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Capitolo 1

INTRODUZIONE

L'osso € un tessuto connettivo che, insieme alla cartilagine, costituisce lo
scheletro. Il tessuto osseo, come tutti i tessuti connettivi, & costituito da poche
cellule immerse in una matrice extracellulare. Quest'ultima ¢ particolarmente
abbondante nell'osso ed € composta da fibre di collagene e da una sostanza
interstiziale ricca in glicosamminoglicani. La matrice extracellulare del tessuto
osseo possiede la peculiare caratteristica di calcificare.

L'osso assolve tre importanti funzioni:

1) meccanica: costituisce l'impalcatura interna dell'organismo e serve da
attacco ai muscoli e ai tendini;

2) protettiva: contiene i visceri nelle cavita cranica e toracica ed accoglie gli
elementi emopoietici del midollo;

3) metabolica: ¢ una riserva di ioni per l'intero organismo, in particolare di
calcio e fosfato.

1.1 Organizzazione strutturale dell'osso

Nello scheletro si distinguono due tipi di ossa, le ossa piatte (ossa del
cranio, scapola, mandibola, ileo) e le ossa lunghe (tibia, femore, omero) che
originano da due distinti tipi di osteogenesi, rispettivamente intramembranosa
ed encondrale, sebbene la crescita delle ossa lunghe involga entrambi 1 tipi.

Le ossa lunghe mostrano due ampie estremita, le epifisi, unite da una
struttura approssimativamente cilindrica al centro, la diafisi, separate da un
progressivo passaggio da una all'altra, la metafisi. Nel corso
dell'accrescimento, l'epifisi e la diafisi sono fra loro separate da uno strato di
cartilagine, la cartilagine di coniugazione (chiamata anche piatto di crescita),
che prima prolifera e in seguito calcifica ed ¢ responsabile della crescita
longitudinale dell'osso. Essa diventa completamente calcificata al termine del
periodo di crescita. La parte esterna delle ossa ¢ formata da uno strato sottile e
denso di tessuto calcificato, la corteccia (osso compatto) che, nella diafisi,
racchiude la cavita midollare contenente il midollo emopoietico. Verso la
metafisi e l'epifisi, l'osso corticale si assottiglia progressivamente € lo spazio
interno ¢ riempito da un intreccio di sottili trabecole calcificate che va a



costituire 1'osso spugnoso od osso trabecolare. Gli spazi racchiusi da queste
sottili trabecole sono anch'essi riempiti da midollo osseo emopoietico e
continuano con la cavitda midollare delle diafisi. In corrispondenza delle
superfici articolari delle ossa lunghe, il sottile strato periferico di osso
compatto ¢ ricoperto da uno strato di cartilagine ialina, denominata cartilagine
articolare o d'incrostazione.

L'osso ¢ in contatto con 1 tessuti molli tramite due superfici: quella esterna

(superficie periostale) e quella interna (superficie endostale). Queste sono
ricoperte da cellule osteogeniche organizzate in strati: il periostio e l'endostio,
rispettivamente.
Sia l'osso corticale che quello trabecolare sono costituiti dagli stessi elementi
cellulari e dalla stessa matrice, tuttavia, tra i due tipi di osso esistono delle
differenze sia strutturali che funzionali. Le differenze strutturali sono
essenzialmente quantitative: 1'80-90% del volume dell'osso corticale ¢
calcificato, contro il 15-25% di quello trabecolare (il volume rimanente ¢
occupato dal midollo osseo); ma il 70-85% del contatto con i tessuti molli si
ha a livello della superficie endostale. Le differenze funzionali sono una
conseguenza delle differenze strutturali e viceversa: l'osso corticale svolge
principalmente (ma non esclusivamente) una funzione meccanica e protettiva,
mentre quello trabecolare svolge soprattutto una funzione metabolica.

L'osso ¢ formato da cellule (osteoblasti, osteociti e osteoclasti) e da una
sostanza intercellulare costituita da una matrice di fibre di collagene,
generalmente orientate in una direzione preferenziale, ¢ da una sostanza
fondamentale amorfa. Il collagene osseo € essenzialmente di tipo I e
costituisce il 90% delle proteine totali della matrice ossea, il resto € costituito
da proteine che genericamente si definiscono proteine non collageniche. Sulle
fibre di collagene, tra di esse e nella sostanza fondamentale, si trovano cristalli
di idrossiapatite (Ca;o(PO4)s(OH),) a forma di fuso. Di solito essi sono
orientati nella stessa direzione delle fibre di collagene. La sostanza
fondamentale amorfa contiene il liquido interstiziale, fondamentale per la
nutrizione e gli scambi ionici e gassosi tra il sangue e le cellule; essa ¢
essenzialmente composta da glicoproteine e proteoglicani. Questi complessi
altamente anionici hanno una capacitd molto alta di legare ioni e si ritiene
giochino un ruolo importante nel processo di calcificazione e nella fissazione
dei cristalli di idrossiapatite sulle fibre collageniche.

Recentemente [Termine, 1988] sono state purificate e sequenziate numerose
proteine non collageniche presenti nella matrice ossea, ma il loro ruolo ¢ stato



caratterizzato solo parzialmente. La maggior parte di queste proteine sono
sintetizzate dalle cellule che formano 1'0osso, ma non tutte: un certo numero di
proteine plasmatiche sono preferenzialmente assorbite dalla matrice ossea,
come la a-2-HS-glicoproteina che viene sintetizzata nel fegato.

Nell'embrione e nel bambino l'osso si sviluppa rimpiazzando la cartilagine
precedentemente calcificata (ossificazione encondrale) o si forma senza una
matrice cartilaginea (ossificazione membranosa). I1 nuovo osso ha una
struttura non ancora completamente organizzata (osso a fibre intrecciate); con
il tempo le fibre si riarrangiano in una struttura /amellare, denominata osteone,
formata da foglietti paralleli e concentrici disposti attorno a canali (canali di
Havers) in cui si trovano i vasi sanguigni. Gli osteoni sono entita morfologiche
di forma cilindrica e di dimensioni diverse, che in sezione trasversale appaiono
come una serie di anelli concentrici disposti attorno ad un foro circolare. Essi
sono costituiti da una sostanza interstiziale calcificata, la matrice dell'osso,
contenente cavita a forma di lente biconvessa, denominate /acune ossee,
ciascuna delle quali ¢ occupata da una cellula ossea od osteocita e dalle quali
si irradiano in tutte le direzioni canalicoli ramificati che penetrano nella
sostanza fondamentale delle lamelle e si anastomizzano con quelli delle lacune
vicine.

Come gia detto, il tessuto osseo & formato da poche cellule e da molta
sostanza interstiziale, denominata matrice extracellulare.

1.1.1 Le cellule dell'osso
Le principali cellule del tessuto osseo sono: gli osteoblasti, gh osteoclasti e
gli osteociti.

Gli osteoblasti

Gli osteoblasti sono cellule di origine mesenchimale che sintetizzano e
secernono la matrice organica; inoltre essi giocano una parte importante nel
processo di calcificazione. Gli osteoblasti non appaiono mai isolati nel
compimento della loro funzione, ma si presentano in agglomerati di cellule
cuboidali lungo la superficie ossea (circa 100-400 cellule per sito formante
l'osso). Le caratteristiche istologiche di un osteoblasta riflettono il fatto che
esso ¢ una cellula metabolicamente molto attiva. L'orientamento degli organelli
¢ polarizzato (Figura 1).
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Figura 1: Osteoblasti orientati secernenti matrice.



Al microscopio ottico gli osteoblasti si caratterizzano per la presenza di un
nucleo rotondo che sta alla base della cellula (al lato opposto rispetto alla
superficie ossea), un citoplasma fortemente basofilo e uno sviluppato
complesso di Golgi localizzato tra il nucleo e l'apice della cellula. Gli
osteoblasti spesso delimitano uno strato di matrice ossea da essi prodotta e non
ancora calcificata, detta fessuto osteoide (Figura 1). La presenza del tessuto
osteoide ¢ dovuta all’esistenza di un intervallo di tempo tra la formazione della
matrice e la sua conseguente calcificazione (circa 10 giorni). In prossimita
degli osteoblasti si trovano di solito uno o due strati di cellule, cellule
mesenchimali attivate e preosteoblasti. Dal punto di vista ultrastrutturale,
l'osteoblasta si caratterizza per gli aspetti di seguito elencati:

1) la presenza di un reticolo endoplasmatico rugoso (RER), vicino alla
superficie dell'osso, particolarmente sviluppato, con cisterne dilatate
contenenti granuli densi (Figura 1). Questo materiale si colora intensamente
con coloranti basofili ed ¢ piu pronunciato nelle cellule che stanno
attivamente formando 1'osso. Come in tutte le cellule, il RER presenta in
superficie un gran numero di ribosomi associati allRNA messaggero. Il
numero di queste strutture & strettamente associato alle attivita di sintesi e di
secrezione delle proteine. L'osteoblasta ha un reticolo endoplasmatico
rugoso sviluppato perché produce attivamente collagene per la matrice
extracellulare.
2) La presenza di un nucleo situato generalmente al lato opposto della
cellula (Figura 1). Il materiale nucleare ¢ simile a quello di altre cellule
eucariotiche ¢ rimane in uno stato diffuso e non condensato durante
l'interfase. Di solito sono presenti da uno a tre nucleoli. Un osteoblasta
maturo e funzionante non si divide. Le forme mitotiche di profase,
metafase, anafase e telofase non appaiono negli osteoblasti. Se s1 osservano
tali strutture, per convenzione, la cellula deve essere considerata un
progenitore dell'osteoblasta o un osteoblasta che & regredito ad uno stato
primitivo.

3) La presenza di un ampio complesso di Golgi di forma circolare,

comprendente numerose cisterne, situato fra il nucleo e il RER (Figura 1).

Questa struttura ¢ presente poiché gli osteoblasti secernono una grande

quantitd di collagene di tipo I. Normalmente I'apparato di Golgi non si

colora intensamente, quindi appare come una zona chiara al centro della
cellula. I processi citoplasmatici sul lato secretorio della cellula si

estendono in profondita nella matrice osteoide e sono in contatto con 1



processi degli osteociti nei loro canalicoli. Spesso fra gli osteoblasti si
ritrovano complessi giunzionali (gap junctions). Studi con 3H-prolina hanno
dimostrato che il marcatore si ritrova prima nelle cisterne del RER, poi nel
sistema di Golgi e, piu tardi, nella matrice osteoide, dimostrando cosi
direttamente che la matrice ossea viene sintetizzata e secreta dagli
osteoblasti.

La membrana cellulare dell'osteoblasta €& caratteristicamente ricca in
fosfatasi alcalina, ancorata esternamente alla membrana tramite un fosfatidil-
inositolo (Figura 2). Per azione delle fosfolipasi C e D la fosfatasi alcalina pud
liberarsi nello spazio extracellulare. Sebbene questo enzima sia presente in
grandi quantitd sulla membrana plasmatica degli osteoblasti, la sua reale
funzione non ¢ ancora stata chiarita. Sin dal 1923 sono state pubblicate
speculazioni sul suo ruolo nella mineralizzazione [Robinson, 1923] ed ¢ chiaro
che l'attivita della fosfatasi alcalina correla con la formazione ossea (la
fosfatasi alcalina serica ¢ utilizzata come marcatore di formazione ossea), ma
non € ancora stato dimostrato che essa sia un agente generante il processo di
calcificazione. Altre teorie, riguardanti un possibile ruolo per la fosfatasi
alcalina, si sono accentrate sulla regolazione della proliferazione cellulare, il
trasporto di fosfato, ecc. [Puzas, 1986]. La membrana plasmatica degli
osteoblasti presenta anche i recettori del paratormone (PTH) e della 1,25-
diidrossi-vitamina D5 (1,25(OH),D;) ma non della calcitonina. I nuclei degli
osteoblasti, inoltre, esprimono 1 recettori per gli estrogeni.

Gli osteoblasti si caratterizzano per la capacita di sintetizzare, oltre al
collagene di tipo I, altre proteine specifiche della matrice, come l'osteocalcina
e l'osteopontina.

Verso la fine del periodo di crescita, I'osteoblasta diventera o una cellula
piatta di rivestimento o un osteocita. Si possono riconoscere tre forme di
cellule formanti l'osso appartenenti alla stessa linea cellulare: essi sono i
preosteoblasti, gli osteoblasti maturi e gli osteociti.

Le caratteristiche che distinguono un preosteoblasta e che sono proprie di
cellule non completamente differenziate, possono essere cosi riassunte:

- sono fisicamente adiacenti agli osteoblasti in attivita secretiva;

- 1a forma ¢ quella di una cellula allungata con nucleo allungato;

- hanno la capacita di dividersi, per cui si possono frequentemente osservare

figure mitotiche;

- s1 colorano meno intensamente per la fosfatasi alcalina e il reticolo

endoplasmatico rugoso non ¢ ancora ben sviluppato.
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membrana cellulare dell’osteoblasta. La glicoproteina viene liberata dal sistema di

ancoraggio grazie all’azione della fosfolipasi C e D e di una proteasi che agisce
sull’amminoacido carbossi terminale.




Fattori ed ormoni che controllano la funzione degli osteoblasti

Per molti anni si era creduto che i due ormoni piu importanti per l'osso
fossero il paratormone (PTH) e 1'1,25(OH),-vitamina D;. Era noto che
entrambi questi ormoni sono ipercalcemizzanti, il primo per effetto della
mobilitazione del calcio dall'osso, operata dal riassorbimento osseo, 1'altro per
effetto sull'assorbimento intestinale di calcio. Tuttavia, quando si considerava
che solo gli osteoblasti sono dotati dei recettori per questi ormoni, non era
chiaro come essi potessero indurre ipercalcemia. Per comprendere il
fenomeno, l'unica spiegazione possibile era che entrambi gli ormoni agissero
sull'osteoblasta rallentando la formazione di nuovo osso. Tale assunto era
comunque palesemente inconsistente con il loro ruolo nel mantenimento
dell'omeostasi calcemica. _

Sperimentalmente si era potuto verificare che il PTH si lega ad un recettore
specifico, media il trasporto di ioni ed amminoacidi all'interno della cellula,
stimola il cAMP e regola la sintesi di collagene [Donahue et al., 1988; Lomri
& Marie, 1988]. Analogie, come lo stimolo della sintesi di matrice e di
fosfatasi alcalina, la sintesi di proteine specifiche dell'osso e la presenza di un
recettore, si potevano riscontrare anche per il metabolita attivo della vitamina
D; [Fritsch et al., 1985; Harrison & Clark, 1986]. Il problema nasceva dal
quesito sul perché ormoni responsabili di elevare il calcio serico avessero tali
marcati e diversi effetti sulle cellule osteosintetiche. Molte teorie vennero
formulate per spiegare queste osservazioni, ma solamente in tempi recenti,
quando vennero messe a punto e si svilupparono speciali tecniche di colture
cellulari, si riusci a comprendere il meccanismo di elevazione del tasso di
calcio nel siero. Ora appare evidente come l'osteoblasta possa essere la cellula
che controlla il riassorbimento e la formazione dell'osso. Cio fu messo in luce
da esperimenti che dimostrarono che l'effetto di riassorbimento dell'osso
avviene solo in presenza sia di osteoblasti che di osteoclasti. Questa tecnica,
chiamata di cocoltura, dimostro l'interdipendenza tra le due popolazioni
cellulari, che si realizza tramite fattori solubili sintetizzati e secreti dagli
osteoblasti e che sono rilevabili nel mezzo di coltura. Infatti I'effetto
stimolatorio sugli osteoclasti puo essere osservato anche con il solo mezzo di
coltura in cui sono cresciuti gli osteoblasti. Appare quindi chiaro che la
regolazione ormonale del riassorbimento osseo avviene tramite un meccanismo
mediato dall'osteoblasta [Chambers et al., 1985].

