 M), failed to remove ghrelin (10° M)-protective effects against
oxidative injury, indicating that GHS-Rla is not involved in such ghrelin activity.
Accordingly, unacylated ghrelin (DAG), not binding GHS-Rla, displays the same
protective actions of ghrelin against --BHP-induced cytotoxicity. Consistently with these
observations, Ghrelin has been previously shown to activate different intracellular
pathways including PI3K/Akt via a specific ghrelin/DAG binding site, that is not GHS-
Rla.

Furthermore, cell treatment with a specific inhibitor of PI3K/Akt pathway, (Ly294002,
10uM) reduced the protective effect of ghrelin against -BHP-induced oxidative damage.
This observation indicates that ghrelin confers protection against -~-BHP-induced oxidative
damage via a PI3K/Akt dependent pathway. Akt activation controls the cell survival
through phosphorylation of downstream targets such as protein kinase GSK-
3B. Inactivation of GSK-3[ results in traslocation of f—catenin to the nucleus and nuclear
B—catenin is known to inhibit apoptosis. In this study we have shown that ghrelin increased
GSK-3p phosphorylation and B—catenin accumulation measured by Western Blot primary
in osteoblasts obtained from rat calvary cells (rOB). These findings suggest that ghrelin
can function as an antioxidant compound on osteoblasts and may have therapeutic potential

to promote bone formation and reduce bone loss associated with aging.



RIASSUNTO




Lo scheletro ¢ un tessuto metabolicamente attivo che subisce rimodellamento continuo per
sostituire osso invecchiato con osso neoformato meccanicamente pit competente. In
condizioni normali, riassorbimento e neoformazione sono bilanciati, attraverso l'attivita
coordinata di osteoclasti e osteoblasti, mentre durante l'invecchiamento si crea uno
squilibrio tra l'attivita degli osteoclasti e degli osteoblasti. Il riassorbimento prevale sulla
neoformazione causando una riduzione della massa ossea, compromissione della
microarchitettura del tessuto e un maggior rischio di fratture.

I meccanismi patofisiologici responsabili degli effetti avversi dell’invecchiamento sulla
massa ossea non sono stati ancora completamente chiariti. Recentemente ¢ emerso come lo
stress ossidativo dovuto ad un aumento eccessivo di specie reattive dell'ossigeno (ROS)
possa contribuire allo sviluppo dell’ osteoporosi.

Nei roditori, € stato riportato che lo stress ossidativo induce osteopenia a basso turnover e
che la riduzione della massa ossea ben si correla con la diminuzione dei livelli di enzimi
antiossidanti. Questi dati sperimentali sono in linea con gli studi clinici, che hanno
evidenziato come 1’aumento dello stress ossidativo sia associato alla perdita di massa ossea
in soggetti anziani di entrambe 1 sessi. Nelle donne anziane osteoporotiche, sono stati
misurati alti livelli di perossidazione lipidica e una marcata diminuzione nei livelli di
antiossidanti nel plasma se confrontati con il gruppo controllo di eta corrispondente. La
formazione delle specie reattive dell'ossigeno si verifica principalmente nei mitocondri
durante la fosforilazione ossidativa, ma possono essere generati anche durante
I'ossidazione degli acidi grassi o in risposta a stimoli esterni come l'inflammazione.

Con l'invecchiamento si assiste ad un'eccessiva produzione di ROS causata da un aumento
del danno mitocondriale ed a una riduzione dei meccanismi antiossidanti. I ROS sono
molecole chimicamente attive poiché possiedono un elettrone spaiato sull'orbitale piu
esterno, la loro configurazione elettronica li rende altamente instabili e particolarmente

reattivi, andando a reagire facilmente con una qualsiasi molecola che si trovi nella loro



prossimita (carboidrati, lipidi, proteine, acidi nucleici) danneggiandola e spesso
compromettendone la funzione. L’eccessiva produzione di ROS che si verifica nell’osso,
durante I’invecchiamento, incrementa la fosforilazione di pS3 e p66 portando all’apoptosi
di osteoblasti e osteociti e pud privilegiare la differenziazione delle cellule stromali del
midollo osseo verso gli adipociti, con conseguente aumento dell’adipogenesi e la
diminuzione dell’osteoblastogenesi. L’identificazione di composti in grado di modulare
contemporaneamente 1’attivita degli osteoblasti e di ridurre gli effetti negativi dello stress
ossidativo sulla massa ossea potrebbe rappresentare un approccio terapeutico mirato per il
trattamento dell’ osteoporosi.

Nel nostro studio abbiamo esaminato gli effetti di ghrelina sulla vitalita cellulare di una
linea stabilizzata di pre-osteoblasti murini, MC3T3-E1, esposti a tert-butil idroperossido (t-
BHP), un idroperossido organico ampiamente usato come pro-ossidante per indurre stress
ossidativo in diversi tipi cellulari. Ghrelina, infatti riduce il danno ossidativo in vari tessuti
periferici e nel cervello e svolge un ruolo anabolico nella regolazione del metabolismo
osseo. L' mRNA sia per ghrelina che per i suoi recettori sono espressi sugli osteoblasti e su
diverse linee stabilizzate di pre-osteoblasti. Il trattamento a lungo termine con ghrelina,
inoltre, riduce la perdita di massa ossea indotta da gonadectomia nel ratto e bassi livelli di
ghrelina ben si correlano con un intensa perdita di massa ossea.

Nella prima serie di esperimenti abbiamo messo a punto il modello di stress ossidativo
sulla linea cellulare di osteoblasti murini MC3T3-El1 esaminando gli effetti di
concentrazioni crescenti di --BHP (125, 250, 500 uM) a diversi tempi di incubazione (1, 3,
6 ore) sulla vitalita cellulare, misurata tramite il test MTT. Sulla base dei risultati ottenuti ¢
stata scelta la concentrazione di 250 uM di +-BHP per 3 ore che riduce la vitalita cellulare
del 30% rispetto al gruppo controllo. Abbiamo successivamente esaminato gli effetti di una
pre-incubazione (2 ore prima) con concentrazioni crescenti di ghrelina (10" -10 M) sul

danno indotto da ~-BHP (250 puM, 3 ore ). E’ emerso che ghrelina riduce il danno da t-BHP



a concentrazioni comprese tra ghrelina 10" - 10° M con un effetto massimale alla
concentrazione di 10° M. Ghrelina (10° M) & stata in grado di inibire in maniera
statisticamente significativa 1’apoptosi delle cellule MC3T3-E1 indotta da --BHP valutata
tramite microscopio a fluorescenza previa colorazione della cromatina con Hoechst 33252
staining. Poiché le cellule apoptotiche presentano alterazioni morfologiche che
determinano perdita di contatto con le cellule adiacenti e cambiamenti a carico del
citoscheletro, abbiamo valutato gli effetti del ~-BHP e del pre-trattamento con ghrelina
sulla morfologia cellulare e sui cambiamenti strutturali dei microfilamenti di actina delle
cellule MC3T3-E1 mediante 1’utilizzo di un microscopio a fluorescenza previa colorazione
dei filamenti di actina tramite FICT-labeled falloidina. In presenza di -BHP (250 uM, 3
ore) si assiste ad un restringimento cellulare dovuto ad un cambiamento
dell’organizzazione del citoscheletro; 1 filamenti di actina risultano addensati intorno al
nucleo e non piu distesi e ben distribuiti nel citoplasma come nel gruppo controllo. 1l pre-
trattamento con ghrelina contrasta gli effetti del ~BHP sia sulla morfologia che
sull’organizzazione del citoscheletro riportando le cellule ad una situazione simile al
gruppo controllo. Abbiamo successivamente studiato quale fosse il recettore coinvolto
nell’azione protettiva esercita da ghrelina sulle cellule MC3T3-E1. La ghrelina acilata,
chiamata normalmente (AG), ¢ in grado di legarsi al recettore GHS-R1a e esplicare
numerose attivita tra le quali 'aumento della secrezione del GH, del food intake e
I’inibizione della secrezione acido gastrica. L’agonista selettivo del GHS-R1a (EP1572,
10" -10° M) non previene gli effetti negativi del -BHP sulla vitalita cellulare.
L’antagonista selettivo del GHS-R1a, D-Lys’GHRP-6 (10”7 M) applicato 30 minuti prima
di ghrelina (10® M) non rimuove 1’effetto protettivo del peptide sul danno ossidativo
indotto dal #-BHP. La possibilita che I’effetto protettivo di ghrelina non sia legato
all’interazione con un recettore GHS-Rla & stato confermato dai risultati ottenuti

incubando le cellule MC3T3-E1l con ghrelina non acilata (DAG), che non lega il GHS-
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Rla. Il pre-trattamento (2 ore prima del -BHP) con concentrazioni crescenti di DAG (107"
-10° M), infatti, aumenta in maniera statisticamente significativa la vitalita cellulare se
comparata con le cellule trattate solo con il t-BHP (250 uM, 3 ore), raggiungendo un
effetto protettivo massimale alla concentrazione di 10° M. DAG (10° M) riduce in
maniera statisticamente significativa il numero di cellule apoptotiche prevenendo sia i
cambiamenti morfologici che I’alterazione dei filamenti di actina indotti dallo stress
ossidativo. Rimangono da chiarire i meccanismi responsabili degli effetti protettivi di
ghrelina nei confronti del danno ossidativo nelle MC3T3-El. E' stato riportato in
letteratura che gli effetti esercitati da ghrelina su diversi tipi cellulari dipendono
dall'attivazione di diversi pathway di segnale tra i quali PI3K/Akt, ERK 1 e 2, MAPKs,
JNK e p38. La nostra attenzione si ¢ focalizzata sul pathway PI3K/Akt che ¢ coinvolto
nella crescita, nella proliferazione e nella sopravvivenza cellulare indotti da ghrelina in vari
tipi di cellule. La possibilita che ghrelina esplichi il suo effetto anti-apoptotico nelle cellule
MC3T3-El mediante l'attivazione del pathway PI3K/Akt ¢ stata valutata mediante Hoechst
33252 staining, utilizzando un inibitore selettivo dell'attivita di PI3K, Ly294002 (10 uM).

E' emerso che l'inibitore incubato in associazione con ghrelina (10° M, 2 ore) e -BHP
(250 uM, 3 ore) ¢ in grado di ridurre I'effetto anti-apoptotico di ghrelina suggerendo che
ghrelina inibisca l'apoptosi delle MC3T3-E1 indotta da +-BHP attraverso l'attivazione del
pathway PI3K/Akt. L'attivazione di Akt controlla la sopravvivenza cellulare attraverso la
fosforilazione di bersagli a valle del pathway PI3K/Akt, come ad esempio la glicogeno
sintasi chinasi 33, GSK-3fB. GSK-3P regola numerose funzioni cellulari tra cui l'apoptosi e
il differenziamento degli osteoblasti mediante il pathway di Wnt. Quando il segnale
canonico di Wnt viene attivato, I'enzima GSK-3[ viene inibito impedendo la fosforilazione
e la degradazione di P-catenina, effettore di Wnt. La P-catenina si accumula nel
citoplasma, migra nel nucleo ove, interagendo con fattori trascrizionali della famiglia dei

T-Cell Factors (TCF) o dei Lymphoid Enhancer Factors (LEFT), modula 1'espressione di
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numerosi geni bersaglio. Per chiarire se l'inattivazione per fosforilazione di GSK-
3B mediata da PI3K/Akt sia almeno in parte responsabile degli effetti anti-apoptotici di
ghrelina abbiamo misurato mediante Western Blot i livelli di GSK-3[ fosforilato in lisati
cellulari di osteoblasti primari, ottenuti da calvarie di ratto (rOB). I risultati ottenuti
indicano come ghrelina determini un aumento statisticamente significativo dei livelli di
GSK-3 fosforilato rispetto al gruppo controllo. Il pre-trattamento con Ly294002 riduce la
fosforilazione di GSK-3P indotta da ghrelina. Poiché l'inattivazione mediante
fosforilazione di GSK-3f provoca l'accumulo e la successiva traslocazione di B-catenina
nel nucleo abbiamo misurato mediante Western Blot i livelli di B-catenina totale in seguito
al trattamento con ghrelina (10° M). Il trattamento con ghrelina determina un aumento
statisticamente significativo di B-catenina.

E' possibile che tali effetti dipendano dall'interazione di ghrelina con un recettore diverso
dal GHS-Rla, che determina l'attivazione del pathway PI3K/Akt. L'attivazione del
pathway PI3K/Akt da parte di ghrelina inibisce per fosforilazione GSK-3f3 determinando la

stabilizzazione di B-catenina e la sua successiva traslocazione nel nucleo.
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1. Gli osteoclasti

Gli osteoclasti sono cellule multinucleate giganti, che si formano dalla fusione dei
precursori mononucleati della famiglia dei monociti/macrofagi (Teitelbaum, 2000; Mellis
et al., 2011; Boyce et al., 2012). 1l differenziamento e la fusione degli osteoclasti richiede
diverse tappe che sono regolate da diversi fattori prodotti dalle cellule stromali del midollo,
dagli osteoblasti e dai linfociti T. Il fattore stimolatorio delle colonie macrofagiche (M-
CSF) e il ligando del recettore attivatore NFkB (RANKL) sono due fattori necessari e
sufficienti per promuovere l'osteoclastogenesi. M-CSF, si lega al suo recettore CSFIR,
presente sui precursori degli osteoclasti promuovendone la proliferazione e la
sopravvivenza mediante 1’attivazione di fattori di trascrizione quali c-FOS, il fattore
trascrizionale ematopoietico (PU.1) e il fattore trascrizionale indotto dalla microftalina
(MIFT) (Kular et al., 2012; Kwon et al., 2005; Mellis et al., 2011; Ishii et al. 2008). La
cooperazione tra questi fattori trascrizionali induce I’espressione del recettore attivante
NFkB (RANK) che appartiene alla super famiglia dei TNFR (Tumor necrosis factor
receptor) presente sulla superficie di numerose cellule quali i precursori degli osteoclasti,
osteoclasti maturi, cellule dendritiche e cellule tumorali. Nell’'uomo RANK ¢ composto da
616 aminoacidi, possiede un dominio citoplasmatico al C-terminale di 383 aminoacidi, un
dominio extracellulare all’N-terminale di 184 aminoacidi, un peptide segnale di 28
aminoacidi ed un dominio transmembrana di 21 aminoacidi (Wright et al., 2009). MIFT e
PU.1 regolano altri fattori trascrizionali che controllano la formazione e 1’attivazione degli
osteoclasti aumentando 1 geni critici per gli osteoclasti tra cui la catepsina K, E-caderina,
I’ ATPase vacuolare e il NFATc1 (Sharma et al., 2007). Il ligando di RANK (RANKL), ¢
essenziale per la formazione degli osteoclasti. Viene espresso dagli osteoblasti, dai
linfociti T e dalle cellule endoteliali (Xu et al., 2000). L'interazione di RANKL con il suo
recettore amplifica il segnale attivato dal M-CSF nei precursori stimolandone la
differenziazione verso il fenotipo osteoclastico (Kular et al., 2012), attivando I’espressione
di geni responsabili della fusione dei precursori come la proteina transmembrana specifica
delle cellule dendritiche (DC-STAMP) nonché i geni richiesti per 1’attivazione degli
osteoclasti maturi, tra i quali quelli che codificano per ATPasi vacuolare, CLC-7, catepsina
K, fosfatasi acida tartrato resistente e il recettore della calcitonina (Kular et al., 2012). 11
legame di RANKL con il suo recettore avvia la trasduzione di diverse vie di segnale quali

NFkB, JNK (c-jun N-terminal kinase), ERK 1/2 e p38 (Mellis et al., 2011) (Fig. 1).
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Fig. 1: L'interazione RANK-RANKL attiva diverse vie di segnale intracellulari che portano alla trascrizione

dei geni responsabile della maturazione degli osteoclasti (Mellis et al., 2011).