Anche fattori locali contribuiscono alla regolazione dell'attivita degli
osteoblasti. E interessante mnotare, a questo proposito, che questi fattori,



sintetizzati e secreti dalle cellule, rimangono intrappolati nella matrice ossea e
vengono liberati dall'attivita riassorbitiva degli osteoclasti. Nel processo di
rimodellamento, l'attivita osteoclastica ¢ seguita da quella osteoblastica e
questa sequenza ¢ regolata in modo spaziale e temporale attraverso un
meccanismo accoppiato “riassorbimento-formazione” mediato da questi fattori
locali [Parfitt, 1988]. Attraverso questo meccanismo lo scheletro tenta di
conservare la sua massa ossea; interferenze con questo accoppiamento
“riassorbimento-formazione” possono portare a regolazione inappropriata della
massa 0ssea, in questo caso, infatti, sono state documentate sia condizioni di

diminuita (osteoporosi) che di aumentata massa ossea (osteopetrosi).

Gli osteoclasti

Gli osteoclasti sono cellule multinucleate derivate dalla fusione di
precursori di cellule staminali emopoietiche di natura mononucleare-
fagocitaria (promonociti). 11 meccanismo di fusione & asincrono cosi, ad
esempio, la cellula precursore puod fondersi con un osteoclasta gia
differenziato. Gli osteoclasti possiedono sulla loro membrana recettori per la
calcitonina e per gli estrogeni ma non per il PTH e per la vitamina D.

Gh osteoclasti sono le principali cellule responsabili del riassorbimento
osseo, anche se altre cellule possono regolare, in vivo, la loro attivita. Gli
osteoblasti, ad esempio, potrebbero agire come cellule helper nel processo di
riassorbimento osteoclastico, preparando la superficie ossea all'attacco
successivo degli enzimi osteoclastici, sebbene ci siano ancora poche evidenze
dirette che supportino questa teoria. Comunque, esperimenti di microscopia
elettronica a scansione mostrano che gli osteoclasti possono riassorbire '0sso
direttamente, senza l'assistenza di altre cellule [Jones et al., 1985].

Gli osteoclasti sono cellule uniche e altamente specializzate. Si tratta di
cellule giganti multinucleate (da 4 a 20 nuclei, contenenti generalmente 1-2
nucleoli) che abitualmente si trovano in contatto con una superficie ossea
calcificata o all'interno di una lacuna (Jacuna di Howship), che ¢ il risultato
dell'attivita riassorbitiva dello stesso osteoclasta. Si possono trovare fino a 4-5
cellule nello stesso sito di riassorbimento, anche se mediamente si osservano 1
0 2 per sito. v

Al microscopio ottico i nuclei degli osteoclasti appaiono di forma diversa
nella stessa cellula: possono essere rotondi ed eucromatici o a contorni molto
irregolari ed eterocromatici, cio riflette la fusione asincrona dei precursori
mononucleari. 1l citoplasma contiene numerosi vacuoli. La zona di contatto



con l'osso si caratterizza per la presenza di un orletto a spazzola, mentre 1
nuclei appaiono disposti nel lato opposto (Figura 3). La cellula, dunque, nel
momento in cui attua la sua funzione riassorbitiva, appare polarizzata.

Le caratteristiche ultrastrutturali distintive di questa cellula sono:

1) I'abbondanza dei complessi di Golgi disposti in maniera caratteristica

attorno ad ogni nucleo;

- 2) la presenza di numerosi mitocondri;

3) la presenza di numerose vescicole di trasporto contenenti enzimi

lisosomiali.

La caratteristica piu saliente, tuttavia, & l'esistenza di profonde invaginazioni
della membrana plasmatica nell'area a contatto con la matrice ossea. Tali
invaginazioni formano l'orletto a spazzola che é circondato da un anello di
proteine contrattili che permettono l'attacco della cellula alla superficie
dell'osso. L'attacco dell'osteoblasta alla matrice avviene attraverso un recettore
che lega specifiche sequenze delle proteine della matrice (recettore per le
integrine). La membrana plasmatica dell'orletto a spazzola contiene una
proteina di 100 KD (una ATPasi) presente anche sulla membrana di lisosomi e
organelli correlati, che si ritiene sia coinvolta nel meccanismo di acidificazione
del mezzo, in associazione con le pompe protoniche. La membrana plasmatica
basolaterale dell'osteoclasta ¢ altamente e specificamente ricca di una
(Na*,K+*)ATPasi e di scambiatori HCO ;/Cl e Nat/H*.

L'orletto a spazzola rappresenta il sito in cui si verifica il riassorbimento
osseo e in cui si forma la lacuna di Howship. Alcuni autori [Baron et al., 1983]
hanno considerato lo spazio confinato e circoscritto tra l'orletto a spazzola e la
superficie ossea come l'equivalente funzionale di un lisosoma secondario
(Figura 3): esso possiede un pH acido (circa pH 5) ed enzimi lisosomiali,
inoltre € in contatto con i substrati di varia natura. Il pH acido dissolve il
minerale, esponendo la matrice; gli enzimi lisosomiali (collagenasi o
catepsine), ora ad un pH ottimale, degradano i componenti della matrice. I
prodotti di degradazione della digestione extracellulare vengono internalizzati
e trasportati al polo basolaterale della cellula per essere rilasciati nel torrente
circolatorio.

Fattori ed ormoni che controllano I'attivita degli osteoclasti

L'attivita osteoclastica ¢ stimolata da molti fattori ed ormoni. 11 loro
meccanismo d'azione differisce: il riassorbimento osteoclastico pud essere
stimolato da fattori che aumentano la proliferazione dei progenitori degli
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osteoclasti, che causano il differenziamento dei precursori in cellule mature o
l'attivazione di cellule mature multinucleate [Mundy & Roodman, 1987]
(Figura 4). Similmente, gli osteoclasti potrebbero essere inibiti da agenti che
bloccano la proliferazione dei precursori, che inibiscono il differenziamento o
la fusione, o che inattivano la cellula multinucleata matura.

MATRICE

Lisosoma secondario
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‘Lisosoma primarioT o + Y e

oo
o 0 02

OSTEOCLASTA

Figura 3: Schema di un osteoclasta polarizzato in attivita riassorbitiva.
Gli enzimi trasportati nei lisosomi primari vengono secreti in un compartimento di
riassorbimento acidificato, che rappresenta I’equivalente funzionale di un lisosoma

secondario. (N: nucleo; RER: reticolo endoplasmatico rugoso che sintetizza enzimi
lisosomiali).

11



PTH, 1,25D PTH, 1,25D

- S9%y @

Preosteoclasta Osteoclasta
) maturo
Giovane
Preosteoclasta
OAFs, TGFo.—>
CSF
Osteoblasta

-y

Promonocita

CFU-GM PTH, 1,25D, OAFs

fo—ry @ ;

Monocita Macrofago
tissutale Cellula gigante

Figura 4: Differenziamento degli osteoclasti da precursori ematopoietici CFU-
GM (colony forming units-granulocyte macrophage). Le CFU-GM sono cellule
pluripotenti ad alta capacita proliferativa che possono differenziare nella linea
granulocito-macrofagica o nella linea osteoclastica. Fattori come il CSF (colony
stimulating factor), 1 TGFa. (tumor growth factor) e gli OAFs (osteoclast
activating factors come ’interleuchina-1 e il tumor necrosis factor) agiscono
come fattori di regolazione della crescita di questi precursori degli osteoclasti.
Ormoni sistemici influiscono a vari livelli sulla differenziazione delle cellule della
linea osteoclastica. (1,25D: 1,25-diidrossivitamina D, PTH: ormone
paratiroideo).
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Fattori sistemici
Tutti gli ormoni calciotropi, il paratormone, 1'1,25(OH),-vitamina D5 ¢ la
calcitonina influenzano l'attivita degli osteoclasti.

Paratormone (PTH)

Il paratormone stimola la differenziazione dei progenitori degli osteoclasti a
fondersi per formare osteoclasti maturi multinucleati ed attiva gli osteoclasti
gia preformati a riassorbire 1'0osso. L'azione del PTH sugli osteoclasti non ¢
diretta, ma ¢ mediata dall'interazione tra il PTH ed il suo recettore localizzato
sulla membrana cellulare dell'osteoblasta. In risposta a questa interazione, si
liberano dei fattori solubili che agiscono sulle cellule della linea osteoclastica,
inducendo complessivamente un aumento del riassorbimento osseo.

1,25(0OH) yvitamina D;

L'1,25(OH),-vitamina D; € un potente stimolatore dell'attivita osteoclastica:
come il PTH, esso stimola i progenitori degli osteoclasti a differenziarsi e a
fondere [Roodman GD et al., 1985]; lo stesso effetto viene osservato sui
macrofagi polinucleati. Inoltre attiva gli osteoclasti maturi con un meccanismo
probabilmente simile a quello del PTH. Gli effetti di questo ormone sull'osso
sono anche indiretti, molteplici e piuttosto complessi. Per esempio, esso € un
potente immunoregolatore, che inibisce la proliferazione dei linfociti T e la
produzione di interleuchina-2 [Tsoukas et al., 1984]. In alcuni casi pud
incrementare la produzione di interleuchina-1 da cellule con caratteristiche
monocitarie. Entrambi questi fattori (citochine) influenzano queste cellule.

Calcitonina

La calcitonina ¢ un ormone polipeptidico che ¢ un potente inibitore
dell'attivita osteoclastica, ma i suoi effetti sono solo transitori. Gli osteoclasti,
infatti, cessano di rispondere alla calcitonina dopo un breve periodo di
esposizione a questo ormone [Wener et al.,, 1972]. Cosi, pazienti affetti da
ipercalcemia e trattati con calcitonina dimostrano un abbassamento della
calcemia per un periodo di circa 48-72 ore, prima che questa, a dispetto del
trattamento in corso, risalga nuovamente. Lo stesso fenomeno si osserva nel
morbo di Paget dopo prolungata terapia con calcitonina. Dal punto di vista
microscopico, nella cellula a contatto con la calcitonina si osserva una
contrazione citoplasmatica della membrana cellulare dell'osteoclasta, che viene
posta in relazione con la sua capacita di inibire il riassorbimento osseo
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[Chambers & Magnus, 1982]. Tuttavia la calcitonina agisce anche in altri stadi
della formazione dell'osteoclasta, inibendone sia la proliferazione dei
progenitori che la differenziazione dei precursori. Essa inoltre causa il
dissolvimento degli osteoclasti maturi in cellule mononucleate. Gli effetti della
calcitonina sugli osteoclasti sono mediati dal cAMP.

Fattori locali

I fattori locali sembrano essere piu importanti di quelli sistemici per I’inizio
del niassorbimento osseo e per la normale sequenza di rimodellamento osseo.
Cio deriva dalla considerazione che il rimodellamento osseo avviene in diversi
e distinti compartimenti dello scheletro, per cui sembra probabile che gli
eventi cellulari che lo determinano siano controllati da fattori generati nello
stesso microambiente. Recentemente, infatti, sono stati identificati un certo

osteoclastica. Tra questi, 1 pii importanti sono i seguenti:

Interleuchina-1 (IL-1)

Ci sono due molecole di interleuchina-1: l'interleuchina-1c e -1B. I loro
effetti sull'osso sembrano essere gli stessi, e sono mediati dallo stesso
recettore. L'interleuchina-1 viene rilasciata dai monociti attivati, ma anche da
altri tipi di cellule, tra le quali gli osteoblasti e le cellule tumorali. E un potente
stimolatore degli osteoclasti ed agisce in tutte le fasi di formazione e
attivazione degli stessi. L'interleuchina-1 stimola la proliferazione dei
progenitori e la differenziazione dei precursori in cellule mature [Pfeilschifiter
et al, 1988]; inoltre attiva l'osteoclasta plurinucleato indirettamente,
probabilmente attraverso una cellula indifferenziata dell'osso [Thomson et al.,
1986].

L'interleuchina-1, quando somministrata in vivo, stimola il riassorbimento
osseo mediato dagli osteoclasti e causa un sostanziale incremento della
concentrazione plasmatica di calcio [Sabatini et al., 1988; Boyce et al., 1989].
E stata recentemente implicata come un potenziale mediatore di
riassorbimento osseo e aumentato turnover osseo nell'osteoporosi [Pacifici et
al., 1989]. Essa pud essere considerata responsabile dell'aumento del
riassorbimento osseo che si osserva in alcune neoplasie, cosi come del
riassorbimento osseo localizzato associato a processi infiammatori cronici, in
malattie come l'artrite reumatoide. L’interleuchina-1 stimola la sintesi di
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interleuchina-6, che aumenta il riassorbimento osseo probabilmente attraverso
1l reclutamento di cellule della linea osteoclastica.

Interleuchina-6 (IL-6)

L’interleuchina-6 gioca un importante ruolo nella regolazione del
riassorbimento osseo. Viene prodotta e secreta da cellule della linea
osteoblastica in risposta a stimoli indotti da fattori locali e sistemici (IL-1,
tumor necrosis factor, 1,25(OH),D; e PTH) ed & parte fondamentale del
meccanismo omeostatico che regola il riassorbimento osseo. Cosi, in
combinazione con I’IL-1 e 1’1,25(OH),D; stimola precocemente la formazione
di precursori degli osteoclasti da cellule progenitrici di origine emopoietica,
presenti nel midollo osseo. Cid ¢ stato dimostrato in modelli sperimentali sia
in vitro che in vivo. Essa, infatti, stimola il reclutamento e la formazione degli
osteoclasti e la liberazione di 45Ca da colture di osso fetale di topo, cosi come
stimola il riassorbimento osseo in un ceppo di topi “nudi” transfettati con il
gene dell’IL-6. Evidenze sperimentali dimostrano chiaramente che anche gli
estrogeni influiscono sulla IL-6. Infatti, 1’ovariectomia nella donna si
accompagna ad un’aumentata produzione di citochine, che a loro volta
stimolano la sintesi e la produzione di IL-6. D’altro canto, il 17-B-estradiolo
inibisce la produzione di IL-6 da parte delle cellule dello stroma e degli
osteoblasti, suggerendo che il punto dove gli estrogeni esplicano il loro effetto
antiriassorbitivo sull’osso possa essere la complessa rete di interconnessioni
tra 1 vari fattori locali che controllano I’osteoclastogenesi [Jilka et al., 1992].