L'interazione di RANKL al suo recettore avvia una cascata di segnale che inizia con il
legame del dominio C-terminale di RANK con TRAF6 (TNF receptor associated factor 6).
TRAF6 attiva il complesso della chinasi inibitoria kappa B (IKK) a seguito della
fosforilazione della IkBa, determinando il rilascio di NfkB, che trasloca nel nucleo e attiva
la trascrizione di geni pro-osteoclastogenici (Takayanagi et al., 2002). RANK attiva anche
le vie di segnale delle MAP chinasi attraverso ERK 1 / 2 e JNK, che attivano il fattore
trascrizionale AP-1 (attivatore della proteina 1) e p38 che regola MITF (Mellis et al.,
2011). Per il differenziamento degli osteoclasti ¢ necessario che avvenga I’attivazione del
fattore trascrizionale NFATc1 (Kular et al., 2012). II pathway di RANKL collabora con il
pathway stimolatorio del ITAM (immunoreceptor tyrosine based activation motif) mediato
dai recettori delle immunoglobuline come OSCAR (recettore associato agli osteoclasti) e
TREM-2 (triggering receptor expressed on myeloid cells) (Koga et al., 2004). Questo
segnale attiva la fosfolipasi C (PLCy) e il rilascio intracellulare di calcio, che induce la
traslocazione nucleare di NFATcl (Kular et al., 2012) (Fig. 2). Il fattore trascrizionale
NFATCcI si lega con PU.1 e MITF alle regioni promotrici dei geni essenziali per la codifica
delle proteine specifiche degli osteoclasti, come catepsina K, OSCAR, DC-STAMP,
TRAP. L’attivazione di NFATc1 ¢ necessaria ma non sufficiente a garantire un corretto

differenziamento degli osteoclasti. E' necessario che il segnale NFATc1 venga amplificato
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mediante il legame di NFATc1 con il suo promotore (Asagiri et al., 2005; Kular et al.,
2012).
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Fig. 2: Percorso di segnalazione di RANKL negli osteoclasti. Il pathway mediato da RANKL rappresenta la

via di segnale necessaria per la formazione e la funzione degli osteoclasti (Kular et al., 2012).

1.1. Fattori che regolano negativamente 1’osteoclastogenesi

Esistono fattori in grado di inibire il processo di osteoglastogenesi. Il piu importante ¢
quello regolata dall'osteoprotegerina (OPG). L'osteoprotegerina ¢ una glicoproteina secreta
dagli osteoblasti e dalle cellule stromali che agisce come recettore solubile, legando con
alta affinita RANKL prevenendo l'interazione con RANK (Kong and Penninger, 2000)
(Fig. 3). Topi knockout per OPG manifestano osteoporosi (Mountzious et al., 2007) mentre
un’aumentata espressione di OPG determinano un aumento generalizzato della densita
ossea (osteopetrosi). Anche I’interferone-gamma (IFN-y) e [D'interferone-beta (IFN-f)
modulano negativamente il differenziamento degli osteoclasti. L' IFN-y inibisce il segnale
di RANKL accelerando la degradazione del TRAF6 mentre il IFN-f inibisce I'espressione
di c-FOS (Takayanagi et al., 2005) (Fig. 3).
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Fig. 3: Rappresentazione schematica dei fattori che regolano in senso negativo l'attivazione degli osteoclasti.

(OPG) osteoprotegerina, (IFN) interferone. (Takayanagi et al., 2005).

1.2. Il ruolo degli osteoclasti nel rimodellamento osseo

Gli osteoclasti sono cellule deputate al riassorbimento della matrice ossea durante il
processo di rimodellamento. Il processo di riassorbimento si verifica in tre fasi: ancoraggio
degli osteoclasti all’osso, polarizzazione cellulare, inizio del riassorbimento e distacco
(Mellis et al., 2011).

Quando gli osteoclasti maturi prendono contatto con 1’0sso, la membrana plasmatica si
attacca saldamente alla matrice ossea e delimita il compartimento di riassorbimento
mediante lo sviluppo di una complessa struttura di adesione chiamata podosoma (Jurdic et
al.,, 2006; Luxenburg et al., 2007; Georgess et al., 2014). I podosomi presentano una
struttura tipica che comprende una struttura superficiale (cap), un nucleo centrale e un
anello che costituisce la placca di adesione (Georgess et al., 2014; Linder and Wiesner,
2014) (Fig. 4). Sono uniti tra loro mediante una complessa rete di filamenti di actina e

miosina.
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Fig. 4: Architettura e composizione del podosoma. Sono indicati il nucleo la membrana plasmatica (PM) e la
matrice extracellulare (ECM). Si notano numerosi podosomi (in rosso) a contatto con ECM. Nei riquadri
bianchi sono indicate le caratteristiche strutturali dei podosomi. Architettura e sottostruttura: (1) Modello
della sottostruttura del podosoma (nucleo, anello e cap), cosi come i filamenti di actomiosina ramificati, (2)
cavi di actomiosina che collegano i singoli podosomi. Componenti tipici del cap, del nucleo e dell’anello

(Linder and Wiesner, 2014).

Successivamente 1'osteoclasta si polarizza formando 3 differenti distretti: la zona di tenuta
(SZ, sealing zone), l'orletto a spazzola (RB, ruffler border) e il dominio di secrezione

funzionale (FSD, functional secretory domain) (Mellis et al., 2011) (Fig. 5).
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Fig. 5: L'osteoclasta maturo forma il podosoma a seguito del contatto con 1'osso. Successivamente la cellula
polarizza formando tre diversi distretti (Ia zona di tenuta (SZ), l'orletto a spazzola (RB), dominio di
secrezione funzionale (FSD)) (Mellis et al., 2011).
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La membrana degli osteoclasti risulta ricca di integrine eterodimeriche (avB3) che
riconoscono il motivo RGD (Arg-Gly-Asp) presente in diverse proteine della matrice ossea
quali osteopontina e sialoproteine. L’interazione tra le integrine e la sequenza ligando
scatena una cascata intracellulare nell’osteoclasta in grado di determinare una
riorganizzazione del citoscheletro e la formazione dell’orletto a spazzola. Questa
riorganizzazione risulta essenziale per la capacita riassorbente degli osteoclasti
(Teitelbaum, 2011). La degradazione della matrice avviene mediante la secrezione
polarizzata di enzimi proteolitici, come la catepsina K e acido cloridrico che idrolizzano e
solubilizzano rispettivamente i componenti organici € inorganici dell'osso (Itzstein et al.,
2011; Charles and Aliprantis, 2014) determinando cosi la formazione delle lacune di
riassorbimento (lacune di Howship) (Fig. 5). I prodotti di degradazione vengono
internalizzati e rilasciati per transcitosi nello spazio extracellulare a livello del dominio di
secrezione funzionale. Il distacco degli osteoclasti dall'osso ¢ mediato dall'aumento della
concentrazione di calcio nel compartimento di riassorbimento che stimola i recettori della
rianodina presenti sulla membrana degli osteoclasti. Tale attivazione provoca un rilascio di
calcio dai depositi intracellulari e un aumento del calcio citoplasmatico. Tale aumento
determina il distacco degli osteoclasti dalla matrice ossea per disaggregazione dei

microtubuli del citoscheletro (Mellis et al., 2011).

2. Gli osteoblasti

Gli osteoblasti derivano dalle cellule staminali mesenchimali (MCS); che hanno la capacita
di differenziarsi anche in condrociti, mioblasti, adipociti (Chamberlain et al., 2007; Bianco

et al., 2008) (Fig. 6).
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Fig. 6: Differenzizione multilineare delle cellule mesenchimali staminali (MSC) (James, 2013).

18



L’arruolamento e il differenziamento delle MCS verso gli adipociti o cellule osteogeniche
dipende dall’attivazione di varie vie di segnale e fattori trascrizionali. E’ emerso in
particolare I’esistenza di una correlazione inversa tra adipogenesi e osteogenesi con
I’induzione di una linea cellulare che avviene a spese dell’altra. I principali fattori di
trascrizione in grado di orientare le MCS verso gli adipociti o i precursori degli osteoblasti
sono PPARy e RUNT-related-transcription factor2 (RUNX2). Accanto a questi fattori
principali ne sono stati identificati altri come Osterix e CCAAT-enhancer binding protein
che agiscono in maniera indipendente o in associazione con RUNX-2. La famiglia delle
RUNX ¢ costituita da 3 distinte proteine ciascuna delle quali presenta varie sub unita a e
una stessa subunita . Per il legame delle RUNX al DNA, le proteine devono dimerizzare
con un cofattore trascrizionale CbfB. Topi che presentano una mutazione (Runx2 ) sono
privi di osteoblasti differenziati, e non formano tessuto osseo (Otto et al., 1997; Komori et
al., 1997). L’importanza di RUNX-2 nel differenziamento degli osteoblasti ¢ giustificata
dal fatto che tale gene ¢ il bersaglio di numerose vie di segnale come quelle attivate dal
TGF-B (transforming growth factor beta), BMPs (bone morphogenetic proteins), le
proteine WNT, IGF (insuline-like growth factor) (Eriksen 2010; Neve et al., 2011; Capulli
et al., 2014). RUNX2 puo indurre 1'espressione di Osterix (Osx o Sp7), un altro fattore
trascrizionale, contenente una zinc-finger, importante per la differenziazione degli
osteoblasti (Cao et al., 2005; Nishio et al., 2006). Esistono anche vie di attivazione di Osx
indipendenti da RUNX-2 stimolate dalle BMPs e IGF-1 (Nishio et al., 2006; Lee et al.,
2003). A sua volta Osx promuove l'espressione trascrizionale di Special AT-rich sequence-
binding protein 2 (Satbs2), proteina che regola la trascrizione e il rimodellamento della
cromatina nucleare (Sheehan-Rooney et al., 2010). Satb2 sembra interagire con Runx2 e
ATF4 (Activating Trascription Factor) regolando positivamente i markers degli osteoblasti
(Xiao et al., 2005; Capulli et al., 2014). Topi knockout per Satb2 e per ATF4 presentano un
difetto nella differenziazione degli osteoblasti € una riduzione dell’espressione di Bone
SialoProtein (BSP) e osteocalcina (OCN) (Dobreva et al., 2006; Capulli et al., 2014; Yang
et al., 2004) e riduzione della massa ossea. DIx5 (Distal-less homeobox 5) rappresenta un

altro fattore trascrizionali coinvolto nell’osteoblastogenesi sotto il controllo delle BMPs

(Han et al., 2011).
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2.1. Fattori di stimolo del differenziamento degli osteoblasti

2.1.1. Proteine Wnt

Le proteine Wnt, sono una famiglia di 19 glicoproteine secrete altamente conservate, 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 (James, 2012). 1l
recettore FZD ¢ espresso sulla superficie cellulare ed ¢ costituito da sette domini trans
membrana (Xavier et al., 2014). L’attivazione del pathway canonico di Wnt determinana la
formazione di un complesso recettoriale composto dal corecettore LDL-Receptor-related
Protein 5-6 (LRPS5 e 6) che attiva una cascata di trasduzione del segnale, che coinvolge la
proteina disheveled (DSH) (Pandur et al., 2002), che inibisce un complesso proteico
composto da axina, glicogeno sintasi chinasi-3 (GSK-3f) e APC (adenomatosis polyposis
coli protein) (Fig. 7). GSK-3B normalmente fosforila B-catenina, promuovendo la sua
degradazione. La stimolazione delle proteine Wnt inibisce il complesso Axin, GSK-3f e
APC permettendo la stabilizzazione e la successiva traslocazione di B-catenina nel nucleo.
Una volta all’interno del nucleo, B-catenina interagisce con fattori trascrizionali della
famiglia dei T-Cell Factors (TCF) o dei Lymphoid Enhancer Factors (LEF), modulando
I'espressione di numerosi geni bersaglio (Baron and Rawadi, 2007). Nel pathway non
canonico, WntSa 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 (Fig. 7). Le proteine Wnt sono coinvolte nel differenziamento,
nella funzionalita della linea osteoblastica e giocano un ruolo fondamentale nello sviluppo

e nell'omeostasi del tessuto osseo (Pinzone et al., 2009).
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Fig. 7: Rappresentazione schematica della via canonica e non canonica di Wnt. La trasduzione del segnale di
Whnt avviene mediante la via di segnalazione -catenina dipendente o dalla via B-catenina indipendente. Nella

via di segnale B-catenina dipendente, le proteine Wnt interagendo con il complesso recettoriale LRP5/6- Frz
attivano disheveled (DSH). DSH blocca il complesso costituito da axina, glicogeno sintasi chinasi-3 B (GSK-

3B), adenomatosis polyposis coli (APC) determinando I’accumulo e la stabilizzazione di B-catenina. -
catenina trasloca nel nucleo. La via non canonica di Wnt forma un complesso extracellulare simile alla via

canonica, formato da Wnt, Frz e Ror2 che determinano 1’attivazione di secondi messaggeri (James, 2013).

Evidenze sperimentali suggeriscono I’importanza del pathway canonico di Wnt nella
formazione del tessuto osseo e nell’espressione di marcatori specifici degli osteoblasti in
vitro (Day et al., 2005). Modelli in vivo di topi KO per Wntl10a, mostrano una riduzione
dell'osso trabecolare, mentre 1'overespressione di questa proteina nelle cellule
mesenchimali staminali stimola il processo di osteoblastogenesi (Bennett et al., 2005).
Kang et al., (2007) ha mostrato che Wntl10a non solo promuove la differenziazione delle
MSCs verso la linea osteoblastica ma allo stesso tempo inibisce la differenziazione dei
preadipociti dalle MSCs inibendo l'espressione del C/EBP (adipogenic transcription factors
CCAAT/Enhancer-Binding-Protein alfa) e il PPAR-gamma (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor gamma). E’ stato riportato inoltre che la perdita di funzionalita del
gene LRP5/6 causa una sindrome caratterizzata da una severa riduzione di massa ossea,
mentre un aumento della funzionalita del gene LRP5/6 si accompagna ad osteopetrosi
(Gong et al., 2001; Little et al., 2002; Boyden et al., 2002; Case and Rubin, 2010). B-
catenina sembra svolgere un ruolo diretto nell’attivazione di fattori trascrizionali specifici,

come RUNX-2, l’assenza di [-catenina determina il differenziamento in senso
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condrogenico (Chen and Long, 2013). La carenza di [-catenina nei precursori
mesenchimali porta ad un arresto nello sviluppo degli osteoblasti in una fase iniziale con
conseguenti difetti scheletrici nell’embrione (Chen and Long, 2013). La via di
segnalazione Wnt ¢ strettamente regolata da numerosi fattori appartenenti a diverse
famiglie con funzione antagonista. La via di segnalazione Wnt pud essere inibito da
antagonisti extracellulari quali sSFRPs (Secreted frizzled related proteins), Dkk1 (Dickkopf-
related protein 1) e sclerostina (SOST) (Kawano and Kypta, 2003; Mao et al., 2002;
Winkler et al., 2003). Le sFRPs agiscono come recettori solubili del FZD impedendo il
legame delle proteine Wnt al recettore FZD (Kawano and Kypta, 2003). Mentre Dkk1 e
SOST compromettono 1’attivita del corecettore LRP5/6. L'assenza di Dkkl e SOST sia
nell'uvomo che nel topo ¢ associata ad un aumento della formazione ossea (Morvan et al.,
2006; Loots et al., 2005); mentre in topi trasgenici sovra-esprimenti sclerostina si &

osservato un fenotipo di grave osteopenia (Winkler et al., 2003).

2.1.2. BMPs (Bone Morphogenetic Proteins)

Le BMPs sono fattori di crescita che appartengono alla superfamiglia dei Trasforming
growth factor beta (TGF-B) (Li et al., 2006). Le BMPs sono circa venti. Tra le diverse
isoforme, BMP-2, 4, 5, 6 e 7 sono chiaramente implicati nell'osteogenesi probabilmente
attraverso la loro abilita di stimolare 1'espressione di fattori trascrizionali quali Runx2 e
Osx attivando la differenziazione delle cellule mesenchimali staminali verso la linea
osteoblastica (Yamaguchi et al., 1996; Capulli et al., 2014). Le BMPs determinano i loro
effetti attraverso I’interazione con due tipi di recettori (BMPR) di membrana con attivita
serina-treonina chinasica. I recettori BMPR di tipo II vengono attivati dal legame con le
BMPs e determinano il successivo reclutamento ed attivazione del BMPR di tipo 1. Sono
stati identificati diversi sistemi di segnale intracellulare attivati dai BMPRs. Tra questi il
principale ¢ rappresentato dal pathway SMAD 1/5/8. Le SMAD attivate 1/5/8 formano un
complesso con SAMD4 e traslocano nel nucleo dove attivano la trascrizione di geni
specifici. In particolare le SMADs attivate per fosforilazione regolano I’espressione di
fattori di trascrizione importanti per 1’osteoblastogenesi come RUNX-2 e Osx (Fig. 8). 1
principali fattori che regolano in senso inibitorio la via attivata dalle BMPs sono NOGGIN
e GREMLIN. I topi che over-esprimono entrambi questi fattori presentano una riduzione
della massa ossea e una calcificazione irregolare (Gazzerro et al., 2007; Davis and Camper,

2007).
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Fig. 8: Rappresentazione schematica delle via attivate dalle BMP e regolazione negativa nel differenziamento
osteoblastico. I legame delle BMP ai recettori ti tipo I (R-1) e II (R-II) attiva la viadi segnale Smad
dipendente. Le Smad1/5/8 attivate formano un complesso con Smad4 e traslocano nel nucleo dove regolano
I’espressione di fattori trascrizionali e coattivatori importanti per gli osteoblasti (DIx5, Runx-2 e Osx).
Neogenina regola il I’interazione tra il recettore delle BMD e le Smad 1/5/8. Smad6 lega il R-1 prevenendo
I’attivazione delle Smad 1/5/8. La seconda via attivata dalle BMD ¢ indipendente dalle proteine Smad e si
basa sul pathway TAKI1 anch’esso coinvolto nella formazione ossea. L’interazione tra le vie BMP e Wnt
agiscono sulla formazione ossea. SOST e DKKI1 agiscono fisiologicamente come molecole a valle della via
di segnale delle BMD inibendo la via canonica del Wnt regolando negativamente la massa ossea (Chen et al.,

2012).

2.1.3. IGF-1 (Insulin-like growth factor-1)

Nell’osso, IGF-1 ¢ uno dei fattori di crescita pit abbondante e svolge un ruolo importante
nella regolazione della formazione ossea (Yakar et al., 2005; Giustina et al., 2008). IGF-1
produce il suo effetto attivando diversi pathway intracellulari. L’interazione tra IGF-1 e il
suo recettore IGF1R determina un cambio conformazionale del recettore, che viene
attivato. A seguito dell’attivazione recettoriale diverse proteine citoplasmatiche vengono
attivate, tra cui IRS-1 (insulin receptor substrate-1) e SHC (Src homology and collagen
protein) (Kawai and Rosen, 2009). IRS-1 attiva il fosfatidil inositolo 3 fosfato (IP3) che
agisce con PDK-1 (3-pi-Dependent kinase) attivando Akt. (Peng et al., 2003). Tale
pathway risulta coinvolto nello sviluppo scheletrico e nella crescita (Peng et al., 2003;

Ghosh-Choudhury et al., 2002) come dimostra la compromissione dello scheletro nei topi
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KO per Aktl/Akt2 (Peng et al., 2003). SHC ¢ responsabile dell’incremento della
proliferazione degli osteoblasti mediante I’attivazione del pathway delle MAP chinasi
(Ras/Raf/mitogen-activated protein) (Govoni, 2012; Kawai and Rosen, 2009). IGF-1 ¢
rilasciato dalla matrice ossea, durante il rimodellamento osseo e va a stimolare il
differenziamento delle cellule staminali mesenchimali verso la linea osteoblastica
attraverso la via mTOR (mammalian target of rapamycin) (James, 2013). Questo permette
il mantenimento sia della struttura che della massa ossea, che sono state inibiti in topi KO

per il IGFIR in pre-osteoblasti (Xian et al., 2012).

2.1.4. FGFs (Fibroblast Growth Factors)

La famiglia dei FGFs ¢ costituita da polipeptidi simili strutturalmente, la cui funzione ¢
correlata al loro legame con recettori tirosin-chinasici (Fgfr1-Fgfr4). Essi promuovono la
crescita e il differenziamento di vari tipi cellulari (fibroblasti, miociti, osteoblasti e
condrociti). Il coinvolgimento dei FGFs nell'osteoblastogenesi ¢ stata sostenuta dai risultati
ottenuti in topi KO per FGF-2 che presentano una riduzione della massa e una diminuzione
della formazione ossea a favore dell’adipogenesi (Montero et al., 2000). Mutazioni a carico
del Fgfr2 (fibroblast growth factor receptor 2) determinano alterazioni nella proliferazione
e nel differenziamento degli osteoblasti (Reardon et al., 1994), una down-regulation
dell'espressione di molti geni target del pathway di Wnt e un incremento dell'espressione
del fattore SOX2, che inibisce la differenziazione degli osteoblasti (Mansukhani et al.,

2005).

2.2. Gli osteoblasti maturi

Gli osteoblasti maturi presentano dimensioni rilevanti (20-30um), nucleo rotondeggiante
eucromatico con grande nucleolo ed un citoplasma abbondante e basofilo. Essendo cellule
secernenti, presentano un apparato di Golgi e un reticolo endoplasmatico abbondante
(Neve et al., 2011). Gli osteoblasti sono uniti tra loro tramite giunzioni serrate € presentano
delle regioni della membrana plasmatica specializzate al traffico vescicolare e alla
secrezione. I componenti molecolari che andranno a costituire la matrice ossea vengono
esocitati dalle cellule e successivamente assemblati nella loro forma definitiva all’esterno
della cellula. L'osteoblasta una volta sintetizzata la matrice puo andare incontro a tre
possibili destini: andare incontro a morte cellulare per apoptosi, differenziarsi in un

osteocita o diventare una bone lining cell.
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2.2.1. Le funzioni degli osteoblasti

2.2.1.1. Sintesi della matrice ossea

La costruzione dell’osso da parte degli osteoblasti si costituisce di due passaggi principali
che sono rispettivamente la deposizione della matrice organica e la sua successiva
mineralizzazione. Il primo passaggio richiede la secrezione di collagene ti tipo I, delle
proteine non collageniche quali osteocalcina, osteonectina, fibronectina e osteopontine e
proteoglicani come decorina (Post et al., 2010; Neve et al., 2011; Capulli et al., 2014).
Questa matrice ossea non mineralizzata prende il nome di tessuto osteoide. Sebbene il
processo di mineralizzazione non sia stato completamente chiarito, tale processo si basa
sulla sintesi dei cristalli di idrossiapatite all’interno della matrice vescicolare. La
formazione della matrice vescicolare richiede delle proteine BSPII (Bone Sialoprotein II) e
dei fosfolipidi che legano il calcio, la calbindina Doy e 1’annexina formante i canali del
calcio (Anderson, 2003). Mentre, 1'assunzione del fosfato richiesto la formazione dei
cristalli di idrossiapatite dipende da due proteine quali: il co-trasportatore Na/Pi di tipo III
e la fosfatasi (PHOSPHO1). Una volta che le concentrazioni di calcio e fosfato all’interno
della matrice della vescicola superano il punto di solubilita il tricalcio fosfato (Caz(POs4),)
forma 1 cristalli. L’idrosilazione del (Ca3(POs),) genera la componente inorganica della
matrice ossea, l'idrossiapatite. I cristalli di idrossiapatite sono rilasciati nello spazio

extracellulare andando a riempire gli spazzi vuoti tra le fibrille di collagene.

2.2.1.2 Regolazione dell’osteoclastogenesi

Il mantenimento della massa ossea dipende dal corretto equilibrio tra la funzione
osteogenica e il riassorbimento osseo, quest'ultimo compiuto dagli osteoclasti. Il corretto
bilanciamento tra formazione ossea e distruzione ¢ raggiunto non solo da fattori sistemici,
ma anche dal cross-talk tra osteoblasti e osteoclasti. Crescenti evidenze nel corso degli anni
hanno dimostrato la capacita degli osteoblasti di influenzare la formazione degli osteoclasti
in maniera paracrina (Capulli et al., 2014). M-CSF (macrophage-colony stimulating factor)
interagisce con il suo recettore espresso sulla membrana dei pre-osteociti, promuovendo
cosi la loro proliferazione e il differenziamento. Un altro pathway importante per la
differenziazione degli osteoclasti e regolata da RANKL/RANK che si basa sull'interazione
tra osteoblasti e pre-osteoclasti. RANKL, viene prodotta dagli osteoblasti, dagli osteociti,
dalle cellule del sistema immunitario. L'interazione tra RANKL e il suo recettore presente
sulla membrana dei pre-osteoclasti attiva la fusione e la differenziazione di queste cellule

in osteoclasti maturi, attraverso l'attivazione del pathway a valle che coinvolge la
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traslocazione nel nucleo di NfkB (trascription factor nuclear factor-kappaB). Gli
osteoblasti, producono anche 1'osteoprotegerina che inibisce 1'osteoclastogenesi legandosi a
RANKL, inpedendo l'interazione con il suo recettore. Esistono altri fattori paracrini
prodotti dagli osteoblasti che influenzano positivamente la formazione degli osteoclasti
come l'interleuchina 1beta (IL-1beta), IL-6, TNF-alfa e il PTHrP (parathyroid hormone
related protein) (Teitelbaum, 2007).

3. Gli Osteociti

Gli osteociti rappresentano le cellule piti abbondanti nel tessuto osseo (rappresentando il

90-95% del totale) sono situati all'interno della matrice ossea e derivano dalle cellule
staminali mesenchimali attraverso la differenziazione degli osteoblasti (Bellido, 2014;
Capulli et al., 2014). Una volta sintetizzata la matrice gli osteoblasti possono andare
incontro a tre destini diversi: diventare osteociti, cellule di rivestimento o andare incontro a
morte programmata (Capulli et al., 2014). Circa il 15% degli osteoblasti rimangono
intrappolati nella matrice ossea diventano osteociti, che pur rimanendo cellule vitali,
entrano in uno stato di quiescenza. Queste cellule sono caratterizzate da un corpo appiattito
dal quale possono formarsi fino a cinquanta prolungamenti citoplasmatici ramificati
alloggiati nei canalicoli ossei all'interno della matrice mineralizzata (Bonewald, 2011).
Questi prolungamenti connettono queste cellule tra loro e con delle cellule della superficie
ossea coordinando (Bellido, 2014) la risposta dell'osso ai segnali meccanici e biologici

(Civitelli, 2008).

3.1. Differenziazione degli osteociti

La differenziazione degli osteociti ¢ caratterizzata da cospicui cambiamenti morfologici e
ultrastrutturali, durante i quali una sotto popolazione di osteoblasti perde la forma
poligonale, riducendo il corpo cellulare e il numero di organelli citoplasmatici, e ha inizio
lo sviluppo di processi dendridici. Tale processo si costituisce di quattro fasi di
maturazione dove si distinguono il pre-osteocita di tipo I, il pre-osteicita di tipo II, il pre-

osteicita di tipo III giovane e 1'osteocita maturo (Capulli et al., 2014) (Fig. 9).
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Fig. 9: Rappresentazione schematica degli step di differenziamento degli osteoclasti, dal osteoblasta maturo

all’osteoclasta maturo (Capulli et al., 2014).

Il cambiamento morfologico degli osteociti ¢ mediato dall'espressione di geni coinvolti:
nella formazione del processo dendritico e nella formazione dei canaliculi come proteine
associate alla membrana E11/gp38, CD44 e fimbrina e metalloproteine (MMP14)
(Holmbeck et al., 2005; Zhang et al., 2006), geni relativi al metabolismo del fosfato e della
mineralizzazione della matrice tra cui Phex (Phosphate-regulating neutral endopeptidase),
DMP1 (dentin matrix protein 1), MEPE (matrix extracellular phophoglycoprotein) e
FGF23 (fibroblast growth factor 23) (Paic et al., 2009; Bonewald, 2011), geni che regolano
la formazione ossea come DKKI1, SOST (Bonewald, 2011) e geni che regolano il

riassorbimento osseo RANKL, M-CSF, OPG.

3.2. Le funzioni degli osteociti

3.2.1. L' osteocita come meccano sensore

Gli osteociti sono in grado di costituire una rete tridimensionale sepolta nella matrice ossea
capace di trasmettere precisi segnali alla superficie ossea, luogo dove avvengono i
fenomeni di riassorbimento e neoformazione. Tali cellule, risultano collegate tra loro
mediante gap junctions. L'organizzazione spaziale, la forma e la distribuzione degli
osteociti nella matrice ossea contribuiscono alla percezione di stimoli meccanici (Capulli et
al.,, 2014). E' opinione riconosciuta che tali cellule siano in grado di trasdurre segnali
meccanici in segnali biochimici (Knothe Tate et al., 2008). Non sono ancora stati chiariti
quali siano i componenti ultrastrutturali coinvolti in tale attivita. Xiao et al., (2006) hanno

dimostrato che un complesso proteico, costituito da cilium e da cilia-associated proteins
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PolyCystin 1 (PC1) e PC2 ¢ essenziale per l'attivita meccanosensoriale degli osteociti,
mentre Santos e collaboratori (2009) hanno suggerito il coinvolgimento di proteine di
adesione focale, come paxillina, vinculina e talina espresse nel citoscheletro degli osteociti
nella loro attivita di meccano trasduttori. Questo complesso infatti viene attivato dal fluido
interstiziale presente nei canalicoli e, a sua volta, induce la stabilizzazione di 3-catenina
negli osteociti con un meccanismo dipendente dal FAK (focal adhesion kinase). Dopo aver
ricevuto 1 segnali meccanici e averli convertiti in un segnale chimico, gli osteociti
orchestrano la formazione dell'osso e il riassorbimento agendo sulla differenziazione e la

funzionali di osteoblasti e osteoclasti.

3.2.2. L'osteocita regola la formazione ossea

Gli osteociti maturi presenti nella matrice secernono sclerostina, il prodotto del gene
SOST. Sclerostina rappresenta un potente inibitore della formazione ossea. Studi genetici
sul topo hanno confermato che questa glicoproteina inibisce la formazione ossea (Winkler
et al., 2003; Loots et al., 2005; Poole et al., 2005; Li et al., 2008; Lin et al., 2009)
interagendo direttamente con il co-recettore LRP5/6 di Wnt, inibendo il pathway canonico
di Wnt (Ellies et al., 2006; Semenov et al., 2005; Leupin et al., 2011). La perdita
dell'espressione del gene SOST sia nell'uvomo (Lin et al., 2009) che nel topo (Li et al.,
2008) porta ad un aumento della massa ossea, mentre 1' over-espressione di SOST ne
determina una riduzione (Loots et al., 2005; Rhee et al., 2011). L'espressione di sclerostina
¢ inibita da una serie di fattori. In aggiunta alla sua inibizione da carico meccanico,
sclerostina ¢ inibita da fattori paracrini che stimolano la formazione ossea (Tonna and
Sims, 2014) come il PTHrP (peptide correlato al paratormone), la prostaglandine E2
(Genetos et al., 2011) e l'ipossia (Genetos et al., 2010). L'inibizione dell'espressione di
sclerostina da parte di questi fattori ¢ rapido, presumibilmente riflettono un effetto diretto
sull'espressione genica degli osteociti. In altri casi, i livelli d'espressione di sclerostina sono
bassi a causa di un blocco precedente nella differenziazione degli osteoblasti, come si ¢
visto in modelli di topo con delezione specifica di Osterix negli osteoblasti (Yang et al.,
2010). L'espressione di SOST ¢ regolata negativamente anche dal paratormone (PTH)
(Capulli et al., 2014; Bellido, 2014). Infatti, la delezione dei recettori del PTH, aumenta
l'espressione di SOST (Powell et al., 2011) ostacolando la differenziazione degli
osteoblasti, mentre 1'espressione specifica di un recettore PTH costitutivamente attivo negli
osteociti down-regola SOST (Rhee et al., 2011) (Fig. 10). Sost prodotta dagli osteociti,
rappresenta il principale regolatore negativo della differenziazione e della funzionalita

osteoblastica.
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Fig. 10: Rappresentazione schematica della regolazione esercitata dagli osteociti sugli osteoblasti e sugli
osteoclasti. Gli osteociti regolano la formazione ossea attraverso SOST/sclerostina. Gli osteociti regolano il

riassorbimento osseo attraverso citochine pro e anti osteoclasto geniche (Bellido, 2014).