Linfotossina e Tumor necrosis factor (TNF)

La linfotossina e il TNF sono molecole funzionalmente correlate
all'interleuchina-1. Molte delle loro proprieta biologiche si sovrappongono a
quelle dell'TL-1. La linfotossina e il TNF condividono lo stesso recettore, che &
distinto da quello dell'interleuchina-1. I loro effetti sull'osso sono sinergici con
quelli dell'TL-1. La linfotossina viene rilasciata dai linfociti T attivati ed il TNF
dai macrofagi attivati. I TNF ¢ uno dei mediatori degli effetti sistemici dello
shock da endotossine. Esso inoltre causa cachessia e deprime l'eritropoiesi. La
linfotossina e¢ il TNF stimolano la proliferazione dei progenitori degli
osteoclasti, inducono la fusione dei precursori a formare le cellule
multinucleate e attivano le cellule multinucleate (attraverso cellule della linea
osteoblastica) a riassorbire I'osso [Bertolini et al., 1986; Thomson et al., 1987,
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Johnson et al., 1989]. La linfotossina puo essere un importante mediatore di
riassorbimento osseo nel mieloma [Garrett et al.,, 1987]. Quando vengono
infusi o iniettati in vivo, la linfotossina e il TNF causano ipercalcemia da
aumentato riassorbimento osteoclastico [Garrett et al., 1987; Tashjian et al,,
1987 Johnson et al., 1989]. |

yInterferone

1 y-interferone ¢ una linfochina multifunzionale prodotta dai linfociti T
attivati. In contrasto con altre molecole prodotte dalle cellule del sistema
immunitario, esso inibisce il riassorbimento osseo osteoclastico [Gowen at al.,
1986]. 11 suo effetto principale sembra essere l'inibizione della differenziazione
del precursore dell'osteoclasta in cellula matura [Takahashi et al., 1987]. 11 y-
interferone ha anche effetti sulla proliferazione del precursore dell'osteoclasta,
seppure meno potenti. A differenza della calcitonina, non causa la contrazione
del citoplasma degli osteoclasti isolati.

Transforming growth factor-f (TGF-f)

I TGF-B ¢ un polipeptide multifunzionale prodotto dalle cellule
immunitarie, ma che viene anche rilasciato dalla matrice ossea durante il
riassorbimento. Il TGF-B ha effetti unici sugli osteoclasti. Nella maggior parte
dei sistemi, esso inibisce la formazione degli osteoclasti inibendo sia la
proliferazione che la differenziazione dei precursori di queste cellule [Chenu
et al., 1988; Pfeilschifiter et al., 1988]. Inoltre esso inibisce direttamente
l'attivita degli osteoclasti maturi diminuendo la produzione di anione
superossido; inibisce altresi I'accumulo di fosfatasi acida tartrato resistente
negli osteoclasti. Poiché il TGF-B ha un potente effetto sugli osteoblasti
(stimola la proliferazione e la sintesi di proteine, aumenta la formazione di
osso mineralizzato) [Noda & Camilliere, 1989; Kalu et al., 1993a], esso puo
avere un ruolo fondamentale nel processo di rimodellamento osseo. Per
esempio, potrebbe essere rilasciato durante il processo di riassorbimento e
quindi rendersi disponibile come un inibitore endogeno dell'attivita
osteoclastica. Allo stesso tempo, cooperando con altri fattori presenti nell'osso,
puo indurre la formazione di nuovo osso attivando 'osteoblasta. In ogni caso,
gl effetti del TGF-B sono complessi e diversi nelle diverse specie. Nell'osso
calvaria di topo neonato, per esempio, stimola la sintesi di prostaglandine, che
inducono il riassorbimento osseo, effetto, in questo caso, opposto a quello
osservabile nel topo adulto e nell'uvomo [Tashjian et al. 1986].

16



Altri fattori

Ci sono numerosi altri fattori il cui preciso ruolo nel riassorbimento
fisiologico e patologico dell'osso deve ancora essere delineato. La vitamina A
¢ l'unico fattore completamente caratterizzato che ha un effetto stimolatorio
diretto sugli osteoclasti [Fell & Mellanby, 1952]. L'eccesso di vitamina A puo
portare, /n vivo, ad un aumentato riassorbimento osseo e a ipercalcemia. Non ¢
noto se gh effetti della vitamina A sugli osteoclasti abbiano un significato
fisiologico.

Il transforming growth factor-a. (TGF-a), come il correlato epidermal
growth factor (EGF), ¢ un. potente stimolatore del riassorbimento osseo
osteoclastico [Ibbotson et al., 1985; Stern et al., 1985; Ibbotson et al., 1986;
Tashjian et al., 1986]. Il TGF-a € prodotto da molti tumori ed & probabilmente
implicato nell'aumentato riassorbimento osseo associato al cancro.
Probabilmente viene prodotto durante la vita embrionale. Esso stimola la
proliferazione dei progenitori degli osteoclasti e probabilmente agisce anche su
cellule multinucleate non ancora mature. Le sue azioni sugli osteoclasti sono
comparabili a quelle dei colony stimulating factors (CSF) su altre cellule
ematopoietiche [Takahashi et al., 1986]. Gli effetti del transforming growth
factor-a. sulle cellule ossee sono mediati dal recettore dell'EGF, sebbene esso
sia piu potente dellEGF sul riassorbimento osseo. Iniezioni o infusioni di
transforming growth factor o aumentano il calcio plasmatico in vivo
[Tashjian, 1986].

Il fosfato inibisce l'attivita osteoclastica nelle colture d'organo [Raisz &
Niemann, 1969]. Il modo preciso in cui agisce non & chiaro. Il fosfato ¢
un'utile forma di terapia nei pazienti con aumentato riassorbimento osseo,
affetti da cancro o iperparatiroidismo, sebbene esso possa avere altri effetti
oltre a quelli di inibire il rassorbimento osseo, come la diminuzione
dell'assorbimento di calcio dall'intestino.

Numerosi agenti farmacologici sono stati usati come inibitori del
riassorbimento osseo e rappresentano utili terapie in pazienti affetti da tumori
associati a ipercalcemia. Questi includono la plicamicina (mitramicina), il
nitrato di gallio e i bisfosfonati [Mundy & Roodman, 1987]. Tutti questi
composti inibiscono I'attivita osteoclastica, sebbene il loro meccanismo
d'azione sia ancora sconosciuto. Nel caso dei farmaci citotossici plicamicina e
nitrato di gallio, ¢ possibile che le loro azioni siano mediate da effetti
citotossici sugli osteoclasti o dall'inibizione della proliferazione dei progenitori
degli osteoclasti.
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Le prostaglandine hanno effetti complessi e molteplici sugli osteoclasti a
seconda delle specie. Le prostaglandine sono state correlate all'ipercalcemia e
all'aumentato riassorbimento osseo associato a tumori e a infiammazioni
croniche [Tashjian et al., 1972]. Comunque, i loro effetti non sono ancora stati
chiariti. Le prostaglandine della serie E stimolano il riassorbimento osseo nelle
colture d'organo. Inoltre, alcuni fattori di riassorbimento osseo, e in particolare
i fattori di crescita, sembrano mediare i loro effetti attraverso la produzione di
prostaglandine nelle ossa di topo. Le prostaglandine inibiscono la formazione
di osteoclasti umani e causano la contrazione citoplasmatica di osteoclasti
isolati, sostanzialmente nello stesso modo della calcitonina. Comunque, le
prostaglandine stimolano la formazione degli osteoclasti multinucleati murini
dai progenitori midollari. L'effetto complessivo delle prostaglandine dipende
dalla specie studiata. Quale sia il loro effetto globale sul riassorbimento osseo
nell'vomo € ancora un mistero.

Gli ormomi tiroidei, tiroxina e tritodiotironina, stimolano il riassorbimento
osseo osteoclastico nelle colture d'organo [Mundy et al., 1976]. Alcuni
pazienti con ipertiroidismo presentano aumentata perdita ossea, aumentata
attivita osteoclastica e ipercalcemia. Gli ormoni tiroidei agiscono direttamente
sul riassorbimento osseo osteoclastico, ma il loro preciso modo d'azione non €&
ancora noto.

I glucocorticodi inibiscono la formazione degli osteoclasti in vitro e il
riassorbimento osseo in colture d'organo. La loro efficacia dipende dalla
stimolazione del riassorbimento osseo. Essi sono meno efficaci nell'inibire il
riassorbimento osseo stimolato dall'ormone paratiroideo di quanto lo siano in
quello stimolato dalle citochine come I'interleuchina-1 [Mundy et al., 1978]. In
vivo, la somministrazione di glucocorticoidi ¢ associata ad un aumentato
riassorbimento osseo. Questo € un effetto indiretto, dovuto alla capacita det
glucocorticoidi di inibire I'assorbimento intestinale di calcio. Come
conseguenza, viene stimolata l'attivita della ghiandola paratiroidea e
l'iperparatiroidismo secondario porta ad un generalizzato aumento di
riassorbimento osseo.

La carenza di estrogeni ¢ associata con l'aumentato riassorbimento osseo
che si osserva nei dieci anni successivi alla menopausa [Lindsay et al., 1980].
Il meccanismo ¢ completamente sconosciuto, ma probabilmente non ¢ diretto.
Si € visto che gli estrogeni non influenzano l'attivita osteoclastica in vitro. I
loro effetti in vivo sono presumibilmente mediati da fattori secondari che non
sono stati ancora identificati.
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Gli osteociti

Nella matrice ossea calcificata sono incastonate profondamente, in piccole
lacune osteocitiche (25°000/mm3), cellule chiamate osteociti. Essi in origine
erano osteoblasti, rimasti intrappolati nella matrice mineralizzata.
Approssimativamente il 10-20% degli osteoblasti diventano osteociti e,
sebbene si possa sostenere che non tutti gli osteoblasti sopravvivano come
osteociti, s1 puo dire che tutti ghi osteociti derivano dagli osteoblasti.

Queste cellule possiedono numerosi e lunghi processi cellulari ricchi in
microfilamenti che sono in contatto con i processi cellulari di altri osteociti
(frequenti gap junctions) o di cellule che rivestono la Superﬁcie ossea
(osteoblasti o cellule piatte di rivestimento nell'endostio o nel periostio).
Questi processi si organizzano durante la formazione della matrice e prima
della sua calcificazione, formando una rete di sottili canalicoli permeanti la
matrice ossea. Questa rappresenta l'unica via attraverso la quale 1 nutrienti ed i
gas possono essere scambiati fra le cellule ossee ed il sangue, dato che questi
scambi non possono effettuarsi a livello della matrice, essendo essa calcificata.

Tra la membrana osteocitaria e la matrice ossea, sia nelle lacune che nei
canalicoli, esiste uno spazio, detto spazio periosteocitario, riempito di liquido
extracellulare.

1 significato fisiologico di questo sistema ¢é facilmente spiegabile da alcuni
numeri: la superficie ossea totale dei canalicoli e delle lacune, in un individuo
adulto, ¢ dell'ordine di 1000-1500 m2 (140 m? per i capillari polmonari); il
volume del liquido extracellulare contenuto nello spazio periosteocitario ¢ di
1.0-1.5 litri; 1l calcio di superficie, depositato sui cristalli di minerale osseo, &
di 5-20 grammi, che renderebbero conto di una significativa percentuale del
calcio osseo totale scambiabile. Il fatto che la concentrazione di calcio nel
liquido extracellulare dello spazio periosteocitario (0.5 mM) sia piu bassa che
nel plasma (1.5 mM), suggerisée che vi sia un costante flusso di ioni calcio
dall'osso al plasma.

La morfologia degli osteociti varia a seconda della loro eta e della loro
attivita funzionale. Un osteocita giovane, essendo derivato dagli osteoblasti,
conserva molte delle caratteristiche ultrastrutturali di queste cellule, ma con un
volume diminuito € con un minor numero di organelli coinvolti nella sintesi
proteica (reticolo endoplasmatico rugoso e apparato di Golgi). Un osteocita
piu vecchio, localizzato piu in profondita nell'osso calcificato, mostra
un'accentuazione di questa tendenza, oltre che un accumulo di glicogeno nel
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suo citoplasma. Queste cellule sono capaci di sintetizzare nuova matrice ossea
alla superficie della lacuna osteocitaria, che puo in seguito calcificare.

Assieme agli osteoblasti, gli osteociti regolano le concentrazioni locali di
calcio, fosfato ed altri ioni, in modo da avere un rapporto tra ioni che li fa
precipitare in forma di cristalli. Gli osteociti hanno, inoltre, un ruolo primario
nel mantenimento dell'omeostasi calcemica, che attuano tramite un processo di
osteolisi propriamente definito “osteolisi osteocitaria”.

Il destino dell'osteocita ¢ quello di essere fagocitato e digerito assieme agli
altri componenti dell'osso, durante il riassorbimento effettuato dagli
osteoclasti.

1.1.2 La matrice

La matrice organica dell'osso ¢ formata per circa il 90% da collagene,
essenzialmente di tipo I, il resto ¢ costituito da proteine che genericamente si
definiscono proteine non collageniche (Figura 5). Piu del 95% del collagene
presente nell'osso ¢ di tipo I, il restante 5% & costituito da collagene di tipo III
e VL

Nel feto o0 nel bambino, in cui si osserva una formazione ossea accelerata, il
collagene osseo € depositato secondo un andamento casuale. Questo collagene
“intrecciato” consiste di fasci di grandezza variabile orientati casualmente. 11
collagene intrecciato si ritrova anche in condizioni patologiche caratterizzate
da accelerata formazione ossea, come la riparazione di una frattura, che alla
fine sara sostituita dalla sua controparte “/amellare”, piu ordinata. L'osso a
struttura lamellare, che comprende virtualmente l'intero scheletro osseo
normale dalla seconda meta della prima decade, ¢ caratterizzato da fasci di
collagene di dimensioni uniformi, orientati in maniera omogenea. Eccettuati
casi particolari, come a livello dei siti di inserzione dei tendini e negli alveoli
dentali, nell'adulto la presenza di osso a fibre intrecciate indica un processo
patologico.
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Figura 5: Composizione della matrice ossea.
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Il collagene

Struttura del collagene

Il collagene, proteina fibrosa ad alta resistenza meccanica, rappresenta la
componente principale del tessuto connettivo e, nei vertebrati, costituisce circa
il 25% di tutte le proteine corporee.
| E la sequenza degli amminoacidi, in una catena polipeptidica, a determinare
l'avvolgimento della stessa in una conformazione tridimensionale che ¢
essenziale per l'attivita biologica della proteina. Nel caso del collagene, la
sequenza degli amminoacidi determina la struttura a due livelli di
organizzazione. Al primo livello, tre catene polipeptidiche sono avvolte in una
molecola a tripla elica lunga circa 300 nm e con un diametro di soli 15 nm.
Ognuna di queste catene & avvolta a spirale in un'elica destrogira di circa tre
amminoacidi per giro. Poiché le eliche polipeptidiche e la superelica sono
avvolte secondo direzioni opposte, lo svolgimento delle prime ¢ impedito dalla
seconda. Sullo stesso principio si basa la costruzione dei cavi d'acciaio dei
ponti sospesi e di altre strutture che richiedono fibre resistenti e, allo stesso
tempo, leggere. Le tre catene polipeptidiche sono chiamate catene a,
contengono circa 1000 residui amminoacidici e, con l'eccezione di una corta
sequenza alla fine delle catene, in ogni catena vi ¢ una glicina ogni terzo
amminoacido. La formula della molecola di una catena o pud essere cosi
approssimata: (X-Y-Gly),, dove X e Y rappresentano amminoacidi diversi
dalla glicina, che spesso sono residui di prolina e di idrossiprolina. La
presenza della glicina, I'amminoacido piu piccolo, in ogni terza posizione ¢
fondamentale: dal momento che ogni catena di collagene ha una struttura ad
elica con tre residui per giro, il terzo residuo in ogni catena ¢ molto vicino alle
altre due catene polipeptidiche. Questi stretti contatti, che hanno luogo lungo
I'asse centrale dell'elica tripla, lasciano spazio solo per I'atomo di idrogeno che
costituisce la catena laterale della glicina: qualsiasi gruppo piu ingombrante
provocherebbe un allontanamento reciproco delle tre catene di collagene.
Legami idrogeno intermolecolari sono presenti fra l'idrogeno ammidico del
residuo di glicina di una catena e l'ossigeno carbonilico di un residuo
amminoacidico, spesso di prolina, di una catena adiacente, nella posizione X
della tripletta che si ripete.