3.2.3. L'osteocita regola il riassorbimento osseo

Gli osteociti regolano il riassorbimento osseo attraverso citochine che agiscono
positivamente o negativamente sull'osteoclastogenesi (Fig. 10). E’ stato ampiamente
riportato in letteratura che uno degli eventi piu importanti nella regolazione del
rimodellamento osseo sia l'apoptosi degli osteociti, che si verifica in condizione diverse,
quali l'immobilizzazione prolungata, la carenza di estrogeni, ¢ strettamente associato
all'attivazione del riassorbimento osseo. L'apoptosi degli osteociti regola il reclutamento
dei precursori degli osteoclasti e stimola 1'osteoclastogenesi mediante meccanismi diretti o
indiretti. La morte programmata degli osteociti determina un aumento della secrezione di
RANKL sia da parte degli osteociti stessi che da parte delle cellule stromali e degli
osteoblasti (Bellido, 2014). L’aumento dei livelli di RANKL puo essere dovuto anche
all’attivazione del recettore del PTH presente sugli osteociti. E* noto che durante
I’allattamento si puo verificare una perdita di massa ossea che sembra essere dovuta ad un
incremento del peptide di correlazione al PTH e dall’aumentata espressione dei recettori
osteocitari del PTH (Bellido et al., 2013; Qing et al., 2012). Gli osteociti possono anche
secernere osteoprotegerine (OPG), che legandosi a RANKL inibisce 1'osteoclastogenesi.
Negli osteociti, come negli osteoblasti, la secrezione di OPG ¢ regolata da Wnt/B-catenina;
i topi che presentano una carenza di P-catenina negli osteociti presentano un quadro

osteoporotico dovuto ad un aumento del numero degli osteoclasti e del riassorbimento
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(Kramer et al., 2010). E’ stata inoltre evidenziata come gli osteociti possano rappresentare

una fonte supplementare del M-CSF aumentando 1'osteoclastogenesi (Harris et al., 2012).

4. Rimodellamento osseo

L’o0sso ¢ un tessuto dinamico sottoposto costantemente a turnover grazie al processo di
rimodellamento osseo. Tale processo assicura la sostituzione continua di osso invecchiato
con 0sso neoformato meccanicamente pit competente. Si tratta di un evento multicellulare
che coinvolge osteoclasti, osteoblasti, osteociti e cellule di rivestimento (Kular et al.,
2012). Il coordinamento di tali cellule permette di mantenere la forma e la struttura ossea
sostanzialmente invariati per tutta la vita, nonostante gli eventi ripetuti di riassorbimento e
neo formazione a cui l'osso ¢ sottoposto (Andersen et al., 2013; Sims and Vrahnas, 2014).
E' stato riconosciuto da tempo che questo coordinamento ¢ reso possibile
dall'organizzazione di squadre di rimodellamento osseo locali, chiamate unita
multicellulari di base (BMUs) (Frost, 1969) che si attivano in maniera desincronizzata in

corrispondenza della superficie ossea.

4.1. Le fasi del rimodellamento osseo

Ogni ciclo di rimodellamento si compone di tre passaggi sequenziali obbligati: la fase di
attivazione, la fase di inversione e la fase di terminazione (Hadjidakis and Androulakis,

2006; Seibel, 2006; Delaisse, 2014) (Fig. 11).
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Fig. 11: Modello raffigurante le tre fasi del rimodellamento osseo. Gli osteoclasti sono rappresentati in rosso,
gli osteoblasti in blu, gli osteociti a forma di stella con i loro relativi canalicoli (linee blu) ed in giallo, a

forma di pentagono e triangolo, mediatori e fattori di crescita (Matsuo and Irie, 2008).
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4.1.1. Fase di attivazione

Il ciclo di rimodellamento inizia con il reclutamento dei pre-osteoclasti, la loro
differenziazione in osteoclasti maturi e I’avvio del riassorbimento osseo. Il reclutamento
dei monociti nel sito di riassorbimento ¢ mediato fattori chemotattici come la MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1). MCP-1 viene prodotta dagli osteoblasti e dagli
osteociti, (Graves et al., 1999; Kular et al., 2012) che producendo RANKL stimolano
I’espressione dei recettori per la MCP-1 sugli osteoclasti. Altri fattori possono
indirettamente regolare il processo di osteoclastogenesi, agendo come fattori solubili sugli
osteoblasti, quali il paratormone (PTH), Dinterleuchina-1 (IL-1), il TNF-a (tumour
necrosis factor alpha), e la vitamina Ds. L’osteoclastogenesi si basa quindi sull’interazine
dei precursori ematopoietici e le cellule della linea osteoblastica che producono molecole
responsabili del differenziamento terminale e funzionale degli osteoclasti come RANKL e
M-CSF. Gli osteoclasti maturi grazie ad un processo di acidificazione e digestione
proteolitica degradano 1’osso provocando il rilascio dalla matrice di fattori di crescita, quali
TGF-B (trasformino growth factor ), BMPs (bone morphgenetic protein) e IGF-II
(insulin-like growth factor II) e calcio. Terminata la fase di riassorbimento inizia la fase di

transizione.

4.1.2. Fase di transizione

In questa fase si assiste a livello cellulare al passaggio dal riassorbimento alla formazione
ossea. Tale meccanismo prende il nome di coupling ed & regolato dai “fattori di
accoppiamento”. Il concetto di coupling fu introdotto nel 1960 per definire il prefetto
equilibrio tra riassorbimento e neo formazione ossea. I fattori di accoppiamento
comprendono i fattori rilasciati dalla matrice ossea durante il riassorbimento TGF-3, BMPs
e IGF-II (Fig. 12 A), molecole secrete dagli osteoclasti (Fig. 12 B) e infine il contatto
diretto tra osteoclasti e osteoblasti mediante le efrine (Fig. 12 C). L’insieme di questi
fattori permette il reclutamento dei pre-osteoblasti nella lacuna di riassorbimento, la loro

proliferazione, il loro differenziamento in osteoblasti maturi.
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Fig. 12: Interazione tra gli osteoclasti e gli osteoblasti in una unita multicellulare di base (BMU). (A) 11
differenziamento dei precursori degli osteoclasti (OCP) in osteoclasti maturi (OC) avviene grazie a fattori di
crescita (MCSF, RANKL) rilasciati dalle cellule della linea osteoblastica. Gli osteoclasti maturi riassorbono
I’osso, la matrice ossea rilascia TGFp, IGF1. Questi fattori posso reclutare i precursori mesenchimali degli
osteoblasti (OB progenitor) e promuovere il differenziamento in osteoblasti maturi (Mature OB) che
sintetizzano nuova matrice. Gli osteoblasti che sono rimasti intrappolati nella matrice neo sintetizzata
diventano osteociti, mentre gli osteoblasti presenti sulla superficie diventano cellule di rivestimento (bone
lining cells). (B) Gli osteoclasti producono diverse clastochine che possono reclutare i progenitori degli
osteoblasti e promuovere la proliferazione e il differenziamento. (C) meccanismo di contatto cellula-cellula

mediato dalle efrine (Eph) (Charles and Aliprantis, 2014).

I fattori liberati dalla matrice, quali TGF-B, BMPs e IGF-II stimolando il reclutamento dei
pre-osteoblasti e promuovendo il differenziamento in senso osteogenico regolando
I’espressione di fattori trascrizionali importanti come RUNX-2, Osx, DIx5 (Fig 12 A). I
fattori liberati dalla matrice non sono sufficienti per determinare 1’arresto degli osteoclasti
e I’attivazione degli osteoblasti. Tale segnale viene amplicifato dalle clastochine prodotte
dagli osteoclasti, quali S1P (sphingosine 1-phosphate), mim-1 (myb-induced myeloid
protein-1), PDGF BB (Bpolypeptide chain platelet-derived growth factor homodimeric),
HGF (hepatocyte growth factor) (Fig. 12 B). SP-1, stimola la migrazione dei precursori
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della linea osteoblastica verso la lacuna di Howship, interagisce con il suo recettore
espresso sulla membrana dei precursori della linea osteoblastica stimolandone la
sopravvivenza ed aumentando 1’espressione di RANKL (Ryu et al., 2006; Pederson et al.,
2008; Lotinun et al., 2013). mim-1, proteina di 35 kDa e PDGF BB stimolano la
proliferazione dei precursori degli osteoblasti (Falany et al., 2001; Kubota et al., 2002;
O’Sullivan et al., 2007). L apoptosi degli osteoclasti dovuta ad elevati livelli di calcio
(Lorget et al., 2000; Nielsen et al., 2007) inibisce la produzione di PDGF BB contribuendo
all’attivazione del differenziamento osteoblastico (Kubota et al., 2002; O’Sullivan et al.,
2007). Un altro fattore importante nella trasizione tra riassorbimento e formazione ossea ¢
rappresentato dal contatto diretto tra osteoclasti e osteoblasti mediato dalle efrine (Fig. 12
C). Le efrine hanno la capacita di trasdurre il segnale in maniera bidirezionale. Quando una
cellula che esprime un recettore efrinico interagisce con una cellula che possiede il ligando,
i segnali sono trasdotti in entrambe le cellule, tramite signaling ‘reverse’ e ‘forward’
rispettivamente (Matsuo and Otaki, 2012) (Fig. 13). Sono state identificate due classi di
efrine, la classe A e la classe B che legano in modo specifico i recettori piu affini EphA e

EphB (Singh et al., 2012).
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Fig. 13: Interazione tra osteoclasti-osteoblasti mediata dalle efrine e dai loro recettori Eph. EphB2 ¢ espresso
negli osteoclasti maturi, mentre EphA2 ¢ espresso nelle prime fasi del differenziamento osteoclastico. Il
reverse signaling sugli osteoclasti maturi avviene attraveso EphB2 e pud essere mediato dal dominio PDZ di
proteine quali dishevelled (Dvl2) che bloccano la trascrizione di Fos e NFATCI, inibendo cosi il
differenziamento degli osteoclasti. Il forward signaling attivato da EphB4 inibisce Dattivita di RhoA
stimolando il differenziamento degli osteoblasti. Mentre il reverse signaling mediato dalla eparinaA2 ¢
mediato dall’attivazione della fosfolipasi Cy2 (PLCy2). Il forward signaling attivato da EphA2 aumenta
I’attivita di RhoA bloccando la differenziazione degli osteoblasti (Matsuo and Otaki, 2012).
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Durante il rimodellamento osseo gli osteoclasti maturi esprimono Ephrin B2 che si lega al
suo recettore EphB4 espresso sulla membrana dei pre-osteoblasti. La segnalazione
bidirezionale sopprime il riassorbimento osteoclastico e stimola la formazione ossea,
facilitando la transizione tra questi due stati (Matsuo and Otaki, 2012). Terminata la
differenziazione degli osteoblasti inizia il processo di formazione dell’osso che prevede il
ripristino dell’osso riassorbito con nuova matrice osteoide che viene successivamente
mineralizzata. Questa fase procede molto lentamente e dura molto pill a lungo rispetto il
processo di riassorbimento (Matsuo and Irie, 2008). Una volta che I’osso si ¢ formato, gli
osteociti producono sclerostina (SOST), che viene secreta a livello dai canalicoli, in questo
modo 1’azione di neodeposizione degli osteoblasti viene inibita dando inizio alla fase

terminale del processo di riassorbimento.

4.1.3. Fase di terminazione
In questa fase gli osteoblasti presenti sulla superficie ossea modificano la loro struttura,
presumibilmente con 1’aiuto di SOST, diventando cellule di rivestimento (bone lining

cells) (Hadjidakis and Androulakis, 2006; Robling et al., 2006).

Il mancato equilibrio tra riassorbimento e neo formazione durante il processo di
rimodellamento pud generare importanti conseguenze a carico della massa ossea. Si
possono distinguere patologie caratterizzate dall’aumento della massa ossea come
I’osteopetrosi, o patologie caratterizzate dalla diminuzione della massa ossea come

I’ osteoporosi.

4.2. Fattori Sistemici nel controllo del rimodellamento

I fattori sistemici deputati alla regolazione dell'omeostasi ossea sono rappresentati da:

estrogeni, paratormone (PTH), vitamina D e dallo stress ossidativo.

4.2.1. Estrogeni

Gli estrogeni giocano un ruolo critico nel mantenimento dell’omeostasi ossea (Manolagas,
2000). Gli estrogeni rallentano il tasso di rimodellamento osseo € promuovono un saldo
positivo tra riassorbimento e neo-formazione, esercitano un effetto pro-apoptotico sugli
osteoclasti e un effetto anti-apoptotico su osteoblasti e osteociti (Manolagas, 2000; Syed et
al., 2010; Manolagas et al., 2010). Gli estrogeni inibiscono il differenziamento degli
osteoclasti attraverso un'interazione diretta con i propri recettori espressi su tali cellule

(Nakamura et al., 2007; Martin-Millan et al., 2010). Queste attivita sono responsabili degli
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effetti protettivi esercitati dagli estrogeni sull'osso spongioso (Almeida and O'Brien, 2013).
Il recettore degli estrogeni ¢ presente nei progenitori della linea osteoblastica e media
I'effetto protettivo esercitato dagli estrogeni contro il riassorbimento dell'osso endocorticale
(Almeida et al., 2013). L'attenuazione della produzione di citochine come IL-1, IL-6, TNF-
alfa e RANKL da parte di altre cellule presenti nel midollo osseo, compresi linfociti T e B,
cellule stromali e cellule osteoblastiche, contribuiscono alle proprieta anti-
osteoclastogeniche degli estrogeni (Jilka, 1998; Onal et al., 2012). La carenza di estrogeni
determina un aumento del differenziamento osteoclastico a favore di un maggior
riassorbimento osseo e un aumento dell'apoptosi di osteoblasti e osteociti. Evidenze
sperimentali e cliniche condotte sia nel ratto che nell'uvomo hanno mostrato come la
carenza di estrogeni determini un'involuzione della massa ossea contribuendo alla perdita

ossea relativa all'eta e all'incremento dello stress ossidativo (Almeida and O'Brien, 2013).

4.2.2. Paratormone (PTH)

L'ormone calciotropo rappresenta un segnale endocrino importante per il mantenimento
dell'omeostasi del calcio. Viene secreto dalle cellule principali delle paratiroidi in risposta
alla riduzione di calcio nel siero, agisce a livello osseo e a livello renale (Raggatt and
Partridge, 2010). A livello osseo promuove la mobilitazione del calcio dallo scheletro
agendo come un regolatore del processo di rimodellamento osseo, mentre a livello renale
diminuisce il riassorbimento del fosforo a livello del tubulo contorto prossimale ed
aumenta il rilascio di calcio dal tubulo distale. La formazione e rilascio del PTH oltre ad
essere controllata dalla calcemia, il cui aumento porta ad una riduzione del PTH, viene
inibita dalla 1,25(OH),Ds. Il PTH agisce mediante il suo recettore (PTH1R) accoppiato alle
proteine G, espresso sulla superficie delle cellule della linea osteoblastica (Jiippner et al.,
1991). L'interazione con il recettore attiva una serie di risposte trascrizionali che
producono e modulano la secrezione di molecole chiavi, quali RANKL, necessarie nel
reclutamento dei precursori degli osteoclasti, nel loro differenziamento e nella loro attivita

riassorbente (Swarthout et al., 2002; Raggatt and Partridge, 2010).

4.2.3.Vitamina D

Le azioni della vitamina D sono da attribuire al suo metabolita attivo, 1,25-
diidrossicolecalciferolo 1,25(OH),D3;. La sua produzione ¢ aumentata dal PTH,
dall'ipocalcina, attraverso l'ia-idrossilasi renale, e dagli estrogeni, attraverso la 25-
idrossilasi. La vitamina D rappresenta un fattore fondamentale per il mantenimento di un

adeguato metabolismo osseo e per 1'omeostasi di calcio e fosfato. Tali effetti sono possibili
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attraverso un azione diretta a livello intestinale e renale, dove induce rispettivamente la
sintesi di proteine coinvolte nell'aumento dell'assorbimento di calcio e fosfato e un
aumento del riassorbimento di calcio e fosfato. A livello osseo stimola la secrezione di
RANKL negli osteoblasti attivando il differenziamento e la fusione dei progenitori
osteoclastici e gli osteoclasti a riposo accelerando cosi il riassorbimento osseo (DeLuca,

2004).

4.2.4. Stress ossidativo

Numerose evidenze suggeriscono come la biologia dell'osso sia particolarmente
influenzata dalla regolazione dell'equilibrio redox (Wauquier et al., 2009). Le specie
reattive dell'ossigeno (ROS) in condizioni fisiologiche sono coinvolte nell'omeostasi del
tessuto minerale e contribuiscono al corretto equilibrio tra osteoclasti e osteoblasti (Bai et
al., 2005; Ha et al.,, 2004; Koh et al., 2006; Lee et al., 2005) mentre un eccessiva
produzione di ROS determina uno squilibrio tra riassorbimento e neo formazione. Recenti
osservazioni hanno suggerito che lo stress ossidativo possa essere coinvolto nella
patogenesi di malattie ossee quali 1’osteoporosi (Wauquier et al., 2009; Almeida, 2012;
Filaire and Toumi, 2012). Tale patologia ¢ caratterizzata da una bassa densita minerale
ossea (BMD), deterioramento della microarchitettura del tessuto osseo, aumento della
suscettibilita alle fratture (Urano and Inoue, 2014), dovuto ad un alterazione del
rimodellamento osseo a favore dell’attivita riassorbente degli osteoclasti (Neve et al.,
2011). L’osteoporosi ha un impatto negativo sulla qualita di vita dell’individuo e
rappresentano un problema sanitario importante per 1’invecchiamento progressivo della
societa (Demontiero et al., 2012). La diminuzione della BMD, caratteristica generale
dell'osteoporosi, ¢ associata ad un indice elevato di stress ossidativo (Almeida et al., 2007;
Altindag et al., 2008; Jilka et al., 2010). Sendur et al., (2009) hanno avvalorato questa
osservazione mostrando una correlazione negative tra 1'ossidazione lipidica e 1 valori di
BMD nelle donne osteoporotiche comparate con gruppo controllo sottolineando lo stretto
legame tra danno ossidativo, degenerazione tissutale e invecchiamento. Esperimenti
condotti su topi anziani sia maschi che femmine hanno confermato ulteriormente il ruolo
dei ROS nell'osteoporosi senile mostrando elevati livelli di specie reattive dell'ossigeno e
una riduzione del tasso di neo formazione ossea (Almeida et al., 2007). In questo studio
Almeida e collaboratori hanno sottolineato come I’aumento dei ROS si deve ad una
riduzione delle difese antiossidanti della cellula e che gli stessi livelli di specie reattive
dell'ossigeno sono stati riprodotti da gonadectomia. A tale proposito, si ¢ visto come le

manifestazioni cliniche dell'osteoporosi si manifestano principalmente nella popolazione
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anziana con una maggior prevalenza nelle donne in postmenopausa dove si € notato una
ridotta attivita degli enzimi antiossidanti (Manolagas, 2013; Almeida, 2012; Wauquier et
al., 2009; Ozgocmen et al., 2007). L'eccessiva produzione di ROS che si verifica nell'osso,
incrementa la fosforilazione di p53 e p66 portando all'apoptosi di osteoblasti e osteociti e
puo privilegiare il differenziamento delle cellule stromali del midollo osseo verso gli
adipociti, con conseguente aumento dell'adipogenesi e la  diminuzione
dell'osteoclastogenesi (Stenderup et al., 2003; Sethe et al., 2006; Kasper et al., 2009;
Coipeau et al., 2009). Le cellule mesenchimali staminali sia di topo che di ratto trattate con
perossido di idrogeno hanno mostrato una riduzione dei markers osteogenici come il
collagene di tipo I, la fosfatasi alcalina (ALP) e il fattore trascrizionale Runx2
confermando una soppressione del differenziamento osteoblastico (Liu et al., 2004). Questi
studi suggeriscono un legame meccanicistico tra gli ossidanti intracellulari e il declino
della funzione rigenerativa delle cellule staminali adulte, che si verifica come una normale
conseguenza dell'invecchiamento (Almeida and O’Brien, 2013). I ROS aumentano il
numero degli osteoclasti e il riassorbimento osseo stimolando l'espressione di RANKL e
TNF-alfa attraverso l'attivazione di ERK e NF-kB (Manolagas, 2010). L'aumento
dell'attivita degli osteoclasti porta ad un aumento della formazione di anione superossido,
all'inibizione dell'attivita della superossido dismutasi e della glutatione perossidasi con
conseguente perdita di massa ossea (Sheweita et al., 2007). L'identificazione di composti in
grado di modulare contemporaneamente l'attivita degli osteoblasti e di ridurre gli effetti
negativi dello stress ossidativo sulla massa ossea potrebbero rappresentare un approccio

terapeutico mirato per il trattamento dell'osteoporosi.
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Nello scheletro adulto approssimativamente il 5-10% dell'osso esistente viene sostituito
ogni anno con 0SSO meccanicamente piu competente, attraverso il processo di
rimodellamento osseo. La sequenza di eventi che costituisce il processo di rimodellamento
osseo incomincia con il riassorbimento osseo ad opera degli osteoclasti, seguito dalla neo
deposizione ossea ad opera degli osteoblasti. Il mantenimento di una massa ossea normale
e sana dipende da diversi fattori sia locali che sistemici in grado di influenzare la funzione
delle cellule ossee e la comunicazione tra queste. Le specie reattive dell'ossigeno (ROS)
sono generate da numerosi agenti ambientali come dal normale metabolismo.
Recentemente ¢ emerso come lo stress ossidativo dovuto ad un aumento eccessivo di ROS
possa contribuire allo sviluppo di patologie degenerative correlate all'invecchiamento, tra
cui l'osteoporosi (Muller et al., 2007; Wauquier et al., 2009; Jilka et al., 2010; Almeida,
2012). Lo stress ossidativo svolge un ruolo importante nella perdita di massa ossea
correlata all'eta, non solo nei roditori (Banfi et al., 2008), ma anche negli esseri umani
(Basu et al.,, 2001; Maggio et al., 2013), con conseguente aumento dell'apoptosi di
osteoblasti e osteociti e una riduzione del tasso di formazione ossea (Manolagas and
Parfitt, 2010). E' possibile ipotizzare che l'identificazione di composti in grado di modulare
l'attivita degli osteoblasti e ridurre gli effetti negativi dello stress ossidativo sulla massa
ossea potrebbe rappresentare un approccio terapeutico mirato per il trattamento
dell'osteoporosi. La nostra attenzione si ¢ focalizzata su ghrelina, un peptide costituito da
28 aminoacidi identificato nel 1999 da Kojima e collaboratori come ligando endogeno dei
recettori dei composti in grado di stimolare la secrezione di ormone della crescita (GH).
Negli ultimi anni, gli effetti di ghrelina sul tessuto osseo hanno ricevuto una crescente
attenzione (van der Velde et al., 2008; Nikolopoulos et al., 2010; Delhanty et al., 2014).
Ghrelina ¢ infatti coinvolta nella regolazione del metabolismo osseo, indipendentemente
dalla sua attivita di stimolo della secrezione del GH. La somministrazione periferica del

peptide determina un aumento della massa ossea (Fukushima et al., 2005) principalmente
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dovuto ad un attivita anabolica diretta sugli osteoblasti (Maccarinelli et al., 2005; Kim et
al., 2005), inoltre ¢ in grado di inibire 1'apoptosi delle cellule MC3T3-E1 (Kim et al.,
2005). In particolare ¢ emerso che il peptide diminuisce il danno ossidativo in vari tessuti
sia periferici (El Eter et al., 2007; Kawczynska-Drozdz et al., 2006; Iseri et al., 2008;
Zhang et al., 2011) che nel cervello (Obay et al., 2008). Sulla base di queste premesse
abbiamo esaminato la possibilita che ghrelina potesse proteggere gli osteoblasti dal danno
ossidativo indotto dal +~-BHP, un idroperossido organico ampiamente utilizzato nell'indurre
stress ossidativo in diversi tipi di cellule. Scopo del presente lavoro ¢ stato quello di
valutare gli effetti di ghrelina sulla tossicita indotta dal +~-BHP sulla vitalita cellulare e sui
cambiamenti morfologici di una linea stabilizzata di pre-osteoblasti murini, MC3T3-El.
Successivamente, per verificare se il recettore GHSR-1a fosse responsabile dell'effetto
protettivo esercitato dal peptide, abbiamo esaminato l'effetto di analoghi sintetici che
agiscono come agonisti (EP1572) e antagonisti specifici (D—Lys3—GHRP—6) del GHSR-1ae
di DAG, isoforma naturale di ghrelina, presente in concentrazione maggiore nel sangue,
che non si lega al GHSR-1a. Abbiamo poi esaminato se ghrelina contrastasse gli effetti del
danno ossidativo indotto dal t-BHP sugli osteoblasti differenziati andando a valutare due
markers specifici della funzionalita osteoblastica, la fosfatasi alcalina (ALP) e il collagene.
Sulla base dei risultati ottenuti, abbiamo valutato il coinvolgimento del pathway PI3K/Akt
nell'effetto protettivo esercitato da ghrelina mediante il pre-trattamento con l'inibitore
selettivo del PI3K, Ly294002. In fine, poiché ¢ noto dalla letteratura che il pathway
PI3K/Akt controlla la fosforilazione di diversi bersagli tra cui la glicogeno sintasi chinasi-
3B (GSK-3p ) fondamentale nella regolazione della sopravvivenza e del differenziamento
degli osteoblasti attraverso -catenina, abbiamo esaminato se ghrelina in condizioni basali
potesse agire su GSK-3f e P-catenina e successivamente se il pre-trattamento con
Ly294002 fosse in grado di prevenire gli effetti del peptide sui livelli di GSK-3p e -

catenina.
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MATERIALI E METODI
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1. Colture cellulari e loro mantenimento

In questo studio sono state utilizzate una linea stabilizzata di osteoblasti murini MC3T3-E1
(ATCC numero di catalogo CRL-2593) e colture primarie di osteoblasti derivati da
calvaria di ratti (Sprague Dawley, Charles River Laboratories, Inc) di due-tre giorni di eta.
Per il mantenimento delle colture cellulari si ¢ utilizzato un terreno completo formato da
Dulbecco Modified Eagle (D-MEM, Euroclone, Italia), a cui si sono aggiunti: 1% di L-
glutammina, 100 pg / ml di streptomicina e 100 U / ml di penicillina e il 10% di siero
fetale bovino (FBS, Euroclone, Italia) a 37 ° C in atmosfera umidificata al 5% di CO,. 1l
mantenimento delle colture prevede il cambio del medium di coltura e, se necessario, la

divisione delle cellule mediante 1’utilizzo di tripsina, quando raggiungono la confluenza.

2. Isolamento di osteoblasti derivati da calvaria di ratto (rOB)

Dopo aver liberato la calotta cranica, le ossa parietali sono state prelevate, ed il periostio ¢
stato eliminato per raschiamento. I frammenti di osso cosi’ ottenuti sono stati lavati
dapprima con soluzione fisiologica e successivamente con 5 ml di terreno Jocklik
Minimum Essential Medium (MEM) privo di calcio (Sigma). I frammenti sono stati
successivamente incubati in una soluzione di Jocklik MEM contenente collagenasi di tipo
IV (10mg/ml) (Sigma) per 20 minuti a 37°C, in agitazione. Al termine dell’incubazione,
Iattivita collagenasica ¢ stata inibita mediante 1’aggiunta di un pari volume di terreno
completo; 1 frammenti di osso cosi digeriti sono stati piastrati in flasks di 75cm? in terreno
completo e mantenute a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO,. Dopo una settimana,
¢ possibile osservare un monostrato confluente di cellule con caratteristiche osteoblastiche,

definite “rat osteoblast like cells” (rOB).

3. Valutazione del contenuto di collagene

Le cellule MC3T3-E1 sono state seminate in terreno completo ad una concentrazione di 1
x 10* cell/pozzetto in multiwell da 48 pozzetti, sono state trattate, al 90 % di confluenza,
con terreno completo contenente 10 mM di B-glicerolfosfato e 50 pg/ml di acido ascorbico
per indurre il differenziamento. Il medium differenziate ¢ stato cambiato ogni due giorni
per un totale di tre step differenzianti. Il contenuto di collagene ¢ stata valutata utilizzando
il colorante Sirius Red (Sigma Aldrich, Italia) che presenta un'affinita specifica per il
collagene.

Le cellule sono state fissate con fissativo Bouin (acido picrico in soluzione acquosa satura,
formalina ed acido acetico glaciale in rapporto 15:5:1), per 1 ora a temperatura ambiente.

Avvenuta la fissazione, le cellule sono state lavate per 15 minuti sotto l'acqua corrente e
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successivamente lasciate asciugare all'aria. Per la colorazione del collagene ¢ stato quindi
aggiunto ad ogni pozzetto una soluzione di Sirius Red allo 0,1% in soluzione satura di
acido picrico per 1 ora a temperatura ambiente in leggera agitazione. Dopo un lavaggio con
HCL 0,001 N per rimuovere il colorante in eccesso si ¢ preceduto con l'eluizione del
colorante legato al collagene mediante NaOH 0,1 N. L'eluato cosi ottenuto ¢ stato
successivamente letto allo spettrofotometro (Victor™, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)

alla lunghezza d'onda di 550 nm.

4. Attivita della fosfatasi alcalina (ALP)

Le cellule MC3T3-E1 sono state seminate in terreno completo ad una concentrazione di 1
x 10* cell/pozzetto in multiwell da 48 pozzetti, sono state trattate, al 90 % di confluenza,
con terreno completo contenente 10 mM di B-glicerolfosfato e 50 pg/ml di acido ascorbico
per indurre il differenziamento. L’attivita dell’ALP ¢ stata misurata con un metodo
biochimico basato sulla conversione del p-nitrofenil fosfato in p-nitrofenolo. Le cellule
sono state lisate con 0.2% di triton X-100 e centrifugate a 14000xg per 5 min. Il surnatante
¢ stato incubato in un tampone AMP (2-amino-2metile-1propanolo) pH 10,3 in presenza di
p-nitrofenil fosfato (Sigma-Aldrich) come substrato. Dopo un’incubazione di 30 minuti a
37°C, la reazione ¢ stata bloccata con I’aggiunta di NaOH 0.5 mol/L ed ¢ stata effettuata la
lettura spettrofotometrica dei campioni a 405 nm, utilizzando uno spettrofotometro
(Victor™, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). 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. I risultati sono stati espressi come nmoli di p-nitrofenolo
formato in 1 min e normalizzati per il quantitativo totale di proteine misurate sugli stessi
campioni mediante un kit commerciale (Pierce, Rockford) basato sull’acido bicinconinico

(BCA).