La conformazione dell'elica tripla dipende anche dalla presenza di prolina e
idrossiprolina nelle catene a. Nel collagene di mammiferi e uccelli, circa 100
delle posizioni X sono costituite da prolina e circa 100 delle posizioni Y da
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limitano la rotazione dell'asse centrale del polipeptide, costringendolo ad
assumere una struttura ad elica sottile e distesa: ci0 contribuisce alla stabilita
dell'elica tripla [Bornestein & Traub, 1979; Miller & Gay, 1982].

L'idrossiprolina (Figura 6) ¢ un amminoacido specifico e caratteristico del
collagene ed ¢ stato ritrovato solamente in altre due proteine dei vertebrati, la
porzione Clq del complemento [Reid, 1974; Porter & Reid, 1978] e la
sequenza terminale simil-collagenica dell'acetilcolinesterasi [Rosenberry &
Richardson, 1977]. 11 gruppo idrossilico dell'idrossiprolina ha un ruolo
fondamentale nello stabilizzare l'elica tripla del collagene, in quanto partecipa
alla formazione di legami idrogeno tra le catene; tratti di collagene che
mancano di idrossiprolina possono avvolgersi nella conformazione a elica
tripla a basse temperature, ma l'elica tripla cosi formata non ¢ stabile a
temperatura corporea [Miller & Gay, 1982].

/ A\

H COOH

Figura 6: Struttura della 4-idrossiprolina.
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Nel collagene dei mammiferi circa due terzi delle posizioni X e Y sono
occupate da una varieta di amminoacidi diversi che diminuiscono la stabilita
dell'elica tripla ma sono essenziali per l'organizzazione della proteina nel
livello successivo, cioé per 1'assemblaggio delle molecole a elica tripla nelle
fibrille di collagene. Questi amminoacidi tendono ad essere riuniti in gruppi di
residui carichi e idrofobici e, siccome le loro catene laterali si orientano fuori
dal centro della tripla elica, essi determinano it modo in cui le molecole di
collagene individuali si associano I'una con l'altra. Le molecole di collagene si
dispongono testa contro coda in fasci paralleli. Le teste delle molecole di
collagene sono sfalsate lungo la lunghezza delle fibre e sono responsabili della
caratteristica spaziatura di 64 nm delle striature trasversali della maggior parte
dei collageni [Prockop & Kivirikko, 1979]. Lo sfalsamento longitudinale delle
molecole, determina la formazione di un “buco” tra la fine di un'elica tripla e
I'inizio di una seguente, che probabilmente funge da sito di deposizione dei
cristalli di idrossiapatite nella formazione dell'osso [Weiner & Traub, 1986;
Christoffersen & Landis, 1991].

La resistenza e la rigidita delle fibre di collagene dipendono non solo dai
legami idrogeno fra le singole eliche, ma anche da legami covalenti che si
formano sia internamente a singole molecole, che tra molecole diverse che
compongono una microfibrilla.

Bisogna inoltre aggiungere che il collagene € una glicoproteina [Pinnell et
al., 1971}, in quanto alcuni residui di idrossilisina sono legati, tramite legame
B-glicosidico, al galattosio (Figura 7) o al glucosilgalattosio (Figura 8). La
glicosilazione del collagene € catalizzata da due enzimi che agiscono in
successione: la galattosiltransferasi e la glucosiltransferasi [Kivirikko &
Myllyla, 1982]. La funzione degli zuccheri legati alla proteina non ¢ stata
ancora chiarita.

24



CH,OH CH,
o H ° o — (IZ— H
H\OH  H/ (lez

H OH lCH2

H,N— CH— COCH

Figura 7: Struttura della galattosilidrossilisina (G-OH-Lys).
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Figura 8: Struttura della glucosilgalattosilidrossilisina (GG-OH-Lys).
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Tipi di collagene

Nell'uvomo sono presenti almeno 19 tipi di collagene, piu altre 10 proteine
che hanno domini simil-collagenici (Tabella 1). La maggior parte di essi forma
fibrille extracellulari o strutture reticolari, ma gli altri svolgono un gran
numero di funzioni biologiche [Miller, 1984; Kuhn, 1987; Mayne & Burgeson,
1987; Dixit et al., 1988; Prockop & Kivirikko, 1995]. Tutte queste molecole
sono formate da sequenze simili ma non identiche che presentano la struttura
generale (X-Y-Gly), che si ripete.

Il collagene di tipo I ¢ la proteina presente in maggiore quantita nel tessuto
connettivo di pelle, ossa, dentina, tendini e di numerosi altri tessuti: costituisce
il 90% del collagene totale dell'organismo. Esso consiste di due catene
polipeptidiche identiche chiamate o 1(I) e di una catena leggermente differente
chiamata a2(I), avvolte tra di loro, in rapporto 2:1. Ha un basso contenuto di
idrossilisina e di carboidrati [Treslad, 1982].

La cartilagine ialina contiene collagene di tipo II, che consta di tre catene
identiche chiamate o 1(II): esso ¢ stato trovato anche nella cornea, nel corpo
vitreo, nei tessuti neuronali della retina e nei dischi intervertebrali; ¢ formato
da fibrille sottili ad alto contenuto di carboidrati e di idrossilisina [Yang et al.,
1993a].

I collagene di tipo IIl &€ composto da tre catene o identiche, chiamate
al(I). I collagene di tipo III ammonta a circa il 10-50% del collagene totale
dei tessuti adulti, come ad esempio le grandi arterie, i muscoli, i polmoni, il
fegato, 'utero e la pelle. E caratterizzato da un basso contenuto di carboidrati e
da un alto contenuto di idrossilisina e idrossiprolina [Epstein, 1974; Keene et
al., 1991].

La membrana basale della capsula del cristallino, la membrana di
Descement della cornea e 1 glomeruli renali contengono collagene di tipo IV,
costituito da tre catene identiche chiamate al(IV), ad alto contenuto di
carboidrati e di idrossilisina [Keene et al., 1991].

Un altro tipo di collagene, quello di tipo V, che puo derivare da membrane
basali, ¢ stato isolato da pelle, placenta e, in piccole quantita, da molti altri
tessuti. Questo collagene consta di due catene polipeptidiche chiamate oA e
aB: certe preparazioni di collagene di tipo V contengono inoltre un‘altra
catena, designata aC [Brock et al., 1985].

Diversi altri tipi di collagene sono stati ritrovati nelle membrane basali;
alcuni di questi possono avere dei domini simil collagenici relativamente corti,
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intercalati a domini globulari. Il numero e la natura di questi collageni sono
ancora incerti.

I vari tipi dt collageni (Tabella 1) differiscono nel loro contenuto di
idrossiprolina, idrossilisina e idrossilisina glicosilata, componenti che vengono
sintetizzati da modificazioni post-traduzionali intracellulari.

Biosintesi del collagene

Il collagene del tessuto osseo viene sintetizzato e secreto dagli osteoblasti
(Tabella 2). Cosi come tutte le cellule, anche gli osteoblasti sintetizzano le
molecole di collagene sotto forma di precursore chiamato procollagene (Figura
9) [Fessler & Fessler, 1978]. 1l polipeptide, dopo la sintesi a livello
ribosomiale, va incontro a diverse modificazioni post-traduzionali sia
all'interno che all'esterno della cellula. All'interno del reticolo endoplasmatico
rugoso circa un centinaio di residui di prolina e circa un terzo dei residui di
lisina per catena vengono idrossilati da parte di idrossilasi specifiche (prolil e
lisilidrossilasi), con la formazione di residui di idrossiprolina e idrossilisina
[Prockop et al., 1976]. Circa il 30% dei residui di idrossilisina cosi formati,
vengono poi ulteriormente modificati con [l'attacco, da parte di
glicosiltransferasi specifiche, di residui di galattosio e di glucosio [Kivirikko &
Mylyla, 1979]. Tali reazioni determinano la formazione di residui di
galattosilidrossilisina (G-OH-Lys) (Figura 7) e di glucosilgalattosilidrossilisina
(GG-OH-Lys) (Figura 8). Nel caso del procollagene di tipo I, quando un
centinaio di residui di prolina sono stati idrossilati, due catene di procollagene
al(l) ed una catena di procollagene o2(I) si avvolgono l'una sull'altra,
formando una molecola di procollagene, che viene cosi secreta nello spazio
extracellulare.

Recentemente sono stati clonati alcuni degli otto enzimi altamente specifici
coinvolti nelle modificazioni post-traduzionali del collagene. Piu di 400
mutazioni in 6 diversi tipi di collagene, causano una grande quantita di
malattie come 1’Osteogenesis imperfecta, alcune forme di osteoporosi e di
osteoartrite, ¢ la sindrome renale di Alport. Molti dei fenotipi di queste
malattie sono stati prodotti in topi transgenici. Gli specifici enzimi coinvolti
nelle modificazioni post-traduzionali del collagene potrebbero fungere da
targets per inibire specificamente le reazioni fibrotiche eccessive che si hanno
in un gran numero di malattie. Numerosi esperimenti suggeriscono che
potrebbe essere possibile inibire la sintesi di collagene con oligonucleotidi o
con geni antisenso [Prockop & Kivirikko, 1995].

27



Tabella 1: Principali tipi di collagene

Tipo Catene Composizione Struttura Distribuzione nei tessuti
molecolare
I al(), a2(]) Basso contenuto | 300 nm Tendini, ossa, cute,
in idrossilisina, legamenti, cornea, organi
basso contenuto interni (costituisce il 90%
in  carboidrati, del collagene totale
fibrille grosse dell’ organismo)
1 al(I) Alto contenuto | 300 nm Cartilagine, corpo vitreo
in carboidrati, dell’ occhio, dischi
alto contenuto intervertebrali
in idrossilisina,
fibrille sottili
I jal(m Basso contenuto { 300 nm Vasi sanguigni, cute,
in  carboidrati, | organi interni
alto contenuto
in idrossilisina
IV |al(dV), a2(IV) |Alto contenuto|390 nm  C|Lamina basale
in idrossilisina, | dominio
alto contenuto | globulare
in carboidrati
\% al(V), a2(V),|Alto contenuto{300 nm N|In piccole quantitd in molti
a3(V) in  carboidrati, | dominio tessuti
alto contenuto | globulare
in idrossilisina
VI |al(VD), a2(VD), 150 nm N+C|In piccole quantita in molti
a3(VI) dominio tessuti
globulare
VI }? 450 nm Fibrille ancoranti
VII |al(VIID) ? Cellule endoteliali
X [al(IX), 02(IX), 200 nm  N|Cartilagine
a3(IX) dominio
globulare
X al(X) 150 nm C|Cartilagine ipertrofica e
dominio mineralizzante
globulare
XTI  |al(XD), a2(XD), 300 nm Cartilagine
a3(XI)
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Nello spazio extracellulare, due proteasi specifiche tagliano le porzioni, per
lo piu globulari, presenti alle estremitd ammino e carbossi terminali della
porzione ad o elica (Figura 9) [Fessler et al., 1985]. Questo processo
determina la formazione della molecola di collagene vera e propria che, in
assenza delle estremita globulari, non ¢ piu solubile e precipita nella matrice
connettivale preesistente. In tale matrice il collagene va poi incontro ad
ulteriori modificazioni che permettono di organizzare la molecola neosecreta
secondo la rnigida architettura della matrice connettivale. Tra queste
modificazioni la piu importante ¢ la formazione dei ponti intra ed
intermolecolari tra le molecole di collagene [Robins, 1982; Eyre et al., 1984,
Eyre et al., 1988; Yamauchi et al., 1989]. La formazione di legami crociati
intermolecolari implica la formazione di legami covalenti (basi di Schiff e 1 piu
complessi cross-links) che possono legare tra loro due o piu molecole di
collagene. Tra i cross-links intermolecolari si possono distinguere quelli
formati nel collagene appena sintetizzato (detti cross-links riducibili, in quanto
possono venire ridotti in vitro con NaBH,) e quelli costituenti il prodotto
finale della loro maturazione (cross-links del 3-idrossipiridinio). Nella maggior
parte dei tessuti, i cross-links riducibili con NaBH, scompaiono gradualmente
man mano che il collagene matura, suggerendo che essi sono prodotti
intermedi ad emivita breve. Eccezioni sono costituite dall'osso e dalla dentina,
dove 1 residui riducibili persistono in concentrazioni apprezzabili lungo tutto
l'arco della vita, apparentemente perché la rapida mineralizzazione delle fibre
di collagene appena sintetizzate, inibisce ulteriori riarrangiamenti molecolari. I
cross-links intermolecolari dei tessuti maturi non possono essere ridotti con
NaBH,, sono stabili ad alte temperature e a pH bassi [Prockop & Tuderman,
1982]. L'enzima lisilossidasi agisce sulle fibre di collagene appena processate
e precipitate nella matrice extracellulare per produrre i derivati aldeidici della
lisina o dell'idrossilisina, che costituiscono i precursori dei cross-links (Figura
10) [Light & Bailey, 1982; Eyre et al., 1984; Eyre, 1987]. La via dell'allisina
(Figura 10a) predomina nella pelle, nella cornea e nel tendine della coda del
ratto, mentre la via dell'idrossiallisina (Figura 10b) prevale nell'osso, nella
cartilagine, nei legamenti e in numerosi altri tessuti. Si ritiene che variaziom
nelle proprieta meccaniche e fisiche fra differenti tessuti connettivi siano
dovute in parte a differenze nei cross-links del collagene. In generale, la via
dell'idrossiallisina predomina nei tessuti connettivi che supportano grandi
carichi meccanici e sembra essere governata esclusivamente dal fatto che
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residui di lisina siano idrossilati in quegli specifici siti della molecola di
collagene dove la lisilossidasi formera piu tardi i residui aldeidici.

Tabella 2: Biosintesi del collagene.

1. TRASCRIZIONE GENICA

2. TRADUZIONE

3. IDROSSILAZIONE DELLA PROLINA *

4. IDROSSILAZIONE DELLA LISINA *

5. GLICOSILAZIONE *

6. FORMAZIONE DELLELICA

7. TRASPORTO INTRACELLULARE

8. SECREZIONE

9. TRASPORTO EXTRACELLULARE :
10. CONVERSIONE DEL PROCOLLAGENE IN COLLAGENE *
11. FORMAZIONE DELL'ALDEIDE *

12. FORMAZIONE DELLA FIBRILLA

13. FORMAZIONE DEI LEGAMI CROCIATI

* Modificazioni post-traduzionali che richiedono enzimi specifici.