5. Misurazione della vitalita cellulare

Le cellule MC3T3-E1 sono state seminate in terreno completo ad una concentrazione di 3
x 10° cell/pozzetto in multiwell da 96 pozzetti, sono state lasciate aderire alla plastica per
24 ore. Le cellule sono state trattate con i composti in esame in terreno privo di FBS. La
vitalita cellulare ¢ stata valutata mediante il test MTT 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide (MTT, Sigma-Aldrich Chemical, Italia) che consiste in un
saggio colorimetrico standard che si basa sulla capacita degli enzimi mitocondriali,
succinato deidrogenasi, di ridurre ’MTT a formazano. Tale metodica prevede che in ogni

pozzetto siano depositati 100 pl di una soluzione di MTT 0,5 mg/ml e il tutto venga
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incubato per 3 ore a 37 ° C in atmosfera umidificata al 5% di CO; al buio. La formazione
dei cristalli di formazano ¢ stata valutata dopo solubilizzazione con 100 ul di dimetil
solfossido (DMSO). L intensita della colorazione rilevabile allo spettrofotometro (Victor'™,
PerkinElmer, Waltham, MA, USA) alla lunghezza d'onda di 550 nm ¢ direttamente
proporzionale alla concentrazione di formazano ed ¢ quindi espressione della vitalita
cellulare.

Le osservazioni fenotipiche delle cellule sono state realizzate utilizzando un microscopio
Olympus TH4-200 a contrasto di fase, munito di fotocamera digitale con zoom C-4040

Olympus per registrare gli eventuali cambiamenti morfologici.

6. Microscopia a fluorescenza

6.1. Condensazione della cromatina nelle cellule MC3T3-E1 (Hoechst staining)

I vetrini da 22 mm di diametro, sono stati lavati con etanolo puro, collocati in una petri da
10 cm e sterilizzati per 5-10 minuti in microonde alla massima potenza in presenza di un
becker pieno di acqua. I vetrini vengono collocati nei pozzetti di una multiwell da 6
pozzetti; le cellule sono state seminate in terreno completo ad una concentrazione di 5 x
10° per pozzetto, dopo 48 ore le cellule sono state trattate. Al termine dei trattamenti le
cellule adese ai vetrini sono state lavate con PBS e fissate con una soluzione di
paraformaldeide al 4% per 20 minuti a 37° C. Dopo un lavaggio con PBS le cellule sono
state permeabilizzate con 0,1 % TritonX-100 in PBS per 5 minuti (300 pl/ pozzetto) a
temperatura ambiente, e successivamente lavate con PBS (300 pl/ pozzetto) per 5 minuti.
Per visualizzare il DNA si ¢ effettuato un’incubazione per 5 minuti con Hoechst 33252
staining (Sigma-Aldrich Chemical., Italy; 10 pg/ml) a temperatura ambiente al buio al
termine della quale si ¢ effettuato un lavaggio con PBS per 5 minuti e i vetrini sono stati
montati su un vetrino portaoggetto mediante un mowiol. Le cellule sono state osservate
utilizzando un microscopio a fluorescenza (Axioplan).

La fluorescenza emessa nel blu permette di osservare la conformazione del DNA che
risulta alterata nelle cellule apoptotiche. Queste cellule sono caratterizzate da una
frammentazione e riduzione delle dimensioni nucleari e condensazione della cromatina. I
vetrini sono stati analizzati con obbiettivi non immersi in olio con ingrandimento 20x.

Sono state contante almeno 200 cellule per ogni trattamento da 3 osservatori in cieco.
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6.2. Riarrangiamenti citoscheletrici

Le cellule fissate e permeabilizzate sono state lavate con PBS per 5 minuti e
successivamente incubate 20 minuti con FICT-labeled falloidina (diluizione 1:100 in PBS,
in cameretta umida, oscurata a temperatura ambiente) per la colorazione dei microfilamenti
di actina. Al termine dell’incubazione si effettuano dei lavaggi con PBS per 2-4 volte per 5
minuti ciascuna. I vetrini sono stati montati su un vetrino portaoggetto con una goccia di
medium acquoso (Vectashield Hard Set Mounting Medium) contenente 4°,6-diamidino-2-
fenilindolo (DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, CA) un intercalante del DNA. Le
immagini sono state ottenute usando un microscopio a fluorescenza (Axioplan) con un
ingrandimento 20x. La lunghezza d’onda di eccitazione ed emissione erano

rispettivamente: FITC 488/490 (blu) — 525/520 (verde); DAPI 340 (UV) — 480/488 (blu).

7. Determinazione del contenuto proteico dei lisati cellulari

La concentrazione totale di proteine nel lisato cellulare ¢ stata determinata utilizzando un
kit commerciale (Pierce) basato sull’acido bicinconinico (BCA). Questo metodo combina
la riduzione del rame (Cu+2—>Cu+1) effettuata dalle proteine in mezzo alcalino (reazione
del Biureto) con la determinazione colorimetrica altamente sensibile e selettiva del catione
Cu+1, usando un unico reagente BCA. La reazione colorimetrica ¢ data dalla chelazione di
due molecole di BCA con uno ione rame. L.’assorbanza di ogni campione ¢ stata misurata
allo spettrofotometro utilizzando una lunghezza d’onda pari a 550 nm. Le concentrazioni
proteiche dei singoli campioni sono state misurate in riferimento ad una curva standard di

BCA ed espresse in pg/ml.

8. SDS PAGE e Western Blotting

Gli osteoblasti (rOB) sono stati piastrati in multiwell da 6 pozzetti, raggiunta la confluenza,
le cellule sono state trattate in assenza di FBS. Al termine del trattamento le cellule sono
state lisate per 30 minuti in ghiaccio utilizzando un buffer di lisi cosi costituito: RIPA
Buffer (1% Triton, 0,5% Na deoxycolate e 0,1 % SDS) + inibitori delle fosfatasi (0.4 % del
volume finale), inibitori delle proteasi (2 % del volume finale), EDTA 0,5M (2 % del
volume finale), NaF 1M (2 % del volume finale) (Sigma). I lisati sono stati raccolti e
centrifugati a 12000 rpm per 10 minuti a 4°C per eliminare i nuclei. Su un’aliquota del
lisato ¢ stato eseguito il dosaggio delle proteine totali (BCA, Pierce) in modo da caricare
per ciascun aliquota la stessa quantita di proteine 35ug. Le proteine presenti negli estratti

sono separate per elettroforesi su un gel di poliacrilammide al 10% con sodio
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dodecilsolfato (SDS-PAGE) in presenza di Electrode Buffer e trasferite su membrana di
nitrocellulosa.
Electrode Buffer (10X, pH 8,3-8,6) in 1L: Tris 30,3 g

SDS 10 g

Glicina 144,7 g
Il principio su cui si basa questa tecnica ¢ l'attivita denaturante dell'SDS; questo ¢ in grado
di interagire con le proteine in un rapporto costante 1.4g SDS ogni g di proteina.
La separazione avviene quindi per differenza fra pesi molecolari visto che il rapporto
massa carica per ogni proteina denaturata con SDS rimane costante.
Il gel di poliacrilammide si compone di due parti:

e stacking gel (o gel di impaccamento): ¢ la parte superiore del gel e la sua funzione ¢
quella di concentrare il campione proteico caricato negli appositi pozzetti, in modo
che tutti i campioni comincino la loro migrazione dallo stesso punto di partenza;

¢ running gel (o gel di separazione): ¢ la parte inferiore e la sua funzione & quella di
separare le proteine dei vari campioni sulla base del loro peso molecolare. In
particolare ¢ importante la concentrazione di acrilammide, per ottenere la porosita
desiderata: concentrazioni maggiori portano a pori di dimensioni minori, dunque
capaci di separare le proteine con una risoluzione maggiore.

Running gel 10% (gel di separazione):
e 1.3 ml Lower Buffer (1,5M Tris, 4% SDS, pH 8,8): 12,9% vol/vol
e 1.6 ml Acrilammide/Bis solution 29:1 (Biorad): 33% vol/vol
e 25 ul Ammonio Persolfato 1M (Biorad)
e 2.5 ul Temed
Stacking gel (gel di impaccamento):
e 1.3 ml Upper Buffer (0,5M Tris, 4% SDS, pH 6,8): 26% vol/vol
¢ (.5 ml Acrilammide/Bis solution 29:1 (Biorad): 10%
e 25 ul Ammonio Persolfato 1M (Biorad)
e 5ul Temed
I campioni sono stati bolliti per 5 minuti in un tampone contenente Tris HCl 1M pH 6,8,
glicerolo 20%, SDS 10%, DTT 100mM, blu bromofenolo 0,005% (sample buffer, 1:5 del
volume di ciascun campione), successivamente caricati nei pozzetti.
La corsa elettroforetica ¢ stata eseguita a voltaggio costante, 100V.
Le proteine sono state trasferite su membrana di nitrocellulosa 0,2 micron (Sigma) in

transfer buffer tramite Trans-Blot semi-dry (Biorad) in 45 minuti a 15V.
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Transfer Buffer: Tris 3,03 g

Glicina 14 g

Metanolo 200 ml

Acqua distillata g.b. a 1L
Al termine del trasferimento, le proteine su nitrocellulosa sono state visualizzate mediante
colorazione con Rosso Ponceau (Ponceau S 2%, acido tricloroacetico 30%, acido
sulfosalicilico 30%) per verificare I'uniformita in concentrazione e trasferimento delle
proteine caricate nei diversi pozzetti.
In seguito, i filtri di nitrocellulosa sono stati incubati per 1 ora a temperatura ambiente con
una soluzione di latte disidratato e scremato al 5% in TBS-Tween (Tris-HCl 10mM, NaCl
150mM pH 7.4, 0.1% Tween20) per la saturazione dei siti aspecifici.
I livelli delle proteine di interesse sono stati valutati mediante incubazione over night a 4°C
della membrana di nitrocellulosa con gli anticorpi primari specifici: anticorpo primario
policlonale contro la regione carbossi-terminale della forma umana di -catenina prodotto
in capra (Santa-Cruz Biotecnology, diluito 1:5000 in latte al 5% in TBS-Tween), della
forma fosforilata e totale di GSK-3p prodotto in coniglio (anti-B-catenina, diluizione
1:2000 in latte al 5% in TBS-Tween, Cell Signaling). I livelli di B-catenina sono stati
normalizzati sui livelli di actina, proteina costitutivamente prodotta; mentre i livelli della
forma fosforilata di GSK-3f sono stati normalizzati sui livelli della forma totale di GSK-
3p.
In seguito il filtro ¢ stato lavato con tre lavaggi da 10 minuti in TBS-Tween ed incubato
per 1 ora a temperatura ambiente con 1’anticorpo secondario coniugato con perossidasi e
specifico per ciascun anticorpo primario, (anti-rabbit 1:5000 in latte al 5% sciolto in TBS-
Tween, Jackson ImmunoResearch e anti-goat 1:5000 in latte al 5% sciolto in TBS-Tween,
Rockland). 11 filtro ¢ stato lavato con tre lavaggi da 10 minuti in TBS-Tween. La presenza
del segnale ¢ stata evidenziata mediante l'utilizzo di reagenti e di lastre specifiche
impiegando il sistema di chemioluminescenza intensificata per rilevare [I’attivita
perossidasica, SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).
L'analisi densitometrica delle bande elettroforetiche ¢ stata effettuata tramite sistema di

analisi dell'immagine comunemente utilizzato (NIH image J).

9.Analisi statistica
L’analisi statistica ¢ stata eseguita con un pacchetto statistico GraphPad Prism5 (GraphPad
Sottware San Diego, CA, USA). Tutti 1 dati sono rappresentati come media + SEM e gli

esperimenti sono stati replicati almeno tre volte. Le differenze tra gruppi per dati non
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parametrici sono state valutate mediante il test di Kruskal-Wallis seguito dal test di Dunn.

Per tutti i test ¢ stato considerato come limite di significativita p<0,05.

10. Farmaci

Ghrelina, Des-Acyl-Ghrelina (DAG) and EP1572 (Aib-DTrp-DgTRP-CHO) sono stati
sintetizzati mediante sintesi in fase solida e purificati per almeno il 98% mediante HPLC
da Neosystem (Strasburgo, Francia). D—Lys3—GHRP—6 fornita da Bachem AG (Budendorf,
Svizzera). Le sostanze sono state risospese in D-MEM senza siero.

Luperox® TBH70X, soluzione di tert-butyl-hydroperoxide 70 wt. % in acqua (t-BHP),
Trolox e Ly294002 sono stati acquistati da Sigma Aldrich (Italia). II Trolox e Ly294002
sono stati dissolti rispettivamente in etanolo (70%) e dimetil solfossido (100%) e
successivamente nel medium di coltura in modo che le concentrazione finali di etanolo e

dimetil solfossido fossero inferiori allo 0.5%.

11. Procedimenti Sperimentali

Nella prima serie di esperimenti abbiamo messo a punto il modello di stress ossidativo
esaminando gli effetti di concentrazioni crescenti di +~-BHP (125, 250, 500 uM) a diversi
tempi di incubazione (1, 3, 6 ore) sulla vitalita cellulare, misurata tramite il test MTT.
Come controllo sono state utilizzate cellule incubate solo con D-MEM.

Abbiamo successivamente esaminato gli effetti del trattamento con concentrazioni
crescenti di ghrelina (10'11 -10° M, 2 ore) sul danno indotto da ~-BHP (250 uM, 3 ore)
valutata mediante il test di vitalita cellulare con MTT.

Nella terza serie di esperimenti ¢ stata valutata l'attivita anti-apoptotica di ghrelina sugli
osteoblasti mediante microscopio a fluorescenza mediante la colorazione della cromatina
con Hoechst 33252. A tale scopo le cellule, MC3T3-E1 sono state incubate con ghrelina
10°M per 2 ore e successivamente trattate con -BHP (250 uM, 3 ore).

Sono stati studiati anche gli effetti di ghrelina sulle alterazioni morfologiche e 1
cambiamenti del citoscheletro indotte dal -BHP (250 uM, 3 ore) mediante 1'utilizzo di un
microscopio a flurescenza previa colorazione dei filamenti di -actina tramite falloidina
coniugata con FITC.

Per caratterizzare il tipo di recettore coinvolto nell’azione citoprotettiva esercitata da
ghrelina sul danno indotto da -BHP sulle MC3T3-El, sono state allestite tre serie di
esperimenti di vitalita cellulare utilizzando rispettivamente 1'agonista selettivo del recettore
GHSR-1a, EP1572, l'antagonista del recettore GHSR-1a, D—Lys3 -GHRP-6 e des-acil-

ghrelina (DAG), che non lega il GHSR-1a. La caratterizzazione recettoriale ¢ stata valutata
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utilizzando il metodo dell’MTT. Nella prima serie di esperimenti le MC3T3-E1 sono state
incubate con concentrazioni crescenti (107" -107 M) di EP1572, 2 ore prima dell’aggiunta
del +-BHP (250uM, 3 ore). Nella seconda serie di esperimenti abbiamo volutato se il pre-
trattamento (30 minuti) con D—Lys3 -GHRP-6 (10"7 M) fosse in grado di rimuovere I'effetto
citoprotettivo di ghrelina. Nella terza serie gli osteoblasti sono stati trattati (2 ore prima)
con dosi crescenti (10'11 107 M) di DAG e successivamente esposte a -BHP.