Nel collagene di tipo I, II e III questi residui sembra che siano largamente o
esclusivamente localizzati nelle sequenze ammino e carbossi terminali che
mancano della struttura ripetitiva (Gly-X-Y),. I prodotti finali nelle fibre
mature sono sconosciuti per quanto riguarda la via dell'allisina, mentre quelli
che si formano nella via dell'idrossiallisina sono stati identificati e denominati
cross-links del 3-idrossipiridinio. Lungo la via dell'idrossiallisina sono
evidenziati due cross-links riducibili con NaBH, (Figura 10b): essi sono
costituiti dalle basi di Schiff (aldimmine) tra l'idrossiallisina e l'idrossilisina
(diidrossilisinonorleucina  quando ridottay, DHLN) o la lisina
(idrossilinonorleucina quando ridotta, HLN). Il gruppo a idrossilico fa si che
queste aldimmine (—CHOH-CH=N-) si riarrangino spontanecamente in
chetoammine (-CO-CH,-NH-), la forma predominante nelle fibre di
collagene. Questo riarrangiamento di Amadori ¢ completo ed irreversibile. I
prodotti finali della via dell'idrossiallisina (cross-links del 3-idrossipiridinio)
sono composti trivalenti: la idrossilisilpiridinolina o piridinolina (PID),
formata da tre residui di idrossilisina, e la lisilpiridinolina o deossipiridinolina
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Figura 10: Vie alternative di formazione dei cross-links del piridinio nel collagene.

a. Prodotti che si formano dalla deaminazione ossidativa della lisina (pelle, cornea,
tendine della coda di ratto). (HLN: idrossilisinonorleucina, HHMD:
istidinoidrossimerodesmosina, LN: lisinonorleucina, HMD: idrossimerodesmosina;
AH: aldolistidina; LN, HMD e AH sono componenti minori).

b. Prodotti che si formano dalla deaminazione ossidativa della idrossilisina (molti
tessuti). (DHLN: diidrosilisinonorleucina; PID: piridinolina, DPD: deossipiridinolina).
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(DPD), formata da due residui di idrossilisina e uno di lisina (Figura 11).
Entrambi i composti sono naturalmente fluorescenti e presentano le stesse
caratteristiche negli spettri di eccitazione ed emissione (Ae.=297 nm, A.p,=395
nm). E stato proposto un meccanismo di formazione di questi composti in cui
due chetoammine interagiscono tramite condensazione aldolica, seguita da
chiusura dell'anello e ossidazione (Figura 12).

La maggior parte delle aldimmine e chetoammine che portano alla
formazione dei cross-links nei collageni della pelle, dell'osso e della
cartilagine, sono glicosilate, in quanto si formano a partire da residwi di
idrossilisina glicosilata (Figura 13). Il pattern di glicosilazione dei cross-links
varia nei diversi tessuti. Nei tendini, 1 cross-/inks riducibili sono in gran parte
non glicosilati. 11 significato dei residui zuccherini non ¢ noto, per esempio
ess1 potrebbero facilitare o inibire particolari azioni di cross-linking. I cross-
links del pinidinio nell'osso sono glicosilati, ma l'instabilita alcalina dell'anello
fa si che sia difficile misurare il loro grado di glicosilazione. Inoltre,
l'idrossilisina glicosilata non sembra poter agire come substrato per la
lisilossidasi, quindi non pu¢ formare aldeidi. I dati a questo proposito sono
quindi discordanti.

Le molecole di collagene di tipo I, II e III hanno conservati gli stessi siti
omologhi di cross-linking. Sono state stabilite solo quattro localizzazioni per
la formazione dei cross-links, due siti telopeptidici (uno ad ogni estremita della
molecola) e due siti a elica tripla. Le loro localizzazioni sono mostrate in
Figura 14. Le catene «1(I), al1(Il), a1(III) hanno una lisina che pu¢ formare
l'aldeide alle due estremita N e C terminali, mentre la catena o2(I) manca del
sito aldeidico all'estremita C terminale. Due sequenze simili di cross-linking (—
Gly—X-Hyl-Gly-His—Arg—) sono presenti nella regione a elica tripla,
simmetricamente a 0.4 D (D = 67 nm, o 234 residui amminoacidici) da
ciascuna estremita della molecola. La catena o2(I) mostra differenze
soprattutto al sito carbossi terminale, ma probabilmente contiene
un'idrossilisina in una posizione tale da formare comunque un legame crociato.
L'idrossilisina dentro ciascuna di queste sequenze ad elica interagisce con
un'aldeide telopeptidica posta in una molecola di collagene adiacente, sfalsata
di una distanza pari a 4 x D. Gli amminoacidi che costituiscono 1 cross-links
del piridinio uniscono due aldeidi telopeptidiche ad un sito ad elica. Non &
ancora stato stabilito se le due aldeidi teolpeptidiche siano localizzate in due
diverse molecole di collagene sfalsate tra di loro (Figura 15) o in due catene
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diverse della stessa molecola, quindi non ¢ ancora noto se i cross-links del
piridinio leghino tra loro due o tre molecole di collagene.

NH2 NH2
HC—COOH HC—COOH
CH2 CH2
HO AN CH2CH2CH-COOH  HQ AN CHzCHzTH—COOH
NH2 NH2
+ +
1\|1 yZ IT P
CH2$H—CH2CH2CH—COOH CH2CH2CH2CH2CH — COOH
OH NH2 NH2
Piridinolina (PID) Deossipiridinolina (DPD)

Figura 11: Struttura dei cross-links del pirdinio: piridinolina (PID) e
deossipiridinolina (DPD).
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Figura 12: Schema di reazione in cui due chetoammine interagiscono per produrre un

cross-link del 3-idrossipiridinio.
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Figura 13: Derivato mono e disaccaridico della piridinolina.
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Figura 14: Le quattro principali localizzazioni per la formazione dei cross-links del
piridinio nelle molecole di collagene di tipo I, II, III.
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Figura 15: Postulato meccanismo di formazione e siti molecol‘ari dei cross-links del
piridinio nelle fibre di collagene. Ciascuna molecola di cross-links unisce due aldeidi
telopeptidiche ad un sito ad elica. Non ¢ ancora noto se le due aldeidi telopeptidiche
siano localizzate in molecole diverse non sfalsate tra loro (come mostrato in questa
figura) o su due catene di una stessa molecola
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Le proteine non collageniche

Le proteine non collageniche costituiscono il 10-15% del contenuto totale di
proteine ossee (Figura 5). Circa un quarto delle proteine non collageniche ha
un'onigine esogena, esse vengono assorbite o intrappolate negli spazi della
matrice ossea. Le proteine di origine serica sono ampiamente rappresentate
perché, essendo proteine acide, interagiscono con la componente minerale
dell'osso, l'idrossiapatite. Alcune di queste proteine possono essere utili al
tessuto. Ad esempio, i fattori di crescita intrappolati (ad es. il platelet-derived
growth factor, PDGF) potrebbero facilmente contribuire alla rigenerazione

dell'osso in seguito a una frattura [Termine, 1988].
Le proteine non collageniche possono essere suddivise in quattro gruppi:

- proteine che mediano I'interazione cellulare;

- proteoglicani;

- proteine contenenti acido y-carbossiglutammico (gla);

- fattori di crescita.

Queste classi sono spesso sovrapponibili e la maggior parte dei ruoli
fisiologici dei singoli costituenti proteici dell'osso resta ancora indefinita

(Tabella 3).

Tabella 3: Principali proteine non collageniche della matrice ossea.

Nome Peso molecolare Potenziale funzione

Trombospondina 450°000 (trimero) Adesione cellulare

Fibronectina 440°000 (dimero) Adesione cellulare,
diffusione cellulare

Biglicano (proteoglicano I) 170°000 (monomero) Sconosciuta

Decorina (proteoglicano IT) 120°000 (monomero) Fibrillogenesi del collagene

Sialoproteina ossea

Osteopontina

Osteonectina

della
contenente gla

Proteina

Osteocalcina

75°000 (monomero)
50°000 (monomero)

35°000 (monomero)

matrice 9°000 (monomero)

6000 (monomero)

Adesione cellulare,
sconosciute
Adesione cellulare,
diffusione cellulare
Legame del Ca2*,
altre sconosciute
Sconosciuta

Legame del Ca2*,
rimodellamento osseo

altre
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Proteine che mediano I'interazione cellulare

Le cellule dei tessuti connettivi, stimolate da fattori che ne inducono o
coordinano specifiche funzioni (ad es. la proliferazione, la migrazione e la
differenziazione), interagiscono con il loro ambiente extracellulare. Queste
particolari interazioni necessitano l'attacco e I'adesione delle cellule alle
macromolecole extracellulari. Questo si attua attraverso le integrine, proteine
con funzioni recettoriali, che trasmettono i segnali al citoscheletro [Ruoslahti
& Pierschbacher, 1987]. Le cellule dell'osso sintetizzano quattro proteine che
sono coinvolte nel processo di interazione cellula-cellula e cellula matrice: la
fibronectina (FN), la trombospondina (TSP), l'osteopontina (OP) e la
sialoproteina ossea (BSP) [Gehron et al., 1988; Somerman et al., 1988]. Tre di
queste, TSP, OP e BSP legano fortemente lo ione calcio. Soltanto la BSP si
trova quasi esclusivamente nello scheletro, le altre sono presenti anche in altri
tessuti [Fisher et al.,1987b; Gehron et al., 1988; Mark et al., 1988; Somerman
et al,, 1988]. L'OP e la BSP legano gli osteoclasti tramite le integrine,
consentendo lo svolgimento della funzione di riassorbimento osseo in quanto
consentono all'osteoclasta di polarizzarsi e formare I'orletto a spazzola.

Proteoglicani

I proteoglicani (PG) sono macromolecole che contengono catene di
polisaccanidi acidi (glicosamminoglicani) attaccatt ad un core centrale
proteico. Nell'osso si trovano due tipi di glicosamminoglicani: il condlroitin
solfato (la forma predominante), un polimero di N-acetilgalattosammina
solfatata e di acido glucuronico; e l'eparan solfato, un polimero di N-
acetilglucosammina solfatata e di acido glucuronico.

L'eparan solfato ¢ associato alla membrana e probabilmente facilita

l'interazione dell'osteoblasta con macromolecole extracellulari (alcune delle
quali sono proteine che mediano l'interazione cellulare come FN o TSP) e con
fattori di crescita leganti 1'eparina [Hook et al., 1986; Beresford et al., 1987].
Il condroitin solfato, nella matrice ossea, si attacca a tre diversi core proteici
[Beresford et al., 1987]. Uno di questi, del peso di circa 300°000 D, chiamato
versicano, sembra importante nel mantenimento dell'integrita dell'ambiente
circostante la cellula [Krusius et al., 1987].

La maggior parte dei glicosamminoglicani sono attaccati a due piccoli core
proteici di circa 40°000 di peso molecolare, espressione della sintesi di geni
distinti. In base alle loro migrazioni elettroforetiche, essi sono chiamati PG-1,
che ha aftaccate due catene di condroitin solfato di 50°000 D di peso
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molecolare e PG-2, con attaccata un'unica catena di condroitin solfato dello
stesso peso molecolare [Fisher et al., 1987b]. Il PG-1, detto biglicano, ¢ pin
abbondante nelle ossa fetali e in quelle giovani rispetto alle ossa adulte, mentre
il PG-2, chiamato decorina, si trova in tutti gli stadi di sviluppo osseo.
Quest'ulimo ¢ chiamato decorina perché si lega alle fibrille di collagene e
sembra implicato nella regolazione della fibrillogenesi [Ruoslahti, 1988].
Sebbene l'esatta funzione di questi piccoli proteoglicani non sia
completamente chiarita, essi sono considerati importanti per l'integrita della
matrice dei connettivi. Inoltre essi sono in grado di legarsi e inattivare il
transforming growth factor-B (TGF-p) influenzando cosi la proliferazione e la
differenziazione delle cellule del tessuto osseo.

Proteine contenenti acido y-carbossiglutammico

L'osteocalcina (bone-gla-protein, BGP) e la proteina della matrice
contenente acido y-carbossiglutammico (matrix-gla-protein, MGP) sono due
proteine non collageniche della matrice dell'osso. La BGP ¢ specifica per
l'osso, mentre la MGP ¢ presente anche nella cartilagine [Price, 1987].

La sintesi di osteocalcina nell'osso ¢ fortemente stimolata dall'l,25(OH),-
vitamina D; e sembra essere un segnale nella cascata di eventi che regola il
rimodellamento osseo [Glowacki & Lian, 1985]. La BGP e 1a MGP presentano
omologie strutturali, ma non ¢ chiaro se in condizioni fisiologiche la loro
azione sia congiunta o separata. L'osteocalcina serica viene utilizzata come
marker di turnover osseo [Price et al., 1980].

Fattori di crescita

Nella matrice ossea sono presenti diversi fattori di crescita, che influenzano
sia il ciclo cellulare che la funzionalita degli osteoblasti. Queste proteine sono:
il transforming growth factor-B (TGF-B) e l'insulin-like growth factor-I (IGF-
I); essi vengono sintetizzati e secreti dagli osteoblasti e ne stimolano la crescita
numerica in modo autocrino e/0 paracrino [Gehron et al., 1987; Canalis et al.,
1988a].

Altre molecole sono associate non solo all'aumento del numero degli
osteoblasti, ma anche al loro differenziamento in cellule mature, con un
meccanismo indiretto 0 comunque ancora non definito come, ad esempio, la
fosfatasi alcalina, che l'osteoblasta sintetizza in grandi quantita. Questo
enzima, presente sulla membrana plasmatica dell'osteoblasta (Figura 2), viene
in parte liberato e assorbito negli spazi mineralizzati della matrice ossea.

41



Tuttavia, resta ancora da chiarire la funzione della fosfatasi alcalina sulla
biologia cellulare dell'osso.

L'osteonectina, una glicoproteina fosforilata che costituisce circa il 2% delle
proteine totali dell'osso, rappresenta la proteina non collagenica piu
abbondante prodotta dall'osso. Essa ha una grande affinita di legame per gli
ioni calcio e per l'idrossiapatite [Termine et al., 1981]. Si lega anche al
collagene [Termine et al., 1981] e alla trombospondina [Clezardin et al.,
1988]. Questa proteina si trova anche in tessuti diversi dall'osso che si
caratterizzano per una rapida proliferazione o che subiscono profondi
cambiamenti nella loro architettura [Holland et al., 1987, Wewer et al., 1988].
Le funzioni dell'osteonectina sono probabilmente molteplici, essendo
potenzialmente associata con la crescita e la proliferazione degli osteoblasti, e
con la mineralizzazione della matrice.

1.1.3 11 minerale

La fase minerale € composta essenzialmente da un fosfato di calcio basico,
che viene idealizzato come idrossiapatite (Ca;o(PO4)s(OH),) (HA), ma con un
rapporto molare calcio/fosfato pari a 1.2, inferiore a quello dell'idrossiapatite
che ¢ 1.67. La fase minerale si trova in intima relazione con le fibrille di
collagene, depositata negli spazi vuoti tra una fibrilla e I'altra.

Altni fosfati di calcio, quali la bruscite (CaHPO42H,0), l'octacalcio fosfato
(CagHy(POy)¢ SH,0), il Btricalciofosfato (B-Cas(POy),) (B-TCP), il fosfato di
calcio amorfo (Ca3(POy),), sono stati identificati, da soli o in associazione con
l'apatite, come costituenti di calcificazioni patologiche. Inoltre, questi fosfati
sono indicati come possibili precursori dell'aptite biologica in quanto si
ritrovano all'inizio della mineralizzazione, nelle ossa giovani. Man mano che
la mineralizzazione progredisce, la fase solida assume la struttura
dell'idrossiapatite scarsamente cristallizzata con il tipico, relativamente basso,
rapporto molare calcio/fosfato. Con I'eta il grado di cristallinita aumenta cosi
come aumenta il rapporto calcio/fosfato.

In tale contesto, la conoscenza della struttura dell'idrossiapatite ¢ di
primaria importanza. Essa appartiene al gruppo spaziale P65, che ¢
caratterizzato dai seguenti elementi di simmetria:

1) un asse senario elicogiro, parallelo all'asse ¢, di periodo 1/2;
2) due piani di riflessione paralleli al piano ab, ad 1/4 e 3/4 di c.
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L'idrossiapatite cristallizza in forma esagonale e nella cella unitaria (Figura
16) contiene due unita stechiometriche [Kay et al., 1964]. Le dimension: della
cella unitaria sono:

a=9419A a =90°
b=a B=a
c=6.880 A y=120°

La struttura € costituita da strati di ioni fosfato tetraedrici fra cui sono
inseriti gli ioni calcio; questi si trovano in due siti cristallograficamente
indipendenti: un sito € sui filari paralleli all'asse ¢ (sito 1) e l'altro costituisce 1
vertici di triangoli equilateri (sito 2).

La disposizione relativa dei triangoli citati genera dei canali, detti canali X,
che rappresentano la via di accesso piu probabile per le sostituzioni ioniche
(Figura 17). Gli ossidrili si trovano al centro dei canali X e, assimilando il
legame O-H ad un vettore, risultano orientati senza un ordine preciso nel verso
positivo o negativo dell'asse c.

Le caratteristiche principali dei depositi apaﬁtici riscontrati nelle
calcificazioni biologiche sono, oltre al sopra citato rapporto Ca/P diverso dal
valore stechiometrico di 1.67, la bassa cristallinita e la presenza di quantita
significative di ioni estranei che possono essere semplicemente adsorbiti sulla
superficie apatitica o entrare a fare parte del reticolo cristallino.

In Tabella 4 ¢ riportata la composizione ionica di alcuni tessuti calcificati
fisiologicamente.

Le apatii biologiche sono generalmente carbonato apatiti. Gli iomi
carbonato possono occupare due posizioni diverse nella struttura apatitica: si
sostituiscono agli ioni OH- [site A] o agli ioni PO43- [site B]. Le idrossiapatiti
carbonatate di tipo A e B risultano distinguibili sia dalla posizione delle bande
relative allo ione carbonato, negli spettri di assorbimento all'infrarosso
[LeGeros et al., 1967; Bonel, 1972], sia dal parametro a della cella elementare.
La sostituzione al sito A provoca un allargamento del parametro a,
contrariamente a quanto si verifica per la sostituzione al gruppo fosfato. In
quest'ultimo caso, inoltre, per rispettare le condizioni di elettroneutralita deve
verificarsi una delle seguenti ipotesi:

a) lo ione calcio viene sostituito da uno ione monovalente;

b) esiste una vacanza di ione calcio per ogni due fosfati che vengono

sostituiti;

¢) per ogni carbonato che sostituisce uno ione fosfato, ne esiste un altro che

sostituisce uno ione ossidrile
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Figura 16: Idrossiapatite (forma esagonale):

a=9419A a = 90°
b=a B=a
¢=6.800 A y=120°
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Figura 17: Idrossiapatite: proiezione sul piano ab, in cui € evidenziato un canale X.

(Gli ioni OH~ sono omessi per chiarezza).
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Tabella 4: Composizione ionica di smalto, dentina e osso.

Composizione* Smalto Dentina Osso
Ca* 36.5 27.5 245
P 17.1 13.0 11.5
(Ca/P) in peso 2.06 2.12 2.33
(Ca/P) molare 1.58 1.6 1.80
Na* 03 0.6 0.7
K* 0.08 0.05 0.02
Mg2+ 0.34 0.81 0.10
Zn2* 0.015-0.21 0.010-0.015 0.003
Elementi in tracce:

Sr2*, Pb2t, Belt, - - -
Fe2* etc.

CO3- 35 5.0 6.0
F~ 0.01 0.02 0.02
ClI- 0.30 0.01 0.10
Ceneri (tot.inorg.) 97.0 70.0 65.0
Totale organico 1.0 20.0 25.0
H,0 adsorbita 2.0 10.0 10.0

* La composizione € espressa come % del tessuto secco.

L'effetto della sostituzione del carbonato sulla stabilita della fase apatitica
non ¢ chiaro: nel caso delle apatiti sintetiche si ha una destabilizzazione,
mentre per le apatiti naturali, per lo piu di tipo B [Apfelbaum et al., 1992], si
osserva un aumento di cristallinitd. Tra i cationi estranei alla struttura apatitica
ed associati alla fase minerale, il magnesio riveste un'importanza notevole, sia
per il suo contenuto relativo abbastanza elevato nei tessuti calcificati, sia per il
ruolo particolare svolto sulla sintesi e cristallizzazione della fase apatitica.
Infatti, a differenza di altri cationi quali il cadmio, lo stronzio e il piombo, che
possono sostituirsi completamente allo ione calcio nella struttura
dell'idrossiapatite sintetica [Heijligers, et al., 1979; Bigi et al., 1984; Bigi et
al., 1986b; Bigi et al., 1989], la presenza di magnesio in soluzione promuove
la formazione del B-TCP a spese della HA [LeGeros et al., 1980; Baravelli et
al., 1984]. Nonostante i numerosi tentativi riportati in letteratura di incorporare
il magnesio all'interno della struttura apatitica, questo ione sembra essere
respinto dal reticolo cristallino e la sua sostituzione al calcio, se avviene, ¢ in
quantita molto modesta [Terpstra & Driessens, 1986]. Cio ¢ in accordo con il
principio generale secondo cui ioni con raggio ionico maggiore del calcio
possono sostituire ampiamente questo ione, mentre ioni con raggio piu piccolo
trovano maggiore difficolta.
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I nisultat1 di uno studio condotto su apatiti sintetizzate in presenza di diverse
concentrazioni di magnesio in soluzione, indicano che il magnesio inibisce la
crescita dei cristalli apatitici probabilmente attraverso il suo adsorbimento
sulla superficie dei primi nuclei apatitici, che disordina le strutture cristalline
prevenendone cosi l'ulteriore crescita [Bigi et al., 1993]. La sintesi in presenza
di magnesio produce una fase apatitica solo per concentrazioni di magnesio
inferiori a 30 atomi %. Tuttavia, la massima quantita di magnesio che puo
entrare nella struttura dell'idrossiapatite € di circa 7 atomi % e la sostituzione
al calcio avviene esclusivamente nel sito 2 del reticolo cristallino. I magnesio
rimanente € localizzato nella componente amorfa e adsorbito sulla superficie
dei cristalli. L'inclusione del magnesio nella fase apatitica, indipendentemente
dalla sua localizzazione, promuove la conversione del'HA in 3-TCP magnesio
sostituito (3-TCMP) [Bigi et al., 1993].

Analogamente, l'idrossiapatite sintetica, sottoposta a fluttuazioni cicliche di
pH in presenza di soluzioni contenenti magnesio, di origine ad una fase
apatitica che per trattamento termico si converte parzialmente in B-TCMP. La
quantita di conversione termica aumenta con l'incremento del magnesio
adsorbito sulla struttura apatitica [Baravelli et al., 1984; Bigi et al., 1993].

L'influenza del magnesio sui depositi biologici e, in particolare, sulla
stabilita relativa dellHA e del B-TCP ¢é forse ancora piu evidente. Il
trattamento termico dei depositi apatitici dell'osso e di numerose calcificazioni
biologiche e patologiche che a temperatura ambiente presentano un
diffrattogramma di raggi X caratteristico di una fase apatitica poco cristallina,
provoca non solo un aumento nel grado di cristallinita, ma anche una parziale
conversione in 3-TCMP (Figura 18).

La fase apatitica, che si deposita all'inizio del processo di calcificazione
della valvola mitrale umana in cui c'¢ un alto contenuto di magnesio, si
converte completamente in B-TCMP per trattamento termico a 1000°C. D'altra
parte, la fase apatitica isolata dalle valvole molto calcificate, che contengono
magnesio in quantita molto ridotte, ha un'elevata stabilita termica e non da
origine ad alcuna conversione per trattamento termico a 1000°C [Bigi et al.,
1988a], (Figura 19). Inoltre, in tutte le biomineralizzazioni in cui & stata
evidenziata la presenza di B-TCP, come nelle carie dentali, nella tonaca media
della parete aortica di soggetti affetti da arteriosclerosi, nei calcoli salivari e
renali, questa fase risulta parzialmente sostituita in magnesio [Rowles, 1968;
Bigi et al., 1980]. In particolare, la fase inorganica depositata nella tonaca
media dell'aorta ¢ costituita da 3-TCMP molto cristallino (Figura 20).
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Figura 18:Diagrammi di diffrazione di raggi-X di polveri di idrossiapatite ossea:
a) dopo trattamento termico a 500°C;

b) dopo trattamento termico a 700°C;
c) dopo trattamento termico a 900°C.
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Figura 19: Diagrammi di diffrazione di raggi-X di polveri di depositi inorganici
isolati da una valvola mitrale altamente calcificata esaminata a 25°C (a), e dopo
trattamento termico a 600°C (b); (c) e (d) mostrano i diagrammi delle ceneri
ottenute da una valvola mitrale poco calcificata a 600°C e dopo trattamento
termico a 1000°C, rispettivamente.
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Figura 21: Rapporto molare Ca/Mg delle ceneri della tonaca media dell’aorta
riportato in funzione del grado di calcificazione espresso in moli di ioni Ca2* per
grammo di tessuto secco.
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Il contenuto di magnesio di questa fase é molto elevato (circa 17 atomi %) e
cala all'aumentare del grado di calcificazione (Figura 21).

Nel B-TCP sintetico il magnesio pud sostituire il calcio fino al 20%,
provocando una variazione molto particolare dei parametri reticolari. Come si
puo osservare in Figura 22, sia a che ¢ calano linearmente all'aumentare della
concentrazione di magnesio, fino a che ¢ stato sostituito circa 1'11% degli ioni
calcio; a concentrazioni maggiori a continua a contrarsi, anche se piu
lentamente, mentre 1'andamento di ¢ si inverte [Bigi et al., 1988].

Per la localizzazione del magnesio nell'apatite ossea sono state avanzate le
seguenti ipotesi [Sigel & Sigel, 1990]:

1) potrebbe sostituirsi al calcio nell'apatite poco cristallizzata,

2) potrebbe occupare un sito sulla superficie cristallina nello strato di

1dratazione;

3) potrebbe essere presente in una fase non apatitica;

4) potrebbe essere associato alla matrice organica.

Comunque, qualsiasi sia la sua localizzazione, & evidente che il magnesio
gioca un ruolo molto importante sulla stabilita delle apatiti biologiche.

C'¢ un limite per la concentrazione di ioni calcio e fosfato nel liquido
extracellulare al di sotto del quale la mineralizzazione non avviene. Tuttavia, il
prodotto di solubilita ¢ difficile da calcolare, in quanto la stessa fase minerale
¢ di composizione variabile e la reale natura delle specie in soluzione che
governano tale prodotto non & nota. In ogni caso, quando le concentrazioni di
calcio e fosfato nei liquidi extracellulari sono molto elevate, si pud osservare
la precipitazione di minerale in tessuti che normalmente non mineralizzano.

La fase inorganica, depositata durante i primi stadi della calcificazione,
consiste di granuli apatitici regolarmente distribuiti a livello della zona meno
densa della struttura fibrillare del collagene. Durante gli ultimi stadi della
calcificazione si ha la deposizione preferenziale di cristalliti apatitici allungati,
che crescono tra le microfibrille, con il loro asse ¢ pressoché parallelo alle
fibrille di collagene [Bigi et al., 1988b; Bigi et al., 1991] (Figura 23).
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Figura 22: B-TCP magnesio sostituito: variazione dei lati della cella elementare e

del volume, in funzione della concentrazione di Mg.

52



Dagel

a)
&3 o
L — De it@@'@ - — 0
) -
| )| S
| 2=

- I 36 |

( _ = 0 Eso== .
Dessl

b)

Figura 23: Rappresentazione schematica della distribuzione dei cristalli di

idrossiapatite durante i primi (2) e gli ultimi (b) stadi della calcificazione.

53



1.2 Modellamento e rimodellamento

Il tessuto osseo si rimodella costantemente nel corso della vita. Le modalita
secondo le quali il tessuto osseo viene rimaneggiato dipendono dall'attivita di
osteoblasti ed osteoclasti e variano nei diversi momenti di vita. Nella fase di
sviluppo corporeo il tessuto osseo va incontro a processi di crescita €
modellamento; il risultato € il conseguimento di uno scheletro adulto con
forma e massa ossea normali. La massa ossea che viene raggiunta al termine
della fase di modellamento osseo ¢ detta “picco di massa ossea”. Il picco di
massa ossea viene raggiunto in momenti diversi nei diversi distretti scheletrici;
nel compartimento trabecolare sembra che tale picco si abbia gia al termine
della puberta, mentre nell'osso corticale si ha un ulteriore aumento di circa il
10% della massa ossea tra la fine della puberta ed i 30-35 anni di eta.

11 picco di massa ossea dipende da diversi fattori. Oltre ai fattori genetici,
che risultano predominanti, fattori meccanici e nutrizionali partecipano alla
determinazione dell'entita del picco di massa ossea. Quando il picco di massa
ossea € stato raggiunto, la massa ossea ad ogni tempo ¢ rappresentata dalla
differenza tra il picco di massa e la perdita di massa ossea che ¢ avvenuta in
questo intervallo di tempo.

Dal momento del conseguimento del picco di massa ossea, il tessuto 0sseo
viene rimodellato al fine di sostituire tessuto osseo vecchio con tessuto
neoformato, con caratteristiche biomeccaniche piu adatte allo svolgimento
delle funzioni dello scheletro. Nelle fasi di rimodellamento osseo gli
osteoblasti e gli osteoclasti agiscono in maniera accoppiata ¢ formano una vera
e propria unita di rimodellamento osseo. 1l ciclo di rimodellamento (Figura 24)
inizia con l'attivazione di quest'ultima e il primo evento ¢ la retrazione delle
cellule ossee quiescienti (/ining cells) che rivestono la matrice mineralizzata
che deve essere sostituita. Tale retrazione permette agli osteoclasti attivati di
entrare in diretto contatto con la matrice ossea e di riassorbirla (fase di
riassorbimento) producendo una lacuna di riassorbimento chiamata /acuna di
Howship. A questa fase segue la cosiddetta fase di reversione, caratterizzata
dall'assenza di cellule nella lacuna di riassorbimento. Successivamente, nella
lacuna di Howship, si nota la comparsa di osteoblasti che iniziano a
sintetizzare matrice. Questa fase viene chiamata fase di formazione. 1l ciclo si
completa con una fase cosiddetta di quiescenza, in cui si notano le lining cells
che si dispongono a forma di tappeto sulla matrice neoformata.
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Figura 24: Il rimodellamento osseo.
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Da studi cinetici condotti con 47Ca risulta che ogni anno viene depositato e
rimosso il 18% dello scheletro. Il rimodellamento dell'osso avviene lungo linee
di forza determinate dallo stress meccanico e tradotte in risposta biologica. Il
riassorbimento ¢ un fenomeno piu intenso e veloce rispetto alla formazione. Se
1 processi di crescita e modellamento ossei determinano, in situazioni
fisiologiche, un aumento della massa ossea, i processi di rimodellamento osseo
in situazioni fisiologiche possono solo mantenere la massa ossea raggiunta al
termine delle fasi di crescita, tramite un equilibrio tra l'attivitd riassorbitiva
degli osteoclasti e l'attivita neoformativa degli osteoblasti. In realta, tale
equilibrio si ha solo nei primi anni dopo il raggiungimento del picco di massa
ossea. A partire dalla quarta-quinta decade di vita nell'uvomo e dal periodo
perimenopausale nella donna, I'accoppiamento tra osteoclastt ed osteoblasti
risulta sbilanciato in favore dei processi riassorbitivi, con quella diminuzione
della massa ossea che € correntemente documentata in uomini e donne sani.