E' stato approfondito ulteriormente 1'effetto di DAG (10°M, 2 ore) sul danno indotto da -
BHP valutando 1'apoptosi con Hoechst staining, la morfologia e il citoscheletro con
falloidina coniugata con FITC.

Successivamente abbiamo valutato se ghrelina (10'9 M, 2 ore) fosse in grado di contrastare
anche gli effetti negativi dello stress ossidativo sugli osteoblasti differenziati (MC3T3-E1)
prendendo in considerazione due markers specifici del differenziamento osteoblastico la
fosfatasi alcalina e il collagene. L'attivita della fosfatasi alcalina ¢ stata valutato dopo 24
ore dal danno ossidativo mentre il contenuto di collagene ¢ stato valutato dopo 48 ore
dall'esposizione al r-BHP.

Sempre nelle cellule MC3T3-E1 abbiamo poi studiato gli effetti del pre-trattamento (30
minuti prima di ghrelina) con l'inibitore selettivo di PI3K, Ly294002 (10uM), sull'apoptosi
indotta da --BHP (250 uM, 3 ore) mediante Hoechst 33252 staining.

Utilizzando le cellule rOB, in una nuova serie di esperimenti, abbiamo valutato gli effetti
del trattamento con ghrelina sui livelli di GSK-3p fosforilato. I livelli di GSK-3[ sono stati
misurati tramite Western Blot in pre-osteoblasti incubati con D-MEM e o ghrelina 10°M
dopo 15, 30, 60, 90 minuti. I livelli di GSK-3[3 vengono normalizzati sui livelli di GSK-
3P totale. Successivamente abbiamo studiato se I'aumento dei livelli di GSK-3f osservati
con ghrelina determinassero un aumento dei livelli di B-catenina. A tale scopo sono stati
valutati mediante Western Blot i livelli di B-catenina, dopo incubazione con ghrelina per
15, 30, 60, 90, 120 minuti. T livelli di PB-catenina di ciascun campione sono stati
normalizzati con quelli dell'actina misurati sullo stesso gel. Infine siamo andati ad indagare
se il pre-trattamento (30 minuti) con Ly294002 (10uM) fosse in grado di rimuovere

I’effetto stimolatorio di ghrelina sui livelli di GSK-3p fosforilato e B-catenina.
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La Figura 1 mostra I’effetto tempo e dose dipendente del +-BHP sulla vitalita cellulare
delle MC3T3-El. Dalla figura emerge come il trattamento di 3 ore con #-BHP alle
concentrazioni di 250 e 500 uM riduce in maniera statisticamente significativa la vitalita
cellulare rispettivamente al 59,47 + 2,42 % e 40,53 + 1,80 % rispetto al gruppo controllo.
L’effetto citotossico esercitato dal -BHP si mantiene statisticamente significativo anche
dopo incubazioni pil lunghe, 6 ore.

Poiché in nostri studi precedenti avevamo osservato che la ghrelina esercita un’azione
stimolante sulla vitalita cellulare a tempi superiori alle 6 ore, abbiamo trattato le cellule
MC3T3-E1 con concentrazioni crescenti del peptide 2 ore prima dell’esposizione al r-BHP.
La figura 2a mostra come ghrelina eserciti un effetto protettivo massimo alle
concentrazioni di 10° M e 10™!" M contro la citotossicita indotta dal +~BHP. Concentrazioni
maggiori del peptide non hanno aumentato l'effetto protettivo, ma, al contrario, sono
risultate meno efficaci. Sulla base di questi risultati abbiamo scelto la concentrazione di
10° M per 1 successivi esperimenti. L’efficacia delle nostre condizioni sperimentali sono
state convalidate con 1'uso del Trolox, un composto antiossidante noto. Abbiamo scoperto
che una concentrazione di 10° M di Trolox esercita un'azione protettiva contro la
citotossicita indotta dal -BHP paragonabile a quella di ghrelina alla concentrazione di
10" M come evidenziato nella figura 2b. Si & studiato l'effetto della ghrelina sull’apoptosi
indotta dal t-BHP. Come mostrato nella figura 3b, il trattamento con +-BHP (250 uM per 3
ore) ha causato un significativo aumento delle cellule apoptotiche (28,0 + 3,3%) rispetto al
gruppo controllo (5,9 = 1,0% di cellule apoptotiche), mentre il trattamento con ghrelina
(10® M) 2 ore prima del +-BHP ha significativamente ridotto la percentuale di cellule
apoptotiche (10.7 + 1,3%). La figura 3a mostra ’azione protettiva di ghrelina contro i
cambiamenti nucleari tipici dell’apoptosi cellulare valutata mediante Hoechst staining.

Come si osserva, -BHP aumenta la condensazione della cromatina e induce una maggior
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luminescenza, due indici di aumentata attivita apoptotica indotta dal 7-BHP, mentre il
pretrattamento con ghrelina previene questi effetti.

La figura 4a mostra gli effetti di +-BHP sulla morfologia delle cellule MC3T3-El. Le
cellule del gruppo controllo costituiscono uno monostrato di cellule che presentano un
nucleo rotondo e molti processi che collegano ogni cellula con le cellule vicine. Il
trattamento con ~-BHP determina perdita di contatto tra le cellule e condensazione del
citoplasma. Inoltre, le cellule morte si staccano dal monostrato. Il trattamento con ghrelina
(10® M) 2 ore prima del +-BHP diminuisce i cambiamenti morfologici indotti dal danno
ossidativo ripristinando una situazione simile a quella del gruppo controllo.

Per verificare la possibilita che i cambiamenti morfologici indotti dal +-BHP (250 uM)
siano dovuti ad un rimodellamento del citoscheletro delle cellule MC3T3-El, ¢ stata
valutata la capacita del ~-BHP di alterare il citoscheletro dopo tre ore dal trattamento. I
filamenti di B-actina sono stati visualizzati mediante legame con falloidina coniugata con
FITC. In figura 4b sono riportate le immagini relative ai risultati ottenuti. Dalle immagini
si evince come 1 microfilamenti delle cellule controllo siano disposti in direzione del loro
asse principale e come 1’esposizione al ~-BHP induce una progressiva riorganizzazione dei
microfilamenti che risultano addensati intorno al nucleo e non piu distesi e ben distribuiti
come nel gruppo controllo. Il trattamento con ghrelina (10° M) 2 ore prima dell’agente
citotossico contrasta 1’effetto di rimodellamento sul citoscheletro indotto da ?-BHP,
mantenendo le cellule in una condizione simile al gruppo controllo.

Per esaminare se 1'effetto protettivo esercitato dalla ghrelina contro la citotossicita indotta
dal +-BHP dipenda dall’interazione con GHS-R1a, le cellule MC3T3-E1 sono state trattate
con l'agonista specifico del GHS-R1a, EP1572 a concentrazioni crescenti (107 - 107" M).
La figura S5a mostra come il trattamento con EP1572 2 ore prima del +-BHP (250 uM per 3
ore) non ha modificato in alcun modo I’effetto citotossico esercitato dal r-BHP sulla

vitalita cellulare.
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Da quanto osservato, si evince che I’effetto protettivo di ghrelina non dipende da una
specifica interazione con il GHS-R1a. Questa osservazione ¢ confermata nella figura Sb,
che illustra come il pre-trattamento con l'antagonista selettivo del GHS-Rl1a, D—Lys3—
GHRP-6 (10”7 M), applicato 30 minuti prima di ghrelina (10° M) non rimuove gli effetti
protettivi esercitati da ghrelina contro il danno ossidativo indotto dal -BHP. La possibilita
che l'effetto citoprotettivo della ghrelina sia legato ad un’interazione con un recettore
diverso dal GHS-R1a ¢ stata confermata dai risultati ottenuti con DAG, che non lega il
GHS-R1a. La figura 6 mostra come il trattamento con concentrazioni crescenti (10” - 10"
M) di DAG sia in grado di aumentare in modo statisticamente significativo la vitalita
cellulare rispetto le cellule trattate solo con +~-BHP. In base a questi risultati ¢ stata scelta la
concentrazione di 10™ M per i successivi esperimenti.

La figura 7b mostra come DAG 10° M sia in grado di ridurre in maniera statisticamente
significativa la percentuale di cellule apoptotiche (13,1 + 1,1%) rispetto alle cellule trattate
con -BHP (26.0 £+ 3,0%), nella figura 7a sono rappresentate le alterazioni nucleari delle
cellule apoptotiche.

Il trattamento con DAG (10'9 M 2 ore prima del ~-BHP) diminuisce sia i cambiamenti
morfologici (figura 8a) sia l'alterazione dei filamenti di B-actina (figura 8b) indotto
dall'effetto citotossico del ~-BHP. Nella figura 9 sono mostrati gli effetti di ghrelina nel
contrastare i1l danno ossidativo sugli osteoblasti differenziati. A tale scopo sono stati
analizzati due markers specifici della funzionalita osteoblastica, 1’attivita della fosfatasi
alcalina (ALP, Figura 9a) misurato nei lisati cellulari e il contenuto di collagene valutato
mediante 1'utilizzo del colorante Sirius Red (figura 9b). 11 trattamento con ~-BHP (250 puM,
3 ore) ¢ in grado di ridurre in maniera statisticamente significativa i livelli di ALP (73,5 +
5,4 %) e il contenuto di collagene (81,9 + 1,2 %) rispetto al gruppo controllo e tale effetto
viene contrastato dal trattamento con ghrelina (10° M, 2 ore prima del ~BHP). 1l

coinvolgimento del pathway PI3K/Akt nell’azione citoprotettiva di ghrelina (107 M) &
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stato valutato mediante il pre-trattamento con I'inibitore di PI3K/Akt, Ly294002 (10uM )
sull’apoptosi indotta da ~-BHP. Dai risultati ottenuti Ly294002, che di per sé non ¢ in
grado di indurre apoptosi (3,2 + 0,72 %), ¢ in grado di rimuovere in maniera
statisticamente significativa 1’effetto anti-apoptotico di ghrelina (20,75 + 1,02 %) (Figura
10b). La figura 10a mostra immagini rappresentative dei vari trattamenti sui cambiamenti
nucleari tipici dell’apoptosi valutati mediante Hoechst staining.

Come si osserva nella Figura 11a,b, in osteoblasti primari ottenuti da calvarie di ratto,
Ghrelina (10 M), favorisce la fosforilazione della glicogeno sintasi chinasi-3f (GSK-3p) a
partire dai 30 minuti in condizioni basali, favorendo cosi 1'accumulo della B-catenina nel
citoplasma e la sua successiva traslocazione nel nucleo.

Nella Figura 12 a, b si osserva invece che, nelle stesse cellule, I'inibizione del pathway

PI3K/Akt con Ly294002 (10uM ) riduce la fosforilazione di GSK-3f indotta da ghrelina e

i livelli di B-catenina rispetto ai livelli del gruppo di controllo.

54



FIGURE

55



(1 Controllo [ BHP 250uM

150- [] t-BHP 125,M @l t-BHP 500uM
o
£ 1T
=
S 100 o T T T l
g
8%
Q
E Kok
=
S 50+ 28 ik
o kK
= &8
E Kk
S
0 T T T
1h 3h 6h

Figura 1: Effetto tempo e dose dipendenti del +-BHP sulla vitalita cellulare delle MC3T3-
El.

Le cellule sono state incubate con dosi crescenti di -BHP (125-500 uM) e incubate a
diversi tempi (1 — 6 h). I dati sono espressi come percentuale rispetto al controllo e sono
espressi come la media + SEM di 4 replicati all’interno di un singolo esperimento che ¢

stato ripetuto per tre volte. *** p < (0.001 vs controllo; && p < 0.01 vs +~-BHP (250 uM).
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Figura 2: Effetti di Ghrelina (a) e Trolox (b) sulla citotossicita indotta dal t--BHP (250 uM)
sulle MC3T3-El.

Le cellule sono pre-incubate con Ghrelina (10'5 - 10" M) o Trolox (10'5 - 10° M)2h
prima del trattamento con ~-BHP (250 uM, 3 h ). La vitalita cellulare & stata misurata
tramite MTT. I dati sono espressi come percentuale rispetto al controllo e sono espressi
come la media + SEM di 4 replicati all’interno di un singolo esperimento che ¢ stato
ripetuto per tre volte. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001 vs controllo; ** p < 0.01;

eeep < (0.001 vs --BHP
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Figura 3: Ghrelin inibisce I’apoptosi indotta dal ~BHP (250 uM) nelle MC3T3-E1.

Le cellule sono preincubate con Ghrelina (10° M) 2 h prima del trattamento con -BHP
(250 uM, 3 h). L’apoptosi ¢ stata valutata tramite Hoechst 33258. (a) Immagini
rappresentative dei tre trattamenti dove & possibile vedere la condensazione della
cromatina e una maggior luminescenza tipica di una cellula apoptotica. (b) Quantificazione
dell’apoptosi. I risultati sono espressi come media + SEM di diversi duplicati di tre

sperimenti diversi. *** p < 0.001 vs controllo; *e*p < 0.001 vs --BHP
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Figura 4. Effetti protettivi di Ghrelina sulla morfologia e sulle alterazioni citoscheletriche
indotte dal --BHP.

Le cellule MC3T3-El sono state preincubate con Ghrelina (10° M) 2 h prima del
trattamento con il --BHP (250 uM, 3 h). Sono state quindi fissate e colorate come descritto
nella sezione “Materiali e Metodi” con falloidina-FITC (verde) per evidenziare i filamenti
di B-actina e con DAPI (blu) per la colorazione dei nuclei. Immagini rappresentative (a)
dei cambiamenti morfologici valutati con il microscopio in contrasto di fase; (b) delle
alterazioni citoscheletriche valutate con microscopio a fluorescenza (Axioplan,

ingrandimento 20x).
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Figura 5: Mancanza del coinvolgimento del GHS-R1a nell’effetto protettivo di ghrelina
contro la citotossicita indotta dal t-BHP nelle MC3T3-El1.

L’agonista del GHS-R1a, EP1572 (10 — 10" M) & stato somministrato 2h prima del
trattamento con #-BHP (250 uM, 3 h). (b) MC3T3-El sono state pretrattate con
I’antagonista specifico del GHS-Rla, D-Lys’-GHRP6 (107 M), 30 minuti prima di
Ghrelina (10 M) successivamente incubate per 2h prima del t-BHP (250 uM, 3 h). La
vitalita cellulare ¢ stata valutata mediante MTT. I dati sono espressi come percentuale
rispetto al controllo e sono espressi come la media + SEM di 4 replicati all’interno di un
singolo esperimento che ¢ stato ripetuto per tre volte. *** p < 0.001 vs controllo;

eeep < (0.001 vs --BHP.
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Figura 6: DAG protegge le MC3T3-E1 dalla citotossicita indotta dal -BHP.

Le cellule sono state trattate con DAG (10'5 — 10" M) 2h prima del trattamento con -BHP
(250 uM, 3 h). La vitalita cellulare ¢ stata valutata mediante MTT. I dati sono espressi
come percentuale rispetto al controllo e sono espressi come la media + SEM di 4 replicati
all’interno di un singolo esperimento che ¢ stato ripetuto per tre volte. * p < 0.05,

*#*% p <0.001 vs controllo; *ep < 0.001 vs ~-BHP.
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Figura 7: DAG inibisce 1’apoptosi indotta dal ~-BHP (250 uM) nelle MC3T3-E1.

Le cellule sono trattate con DAG (10'9 M) 2 h prima del trattamento con -BHP (250 uM,
3h). L’apoptosi & stata valutata tramite Hoechst 33258 staining. (a) Immagini
rappresentative dei tre trattamenti dove & possibile vedere la condensazione della
cromatina e una maggior luminescenza tipica di una cellula apoptotica. (b) Quantificazione
dell’apoptosi. I risultati sono espressi come media + SEM di diversi duplicati di tre

sperimenti diversi. *** p < 0.001 vs controllo; *e*p < 0.001 vs --BHP
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Figura 8: Effetti protettivi di DAG sulla morfologia e sulle alterazioni del citoscheletro
indotte dal --BHP.

Le cellule MC3T3-E1 sono state trattate con DAG (10'9 M) 2 h prima del trattamento con
il +-BHP (250 uM, 3 h). Immagini rappresentative (a) dei cambiamenti morfologici valutati
con il microscopio in contrasto di fase; (b) delle alterazioni citoscheletriche dei filamenti di
actina. Le immagini sono state acquisite con un microscopio a fluorescenza (Axioplan,

ingrandimento 20x).
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Figura 9: Effetti della Ghrelina sulla funzionalita delle cellule MC3T3-E1 in presenza di #-
BHP.

(a) Effetto del trattamento con ghrelina (2h prima del danno ossidativo) sull’attivita della
fosfatasi alcalina; (b) Effetto del trattamento con ghrelina (2h prima del danno ossidativo)
sul contenuto di collagene, delle MC3T3-E1 differenziate. I risultati sono espressi come
media + SEM di diversi duplicati di tre sperimenti diversi. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs
controllo; $$ p < 0.01, $$$p < 0.001 vs -BHP
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Figura 10: Coinvolgimento di PI3K/Akt negli effetti protettivi di ghrelina sull’apoptosi
indotta da ~-BHP nelle MC3T3-E1.Le cellule sono preincubate con Ly294002 (10 uM) 30
min prima del trattamento con ghrelina (10” M, 2h) e successivamente trattate con -BHP
(250 pM, 3h). L’apoptosi ¢ stata valutata tramite Hoechst 33258. (a) Immagini
rappresentative dei trattamenti dove ¢ possibile vedere la condensazione e la
frammentazione dei nuclei tipiche di una cellula apoptotica. (b) Quantificazione
dell’apoptosi. I risultati sono espressi come media + SEM di diversi duplicati di tre
sperimenti diversi. *** p < 0.001 vs controllo; **p < 0.01 vs +-BHP; & p< 0.05 vs Ghrelina
+ t-BHP.
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Figura 11: Effetti di Ghrelina (10° M) sui livelli di P-GSK-3p (a) e sui livelli totali di B-
catenina (b) misurati in osteoblasti primari di ratto (rOB) mediante Western blot a vari
tempi di incubazione. I risultati sono espressi come media + SEM di tre esperimenti
diversi. Sono riportate le immagini di due gel rappresentativi sopra 1’istogramma.* p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs controllo.
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Figura 12: Effetti del pretrattamento con I'inibitore PI3K/Akt, Ly294002 sull'attivita
stimolatoria di Ghrelina (AG, 10 M) sui livelli di P-GSK-3p (a) e B-catenina (b) misurati
in osteoblasti primari di ratto (rOB) mediante Western Blot nei tempi in cui si aveva il

massimo effetto stimolatorio. * p < 0.05 vs controllo; *p < 0.05 vs -BHP.
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Studi sia in vivo che in vitro hanno dimostrato che la riduzione degli antiossidanti e
I'aumento dello stress ossidativo sono coinvolti nella patogenesi e nell’eziologia di molte
malattie, tra cui l'osteoporosi causata dall'invecchiamento e dalla carenza di estrogeni
(Maggio et al., 2003).

Il riassorbimento osseo viene accelerato, determinando una riduzione della massa ossea,
dovuta ad un aumento dell’apoptosi di osteoblasti e osteociti (Baek et al., 2010; Zhang et
al., 2011; Basu et al., 2001) e ad una maggior differenziazione degli osteoclasti. Le specie
reattive dell'ossigeno (ROS), sono molecole chimicamente attive (Betteridge, 2000),
coinvolte in una serie di processi biologici, se prodotto in quantita eccessive sono note per
causare danno ossidativo potenzialmente tossico, mutagenico o cancerogeno. Nel presente
studio, abbiamo utilizzato il tert-butil idroperossido (--BHP) come induttore diretto dello
stress ossidativo su una linea stabilizzata di pre-osteoblasti murini, MC3T3-E1. Il ~-BHP ¢
in grado di attraversare le membrane biologiche e andare ad interagire con un ampia
gamma di siti intracellulari.

In letteratura ¢ riportato che il +-BHP riduce la vitalita cellulare e aumenta I’apoptosi in
diversi tipi di cellule, quali epatociti (Chen et al., 2010), cellule endoteliali (Li et al., 2011),
cellule epiteliali del pigmento retinico (Zou et al., 2012), cellule neuronali (Pavlica and
Gebhardt, 2010).

In linea con queste osservazioni i risultati da noi ottenuti a seguito dell’esposizione delle
MC3T3-E1 al -BHP ha determinato una riduzione della vitalita cellulare, un incremento
dell’apoptosi e un alterazione morfologica. Il trattamento con ghrelina ha revertito questi
effetti. Ghrelina, ¢ un peptide bioattivo, scoperto nel 1999, che possiede molteplici effetti
fisiologici. L’attivita di ghrelina nella regolazione del metabolismo osseo ¢ stata riportata
ampiamente in letteratura (van der Velde et al., 2008; Nikolopoulos et al., 2010; Delhanty
et al., 2014). La somministrazione periferica del peptide determina un aumento della massa

ossea (Fukushima et al., 2005) principalmente dovuta ad un attivita di stimolo sulla
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proliferazione e il differenziamento degli osteoblasti (Maccarinelli et al., 2005; Kim et al.,
2005), inoltre ¢ in grado di diminuire il danno ossidativo in vari tessuti sia periferici (EI
Eter et al. 2007; Kawczynska-Drozdz et al 2006; Iseri et al. 2008; Zhang et al. 2011) che
nel cervello (Obay et al. 2008 ). Sulla base di queste osservazioni, abbiamo quindi voluto
valutare se il trattamento con ghrelina fosse in grado di ridurre o addirittura impedire gli
effetti negativi causati dal +~-BHP sulle MC3T3-El. E interessante notare che 1’effetto
protettivo esercitato da ghrelina sulla vitalita cellulare in condizioni di stress ossidativo non
¢ dose-dipendente. L'effetto massimo del peptide ¢ stato osservato a basse concentrazioni.
E' stato riportato da studi precedenti che la ghrelina ¢ in grado di inibire l'apoptosi in
diverse cellule, come cardiomiociti, cellule endoteliali, adipociti, cellule della zona
glomerulare surrenale, cellule PB-pancreatiche, cellule epiteliali intestinali e neuroni
ipotalamici (Chung et al., 2008; Granata et al., 2007; Kui et al., 2009; Mazzocchi et al.,
2004; Rodriguez et al., 2012). L'apoptosi ¢ un processo necessario per lo sviluppo,
rappresenta una caratteristica tipica di tutti i tessuti che si rinnovano, compreso 1'0sso, si
definisce come il processo di morte cellulare associata all'attivazione delle caspasi (Jilka et
al., 2007). L'apoptosi degli osteoblasti svolge un ruolo critico durante lo sviluppo
embrionale degli arti, nella maturazione scheletrica, nei processi di rimodellamento osseo
durante la guarigione di una frattura e nella rigenerazione ossea, si tratta di un processo
controllato attivamente che viene innescato da segnali pro-apoptotici (Hock et al., 2001).
Le bone morphogenetic protein (BMPs), le proteine Wnts, le citochine, gli estrogeni, i
fattori di crescita, i glucocorticoidi e lo stress ossidativo associato con l'invecchiamento
contribuiscono alla regolazione della apoptosi degli osteoblasti. Nel 2005, Kim e
collaboratori hanno riportato I'effetto protettivo di ghrelina sull'apoptosi indotta
dall'esposizione con TNF-a delle cellule MC3T3-E1 (Kim et al., 2005). Nei nostri
esperimenti abbiamo utilizzato Hoechst 33258 staining, un metodo classico per valutare

I'apoptosi cellulare attraverso la visualizzazione dei cambiamenti morfologici della
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cromatina nucleare. I nostri dati dimostrano che ghrelina alla concentrazione di 10°M ¢ in
grado di inibire l'apoptosi e le alterazione a carico dei microfilamenti indotti dal +~-BHP
nelle MC3T3-El.

E’ noto dalla letteratura che ghrelina esercita le sue attivita biologiche mediante
I’interazione con recettori specifici. A seguito dello splicing alternativo del gene del
recettore sono state identificate due isoforme denominate GHS-Rla e GHS-RI1b. La
presenza dell’mRNA per il recettore GHS-R1a sugli osteoblasti (Maccarinelli et al., 2005)
ci ha indotto ad esaminare se 1’effetto protettivo esercitato da ghrelina sulla citotossicita
indotta dal ~-BHP potesse dipendere da un interazione specifica con il GHS-Rla. Il
trattamento con 1’agonista specifico del GHS-R1a, EP1572 non previene la riduzione della
vitalita cellulare indotta dal +-BHP. Inoltre, in presenza dell’ antagonista specifico del GHS-
Rla, D-Lys’-GHRP-6, gherlina & ancora in grado di esercitare il suo effetto protettivo sul
danno ossidativo. Il mancato coinvolgimento del GHS-R1a nel mediare gli effetti protettivi
di ghrelina ¢ in linea con i risultati ottenuto con DAG, che non lega il GHS-R1a (Muccioli
et al., 2007). E’ improbabile che DAG possa esercitare il suo effetto protettivo sulle cellule
MC3T3-El1 attraverso l'interazione con un sito di legame specifico non riconosciuto dalla
ghrelina, come precedentemente riportato nei cardiomiociti (Lear et al., 2010).

I nostri dati, infatti, hanno dimostrato che sia la ghrelina che DAG svolgono un’azione
ugualmente protettiva contro il danno ossidativo indotta dal -BHP sulla vitalita cellulare,
sull’apoptosi e sui cambiamenti morfologici, suggerendo l'esistenza di un recettore
sconosciuto diverso da GHS-R1a, che DAG potrebbe riconoscere. Prove dell’esistenza di
un recettore alternativo di ghrelina sono state riportate in precedenza. Ghrelina e DAG
condividono infatti alcuni effetti nelle cellule che non esprimono GHS-R1a e in modelli
animali knockout per il GHS-R (Baldanzi et al., 2002; Delhanty et al., 2006; Granata et al.,
2007). Inoltre, DAG condivide con ghrelina un'azione inibitoria sul dolore infiammatorio

(Sibilia et al., 2012) e un effetto stimolante sull’adipogenesi (Thompson et al. 2004). Costa
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et al., (2011) hanno dimostrato che la ghrelina promuove la proliferazione degli osteoblasti
di ratto attraverso un percorso indipendente dal GHS-Rla, confermando i dati
precedentemente riportato da Delhanty et al., (2006) in osteoblasti umani.

Gli osteoblasti rappresentano le cellule responsabile della formazione delle ossa, perche
sintetizzano e regolano la deposizione e la mineralizzazione della matrice extracellulare.
Le cellule MC3T3-El, sono in grado di sintetizzare collagene di tipo 1, aumentare i livelli
di ALP e produrre noduli di mineralizzazione a seguito di uno stimolo differenziante. Una
ridotta differenziazione degli osteoblasti rappresenta un fattore importante nella patogenesi
dell'osteoporosi. I risultati da noi ottenuti indicano che in presenza di t-BHP si osserva una
riduzione del contenuto di collagene e dell'attivita del ALP delle MC3T3-E1 differenziate
rispetto al gruppo controllo, mentre la pre-incubazione con ghrelina 2 ore prima dello
stress ossidativo ¢ in grado di contrastare gli effetti negativi del ~-BHP sulla funzionalita
delle MC3T3-El. I nostri dati sono in linea con i risultati ottenuti da Choi et al., (2009) e
da Xu et al., (2011); dove il trattamento con H,O, ha determinato un inibizione del
contenuto di collagene, dell'attivita del ALP e del contenuto di calcio rispetto al gruppo
controllo.

I meccanismi attraverso i quali ghrelina ¢ in grado di inibire 1'apoptosi indotta dal -BHP
sulle MC3T3-E1l non sono ancora stati chiariti. A tale scopo abbiamo voluto indagare
quale potesse essere la via di segnale attivata dal peptide in condizione di stress ossidativo.
La nostra attenzione si ¢ focalizzata sul pathway PI3K/Akt , via di segnale coinvolta nella
regolazione di differenti processi fisiologici quali il differenziamento cellulare, il ciclo
cellulare, la trascrizione, la traduzione, il metabolismo e l'apoptosi. Dalla letteratura
emerge come ghrelina (10° M) in condizioni basali aumenti i livelli di fosforilazione di
Akt in diversi tipi cellulari e il pre-trattamento con 1'inibitore selettivo di PI3K, Ly294002
sia in grado di ridurre la fosforilazione di Akt (Chung et al., 2008; Liang et al., 2013). La

possibilita che ghrelina esplichi il suo effetto anti-apoptotico nelle cellule MC3T3-E1
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mediante l'attivazione del pathway PI3K/Akt ¢ stata valutata mediante Hoechst 33252
staining, utilizzando Ly294002. I risultati ottenuti mostrano che il pre-trattamento con
I'inibitore selettivo di PI3K, Ly294002 ¢ in grado di ridurre l'effetto anti-apoptotico di
ghrelina. Sulla base di tali risultati possiamo ipotizzare che ghrelina inibisca 1'apoptosi
delle MC3T3-El indotta dal t-BHP attraverso l'attivazione del pathway PI3K/Akt. Akt
puo fosforilare proteine effettrici a livello della membrana o del citoplasma come la
glicogeno sintasi chinasi-3 (GSK-3[3), o agire come un fattore di trascrizione (Song et al.,
2005). Nel presente studio, utilizzando le cellule rOB abbiamo mostrato che la
fosforilazione di GSK-3f ¢ aumentata dal trattamento con ghrelina in condizioni basali.
GSK-3p regola numerose funzioni cellulari tra cui l'apoptosi e il differenziamento degli
osteoblasti mediante il pathway di Wnt. Quando il segnale canonico di Wnt viene attivato,
l'inattivazione per fosforilazione della GSK-3 determina I'accumulo di [B-catenina nel
citoplasma e la sua successiva traslocazione nel nucleo. La traslocazione nucleare di -
catenina ¢ richiesta per promuovere l'interazione con diversi fattori trascrizionali
modulando cosi 1'espressione di numerosi geni bersaglio implicati nella proliferazione, nel
differenziamento e nell'inibizione dell'apoptosi. Nel nostro studio abbiamo potuto
dimostrare che ghrelina aumenta i livelli di B-catenina, mentre il pre-trattamento con
I'inibitore selettivo di PI3K, Ly294002 ¢ in grado di inibire sia la fosforilazione di GSK-
3B, sia l'aumento di B-catenina.

In conclusione, i risultati ottenuti suggeriscono che l'effetto anti-apoptotico di ghrelina
possa coinvolgere la via di segnale PI3K/Akt mediante l'inattivazione per fosforilazione di
GSK-3B e successiva stabilizzazione della B-catenina. Recenti osservazioni (Manolagas
and Almeida 2007; Almeida, 2012; Iyer et al., 2013) affermano che in condizioni di stress
ossidativo B-catenina, proteina multifunzionale possa andare ad interagire non pil con i
fattori trascrizionali della famiglia dei T-Cell Factors (TCF) o dei Lymphoid Enhancer

Factors (LEFT), modulando cosi I'espressione di numerosi geni bersaglio coinvolti nella
73



differenziazione e nella proliferazione degli osteoblasti ma devi verso la trascrizione
mediata da FoxO modulando 1'espressione di geni responsabili della de-tossificazione
cellulare.

La nostra ipotesi ¢ che ghrelina in condizioni di stress ossidativo sia comunque in grado di
aumentare il pool di B-catenina in modo tale da consentire un'attivita anti-apoptotica e un

ripristino della funzionalita osteoblastica.
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