Riassorbimento e formazione sono, dunque, fenomeni tra di loro accoppiat,
anche se possono risultare sbilanciati. Infatti, fintanto che la quota di osso
riassorbita viene completamente riformata, la massa ossea rmane
immodificata. Quando invece il riassorbimento prevale sulla neoformazione, la
massa ossea diminuisce.

Questo processo ciclico si realizza anche con il contributo dei fattori locali
di crescita, che tramite la loro attivita autocrina e paracrina, immediata e
ritardata, attuano quella regolazione reciproca tra le due popolazioni cellulari
(osteoblasti ed osteoclasti) che consente il susseguirsi delle diverse fasi. In
conclusione, la plasticita dell'osso € dovuta alla risposta delle cellule che
interagiscono sia tra di loro che con l'ambiente circostante.

1.2.1 Meccanismo di riassorbimento osseo

I1 riassorbimento osseo inizia con l'acidificazione del compartimento
extracellulare, operata dall'osteoclasta, per secrezione di protoni attraverso la
membrana del suo orletto a spazzola. Recenti evidenze suggeriscono la
presenza, su questa cellula, di una pompa di protoni ATP dipendente, che
assomiglia a quella presente sui tubuli renali. I protoni sono prodott
dall'attivitd dell'anidrasi carbonica, presente in grande concentrazione nel
citoplasma dell'osteoclasta; l'anidride carbonica e I'ATP necessari sono di
origine mitocondriale. La membrana basolaterale scambia attivamente
bicarbonati con cloruri, impedendo in tal modo 1'alcalinizzazione del citosol.
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Altri scambiatori di ioni possono essere coinvolti in un trasporto attivo di
calcio e/o protoni in associazione con scambiatori di Nat, Ca*t* e/o Nat, H*.

Enzimi lisosomiali sono attivamente sintetizzati dagli osteoclasti e si
trovano nel reticolo endoplasmatico, nell'apparato di Golgi e in numerose
vescicole di trasporto. Questi enzimi vengono secreti, attraverso l'orletto a
spazzola, nel compartimento extracellulare. Gli ioni H* prodotti dalla pompa
protonica forniscono un ambiente ottimale per la degradazione della matrice
ossea attuata da questi enzimi proteolitici. L'osteoclasta inoltre secerne
'enzima collagenasi.

Il compartimento osseo extracellulare nel quale si attua il riassorbimento ¢,
come gia detto parlando degli osteoclasti, l'equivalente di un lisosoma
secondario (Figura 3). Cronologicamente, i cristalli sono mobilizzati dalla
digestione det loro legami con il collagene (tramite proteine non-collageniche)
e dissolti dall'ambiente acido; le fibre di collagene residue sono digente sia
dall'attivazione della collagenasi latente che dall'azione delle catepsine a pH
acido. '

L'osteoclasta ¢ una cellula mobile. Esso riassorbe 1'osso per formare una
lacuna, poi si muove lungo la superficie ossea per riassorbire un'altra area di
osso. I periodi di locomozione non sono associati con il riassorbimento: solo
quando la cellula smette di muoversi, essa di solito inizia a riassorbire l'0sso.

Numerosi altri processi possono essere coinvolti nel complesso fenomeno di
riassorbimento osseo. Alcuni autori suggeriscono che la superficie ossea viene
preparata all'azione degli osteoclasti dall'attivita della collagenasi secreta dalle
cellule ossee quiescenti o dagli osteoblasti. Questo meccanismo ¢ possibile,
poiché gli osteoblasti hanno la capacita di produrre enzimi, come l'attivatore
del plasminogeno, che potrebbero attivare la collagenasi latente. Gli osteoclasti
quindi producono protoni ed enzimi lisosomiali che completano il processo.
Tuttavia studi di microscopia elettronica a scansione mostrano che gl
osteoclasti non richiedono la “preparazione” della superficie ossea da parte
degli osteoblasti per attuare il riassorbimento: osteoclasti isolati possono
riassorbire superfici ossee senza l'apparente supporto di altre cellule.

Recentemente, sono stati riportati dati che suggeriscono che nel processo di
riassorbimento osseo attuato dagli osteoclasti siano implicati radicali liberi
derivati dall'ossigeno [Garrett et al., 1990]. Questo non sorprende se si tiene
presente che molti altri processi degradativi da parte di cellule fagocitiche sono
associati con la produzione di radicali. L'uso di sistemi generanti radicali sia in
vitro che in vivo, mostra che gli enzimi che privano i tessuti dai radicali, come
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la superossido dismutasi, bloccano il riassorbimento osseo stimolato
dall'ormone paratiroideo o dall'interleuchina-1. Reazioni di colorazione con il
blu di nitro-tetrazolio mostrano che negli osteoclasti si ha generazione di
radicali. Radicali potrebbero essere implicati nella degradazione ossea sotto
l'orletto a spazzola. Comunque, la dimostrazione che la generazione radicalica
¢ associata con la sintesi degli osteoclasti suggerisce che i radicali hanno anche
un effetto cellulare sulla formazione degli osteoclasti [Garrett et al., 1990].

1.2.2 Meccanismo di formazione dell'osso

La formazione dell'osso segue delle tappe sequenziali che possono essere
cosi schematizzate:

- sintesi ¢ modificazioni intracellulari del collagene di tipo I;

- secrezione e modificazioni extracellulari del collagene;

- formazione di microfibrille, fibrille e fibre di collagene;

- maturazione del collagene e successiva nucleazione e crescita dei cristalli

di idrossiapatite.

Tutte queste funzioni sono sotto il controllo degli osteoblasti (Figura 1) e
l'osso completamente calcificato ¢ formato per il 35% di matrice organica e
per il 65% di materiale inorganico cristallino.

Nel cosiddetto processo di “maturazione della matrice osteoide” si possono
riconoscere tre diversi momenti. Nel primo, il collagene si deposita
rapidamente e si produce un sottile strato di tessuto non mineralizzato
chiamato osteoide. Nel secondo, la velocita di sintesi del collagene e di
mineralizzazione dell'osteoide si pareggiano e la quantita di matrice non
mineralizzata rimane costante; nel terzo la velocita di sintesi del collagene
diminuisce e la mineralizzazione continua finché 1'osteoide sparisce. Questi tre
processi sono diagrammaticamente dimostratt in Figura 25. Questa
maturazione della fibra di collagene deve avvenire prima che la matrice sia
competente per supportare la mineralizzazione.

La maturazione della matrice viene espressa come il rapporto tra la velocita
di mineralizzazione (um/giorno) e la larghezza dello strato di osteoide (um),
quindi ha come unitad di misura il tempo (giorni). Il cosiddetto tempo di
mineralizzazione misura il tempo necessario alla matrice osteoide per acquisire
le caratteristiche atte alla sua mineralizzazione. Nell'individuo adulto esso ¢
dell'ordine di 5-10 giomi e la valutazione dell'ampiezza di questo parametro
assume un significato dagnostico nelle malattie metaboliche dell'osso. Da un
punto di vista biochimico, il tempo di mineralizzazione rimane indefinito.
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Figura 25: Fasi di maturazione dell’ osteoide.

A. Osteoblasti che sintetizzano attivamente collagene. La sintesi di matrice procede senza mineralizzazione per cui lo spessore dello strato di
osteoide aumenta.

B. Punto di massima mineralizzazione: la velocita di mineralizzazione € uguale alla velocita di sintesi dell’osteoide, di conseguenza lo spessore
dello strato di osteoide rimane costante.

C. Diminuzione della sintesi di osteoide e costanza della velocita di mineralizzazione. Lo strato di osteoide tende a diminuire fino a sparire.



Alcune teorie individuano come momento biochimico della maturazione della
matrice la formazione dei legami crociati (cross-links) del 4collagene, altri
considerano il tempo necessario alla rimozione di molecole che inibiscono la
formazione e la crescita dei cristalli. Comunque, qualunque sia il meccanismo
della maturazione dell'osteoide, € chiaro che il collagene appena sintetizzato

non puo fornire un substrato per la normale mmerahzzazmne finché non ¢
“maturato”.

1.2.3 Processo di mineralizzazione

La mineralizzazione € un altro fenomeno sotto il controllo degh osteoblasti.
Sebbene la natura di questo processo non sia completamente chiarita, sono
stati definiti alcuni importanti dettagli sulla natura e sulla formja del minerale.
Per esempio si sa che nell'osso completamente calciﬁcatoi' il minerale e
organizzato in cristalli di idrossiapatite carbonatata, a forma di ago o di
bastoncello, con diametro di 30-50 A e lunghezza fino a 3(50 A, che sono
adagiati lungo le fibrille di collagene o che penetrano nelle ﬁbre piu ampie
[Weiner & Traub, 1986].

Alcuni punti dell'intimo meccanismo che conduce alla deposizione e
all'organizzazione del minerale sono stati chiariti con l'ausilio di modelli
sperimentali di calcificazione. Per esempio, & dimostrato che una volta che il
cristallo di idrossiapatite si & formato, la sua crescita avviene in assenza di
ogni attivita cellulare. Questa € un'osservazione paradosso, che ha fatto prima
supporre e poi dimostrare l'esistenza di una vera barriera ionica tra 0sso e
sangue, unico mezzo per impedire la precipitazione in forma ordinata, sul
preesistente cristallo, di tutto il calcio e il fosfato contenuti nel sangue e nel
liquido extracellulare. Questo dimostra che il processo di mineralizzazione €
controllato sia allo stadio iniziale di formazione del cristallo, che nel momento
della sua crescita.

Sono stati descritti due meccanismi per la mineralizzazione ossea, uno
predominante sia nella cartilagine che calcifica che nell'osso primitivo (osso a
fibre intrecciate), 1'altro nell'osso lamellare. |

La cartilagine che calcifica e l'osso primitivo sembrano mineralizzare
attraverso le vescicole della matrice [Bonucci, 1971], formaz::ioni legate alla
membrana che si staccano per esocitosi dalla membrana plasmfatica e migrano
nello spazio extracellulare deila matrice. La membrana infema di queste
vescicole, ricca di lipidi, diviene il sito per la formazione ?dei cristalli di
idrossipatite. La cristallizzazione procede fino alla distruzione della membrana
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della vescicola, producendo uno sferulita di cristalli piccoli e raggruppati (S0A
x 200 A x 400 A). Questi sferuliti conglomerano finché si forma una massa
mineralizzata compatta in tutta la matrice. Questo processo sembra essere
guidato dagli stessi microcristalli che sono prima associati con la membrana
della vescicola della matrice. La velocita di mineralizzazione, sia nell'osso
primitivo che nell'osso lamellare, sembra dipendere dalla presenza di molecole
di inibitori (come pirofosfato e proteine non collageniche acide), che in
soluzione sembrano regolare la cinetica del processo di mineralizzazione
[Termine et al., 1980]. Cosi, in questo tipo di mineralizzazione, la cellula fa
crescere organelli capaci di accumulare minerale e poi sintetizza proteine che
possono controllare la velocita a cui procede la cristallizzazione.

Il secondo meccanismo si riferisce all'osso adulto, cioé all'osso lamellare.
Nell'osso lamellare la matrice extracellulare € strettamente impaccata con
fibrille di collagene ben allineate a cui si legano proteine non collageniche
complesse, come alcuni proteoglicani e l'osteonectina. Le vescicole della
matrice si trovano raramente nell'osso lamellare, sia perché non c'¢ spazio
sufficiente per esse, sia per ragioni di sviluppo. Comunque, Ia
mineralizzazione sembra essere associata alla formazione di complessi tra
collagene e proteine non collageniche. E interessante osservare la presenza di
una maggiore quantita di minerale nelle regioni delle fibre di collagene che
presentano spazi liberi, veri “buchi” (canali tridimensionali risultanti dagli
spazi tra monomeri di collagene associati longitudinalmente), nei quali si
depositano gli ioni inorganici [Weiner & Traub, 1986]. Non ¢ chiaro se la
forza che guida la mineralizzazione sia il collagene di per sé stesso, o la sua
associazione con le proteine non collageniche. I collagene purificato sembra
essere un iniziatore di deposizione di cristalli molto debole e potrebbe svolgere
un ruolo puramente meccanico a questo riguardo. Il grado di mineralizzazione
della matrice ossea sembra essere limitato dal volume di osso occupato dalle
sue proteine fibrose.

In condiziomi di scarsita di ioni minerali si ha un'incompleta
mineralizzazione dell'osteoide. Questa condizione, definita osteomalacia, puo
essere efficacemente trattata con interventi terapeutici atti ad aumentare la
concentrazione ionica del liquido extracellulare. La fosfatasi alcalina ¢ un
marker degli osteoblasti e il suo livello cellulare correla con il loro potenziale
di mineralizzazione. Infatti, individui con diminuiti livelli di fosfatasi alcalina
(ipofosfatasia), sono affetti da osteomalacia non correggibile da terapie volte
ad aumentare la concentrazione ionica del liquido extracellulare. Nonostante
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sia indubbio il ruolo della fosfatasi alcalina nel processo di mineralizzazione,
la sua esatta funzione non ¢ stata ancora completamente chiarita. Per spiegare
come, in alcuni casi, il collagene di tessuti che normalmente non
mineralizzano possa favorire la nucleazione di una fase inorganica da
~ soluzioni simili al normale liquido extracellulare, ¢ stata suggerita la presenza
di attivatori o di inibitori che modulano la deposizione del minerale sulla
matrice extracellulare. I1 pirofosfato appartiene a quest'ultima categoria di
composti, perché ¢ un potente inibitore del processo di mineralizzazione.
Poiché la fosfatasi alcalina osteoblastica € in grado di catalizzare lidrolisi di
questo composto a pH fisiologico, si suppone che questo enzima possa
regolare la mineralizzazione controllando la concentrazione del pirosfosfato.
Altre molecole giocherebbero ruoli molto importanti nel processo di
mineralizzazione. Tra queste il fosfocitrato (PC), che ¢ il piu potente inibitore
conosciuto della formazione di cristalli di idrossiapatite, appare essere un
substrato naturale per questo enzima. Altre molecole ancora, come gli
aggregati di proteoglicano, sembrano essere inibitori in grado di influenzare
sia la velocita che le dimensioni del processo di mineralizzazione.

1.2.4 Regolazione del rimodellamento

11 rimodellamento osseo ¢ un processo complesso che coinvolge numerose
funzioni cellulari volte a coordinare il processo di riassorbimento e formazione
del nuovo osso [Manolagas & Jilka, 1995].

Il rnimodellamento € regolato da fattori sistemici (ormoni polipeptidici,
steroidei ed altri, (Figura 26) e da fattori locali (Figura 27), che agiscono sulle
cellule della linea osteoblastica ed osteoclastica influendo sulla:

- replicazione di cellule indifferenziate;

- sul reclutamento delle cellule;

- sul differenziamento funzionale delle cellule.

Il risultato finale del rimodellamento ¢ la formazione della matrice ossea
mineralizzata, il cui principale componente organico € il collagene. La
regolazione del metabolismo osseo da parte degli ormoni ¢ stata studiata
estensivamente, ma ora sembra chiaro che fattori locali, non sistemici,
giochino un ruolo diretto ed importante nel rimodellamento osseo. I fattori di
crescita sono polipeptidi che aumentano la replicazione cellulare, sebbene essi
influenzino anche il differenziamento funzionale delle cellule. Questi fattori
hanno effetto su cellule della stessa classe (fattori autocrini) o su altre cellule
del tessuto scheletrico (fattori paracrini) (Figura 28). Le prostaglandine sono
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Figura 26: Regolazione della formazione e del riassorbimento osseo ad opera degli
ormoni. (1,25(0OH),D5: 1,25-diidrossivitamina D;; PTH: ormone paratiroideo; T3:
L-tritodotironina).
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Figura 27: Regolazione della formazione e del riassorbimento osseo ad opera di fattori
di crescita e di citochine. (FGF’s: fibroblast growth factosr, PDGF: platelet-derived
growth factor, TGFP: transforming growth factor B; IGF: insulin-like growth factor;
Bom: B microglobulina; 1L interleuchina, TNF: tumor necrosis factor, CSF: colony
stimulating factor; PgE2: prostaglandina E2).
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attualmente gli unici regolatori locali di rimodellamento osseo noti che non
abbiano una struttura polipeptidica. L'esistenza di fattori locali non ¢ specifica
del sistema scheletrico, poiché anche altri tessuti sintetizzano e sono
influenzati da fattori di crescita locali. La specificita tissutale di un dato fattore
puo essere determinata dalle sue interazioni con ormoni e altri fattori locali.
Imizialmente, 1 fattori di crescita erano considerati regolatori sistemici del
metabolismo scheletrico e non scheletrico, ma attualmente si ritiene che essi
agiscano principalmente a livello locale [Canalis, 1983a; Canalis et al. 1988b].
Gli ormoni possono agire sulle cellule dello scheletro sia direttamente che
indirettamente, modulando la sintesi o gli effetti di un fattore locale, che a sua
volta stimola o inibisce la formazione o il riassorbimento osseo. La funzione
dei fattori locali non & stata ancora interamente chiarita; ¢ probabile che
mentre gli ormoni forniscano un ambiente non specifico atto a mantenere la
normale funzione tissutale, 1 fattori locali determinino la regolazione precisa
della crescita tissutale. Questi fattori possono giocare un ruolo critico nel
processo di accoppiamento “formazione-riassorbimento osseo” € in processi
sia patologici che fisiologici. I rimodellamento osseo € regolato da ormoni
polipeptidici, steroidei e tiroidei e da fattori locali, come mostrato nella
Tabella 5).

In sintesi, il riassorbimento osseo € un processo complesso regolato da
fatton sistemici (ormoni) e da fattori locali. Gli ormoni regolano la sintesi e gh
effetti dex fatton locali, che hanmo un’azione diretta sul metabolismo cellulare,
e modificano la replicazione o il differenziamento funzionale degli osteoblasti
o degli osteoclasti. E possibile che il ruolo degli ormoni sia quello di fornire
specificita tissutale ad un dato fattore di crescita, poiché la maggior parte di
questi fattori sono sintetizzati da una varieta di sistemi scheletrici e non
scheletrici. L’esatto ruolo fisiologico dei fattori associati all’osso non ¢ certo:
alcuni possono giocare una funzione piu significativa nella guarigione da ferite
e fratture e in altri processi patologici, piuttosto che in normali eventi
fisiologici.
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Figura 28: Attivita autocrina e paracrina dei fattori di crescita. Gli osteoblasti
sintetizzano fattori di crescita in grado sia di influenzare la loro attivita (azione
autocrina), che di stimolare il reclutamento e la proliferazione dei preosteoblasti
(azione paracrina). Questi fattori in parte restano inglobati nella matrice mineralizzata
e vengono liberati dagli osteoclasti: in questo caso 1’azione autocrina e paracrina sono
ritardate.
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Tabella 5: Regolatori sistemici e locali del rimodellamento osseo.

Ormoni
1. Ormoni polipeptidici
Ormone paratiroideo (PTH)
Calcitonina (CT)
Insulina
Ormone della crescita (GH)
2. Ormoni steroidei
1,25-diidrossi-vitamina D3 [1,25(0OH),D3]
Glucocorticoidi
Ormoni sessuali
3. Ormoni tiroidei
Fattori locali
1. Sintetizzati (o presumibilmente sintetizzati) da cellule ossee
Insulin-like growth factor-1 (IGF-I)
BoMicroglobulina (B> m)
Transforming growth factor-f§ (TGF-)
Fibroblast growth factor (FGF)
Platelet-derived growth factor (PDGF)
2. Sintetizzati da tessuti relazionati all'osso
Derivati dalla cartilagine
IGF-I, FGF basico, TGF-
Derivati dalle cellule del sangue
Interleuchina-1 (IL-1)
Tumor necrosis factor (TNF)
3. Altri fattori
Prostaglandine

Proteine di legame
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Regolazione sistemica del rimodellamento osseo

Ormoni calciotropi

Gl ormoni calciotropi sono deputati al mantenimento dell’omeostasi
calcemica. Gli organi bersaglio di questi ormoni sono il tratto gastrointestinale,
il rene e lo scheletro (Figura 29).

Paratormone

I1 PTH ¢ un ormone polipeptidico ad azione ipercalcemizzante il cui effetto
si esplica in modo diretto sull’osso e sul rene, e in modo indiretto
sull’intestino, influenzando la sintesi del metabolita attivo della vitamina D,
(1,25(OH),-colecalciferolo). Come gia detto parlando degli osteoclasti, il suo
effetto sul riassorbimento osseo non & diretto, poiché 1’osteoclasta non
possiede recettori per il PTH; per osservare questa azione ¢ necessaria la
presenza di osteoblasti o di fattori derivati dagli osteoblasti. I PTH ha effetti
complessi sulla formazione ossea; mentre in vitro esso inibisce la sintesi
osteoblastica di collagene, in vivo esso stimola la formazione ossea. Il
meccanismo della risposta anabolica é incerto. Esso pud essere mediato da
altri ormoni o puo essere secondario alla stimolazione della replicazione delle
cellule ossee, che potrebbe risultare in un aumento del numero di cellule
sintetizzanti matrice. E possibile che I’effetto mitogenico del PTH sia mediato
da fattori locali, poiché esso aumenta il legame del TGF-B al suo recettore
osteoblastico e la sintesi di IGF da parte delle cellule ossee. Possibilmente
queste interazioni sono importanti nell’accoppiamento formazione-
riassorbimento osseo [Parfitt, 1978].

Il PTH viene secreto dalle ghiandole paratiroidi in risposta alla diminuzione
del tasso di calcio ionizzato presente nel siero, realizzando un processo di
controllo della calcemia per feedback negativo. Ogni diminuzione della
calcemia, come per esempio pud accadere in conseguenza a diete povere di
calcio, & contrastata da un aumento della concentrazione in circolo di PTH.
L’aumento del PTH in circolo ha come conseguenza: 1) ’incremento del
riassorbimento osseo, con immediata mobilizzazione del calcio dall’osso al
sangue; 2) l’aumento del riassorbimento di calcio e 1'inibizione del
riassorbimento di fosfato dal filtrato glomerulare; 3) la stimolazione della
sintesi renale di 1,25 diidrossi-vitamina D, aumentando percio 1’assorbimento
di calcio a livello intestinale. Tuttavia, il meccanismo di aumento rapido della
calcemia, per contrastare l’ipocalcemia, sembra derivare prima di tutto e
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soprattutto dal riassorbimento osseo € solo successivamente, ed in minore
misura, dal riassorbimento tubulare renale [Talmage & Elliott, 1958]. 1l
mantenimento del bilancio calcico, invece, & probabilmente dovuto all’effetto
dell’ormone sulla sintesi dell’1,25(0H), colecalciferolo, quindi sull’efficienza
dell’assorbimento del calcio a livello intestinale.

L’effetto del paratormone sull’osso ¢ duplice: esso induce una sostituzione
del calcio sull’osso, tramite lo scambio del calcio tra il compartimento osseo
ed il sangue, ed un aumento della velocita di rimodellamento osseo. Il primo
effetto ¢ osservabile nell’animale da esperimento gia 30-60 minuti dopo la
somministrazione dell’ormone, mentre il secondo ¢ osservabile dopo ore dalla
sua somministrazione Quest’ultimo ha effetti piu persistenti nel tempo e si
accompagna ad un incremento del numero di osteoclasti. Gli osteoclasti sono
privi di recettori per il PTH e la sua azione ¢ mediata dagli osteoblasti, che
invece lo possiedono, tramite le citochine (Figura 29) [McSheehy &
Chambers, 1986]. L’effetto del PTH a livello cellulare, dopo 1’avvenuta
interazione con il suo recettore, ¢ la stimolazione dell’adenilato ciclasi e della
fosfolipasi C, con conseguente aumento del cAMP e dei prodoth del
metabolismo del polifosfoinositolo, che sono dei messaggeri intracellulari
[Meltzer et al., 1982; Bringhurst et al., 1989].

Vitamina D

La vitamina D ¢ un derivato del 7-deidrocolesterolo (I’immediato
precursore del colesterolo) che, avendo funzioni ormonali, deve essere
considerata non una vitamina, bensi un ormone.

Quando la cute ¢ esposta alla luce solare, o a certe fonti di luce artificiale, le
radiazioni ultraviolette penetrano nell’epidermide e causano una serie di
eventi, tra 1 quali la trasformazione del 7-deidrocolesterolo in vitamina Ds.
Una volta sintetizzata, la vitamina D; viene traslocata dall’epidermide al
circolo tramite una proteina di legame che successivamente la veicola al
fegato. Nel fegato la vitamina D; & metabolizzata a 25-idrossi-vitamina Ds
(25(OH)D5), ad opera di enzimi mitocondriali e microsomiali che vengono
regolati con feeback negativo dal prodotto della reazione. Tale regolazione non
¢ molto precisa: infatti un aumento della produzione endogena di vitamina D o
una sua elevata assunzione con la dieta, aumenta il tasso di 25(OH)D; nel
siero. Una volta sintetizzata, questa molecola si lega con legame ad alta
affinita ad una specifica proteina di legame prodotta dal fegato che Ia veicola
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nel sangue fino al rene, ove verra ulteriormente idrossilata in posizione 1. La
25(OH)D;3-1-a-idrossilasi renale, localizzata nel mitocondrio, ¢ attivata dal
PTH che a sua volta viene secreto in circolo in risposta ad una diminuzione del
tasso ematico di calcio. Dunque, la velocita di conversione del 25(OH)D;5 in
1,25(0OH),D; ¢ regolata dalla calcemia. I meccanismo di attivazione
dell’idrossilasi renale non & noto, anche se si rileva una correlazione tra
produzione di 1,25(OH),D; ed effetto del PTH nel diminuire la
concentrazione ematica di fosfato. L’1,25(OH),D;, inoltre, diminuisce
I’attivita della 25(OH)D;-1-a-idrossilasi renale ed aumenta la sintesi di
24,25(0OH),D;.

I1 24,25(0OH),D; ¢ un metabolita del 25(OH)D;, circolante nel siero a
concenfrazioni 1-10 nM (contro le 12-200 nM del 25(OH)D;) [Norman et al.,
1982]. Esso pu6 essere substrato dell’ 1-a-idrossilasi renale che lo converte in
un altro metabolita tri-idrossilato 1’1,24,25,(OH);D;. Il ruolo esatto di questi
metabolitt non ¢ completamente chiarito, anche se alcune evidenze
sperimentali inducono a pensare che 1’idrossilazione in posizione 24 porti
all’inattivazione della molecola. Sono stati identificati piu di 20 metaboliti,
tutti derivati dal 25(OH)D; e dall’1,25(OH),D5, gran parte dei quali sembrano
essere prodotti di degradazione delle molecole da cui derivano [Henry &
Norman, 1984].

L’1,25(0OH),D5, prodotto dal rene e dalla placenta, trasportato nel sangue
legato ad una specifica proteina di legame, appare essere 1'unico metabolita
attivo della vitamina D5. A livello cellulare esso interagisce con uno specifico
recettore nucleare; il complesso ormone-recettore che si forma, attiva la
trascrizione del gene che induce nella cellula del duodeno la sintesi di una
proteina intracellulare legante il calcio [Leathers et al., 1990] e, nell’osso, la
sintesi di osteocalcina, un peptide che viene sintetizzato esclusivamente
dall’osteoblasta, indicando che 1’'1,25(OH),D5 ha effetti stimolatori diretti su
questa cellula. Sebbene si sia postulato che I’osteocalcina sia importante per il
reclutamento degli osteoclasti e per la formazione ossea, il suo esatto ruolo nel
rimodellamento osseo non ¢ ancora noto. Percio, il significato fisiologico della
regolazione dell’osteocalcina da parte dell’1,25(OH),D; resta ancora incerto
[DeLuca, 1980; Lian et al., 1985].

L’effetto a livello dell’intestino tenue & di stimolare il trasporto di calcio e
fosfato dal lume intestinale al circolo, mentre quello a livello osseo appare piu
complesso. L’azione dell’1,25(OH),D; sul riassorbimento osseo ¢ sinergica
con quella del PTH e la sua azione sull’osteoclasta maturo & indiretta in

70



quanto questi non esprime il recettore per I’ormone (Figura 29). L’azione
dell’1,25(0OH),D5 sull’osso (come quella del PTH) ¢ dovuta all’aumento del
numero degli osteoclasti maturi. Esso infatti, interagendo con gli osteoblasts,
induce la sintesi e la liberazione di citochine che stimolano la differenziazione
dei preosteoclasti in osteoclasti (Figura 29). Dati piuttosto recenti
suggerirebbero anche la presenza di un meccanismo diretto, indipendente dagli
osteoblasti, in quanto ¢ stata rilevata la presenza di recettori per
I’'1,25(OH),D; e per il PTH sui preosteoclasti [Amano et al., 1992]. Sugli
osteoblasti, invece, I’ormone avrebbe un effetto di modulazione del loro
differenziamento e della loro attivita sintetica.

L’influenza dell’ormone sulla clearance renale del calcio e dei fosfati non ¢
molto chiara, mentre assume sempre maggiore importanza la rilevazione che
recettori per 1'1,25(OH),D; sono presenti anche in tessuti ed organi diversi
dagli organi bersaglio sopra ricordati. L elenco di questi ¢ piuttosto numeroso
e comprende cute, mammella, ghiandola pituitaria, paratiroidi, cellule B delle
isole pancreatiche, gonadi, cervello, muscolo scheletrico, monociti circolanti, e
linfociti B e T attivati [Norman et al., 1982; Manolagas et al., 1989; Reichel et
al,, 1990; Walters, 1992]. Sebbene il ruolo fisiologico dell’ormone sulle
cellule di questi organi e tessuti non sia chiaro, appare probabile che sia legato
sia al differenziamento cellulare che all’immunoregolazione. A prova di cio,
esistono dati sperimentali su colture cellulari che dimostrano la sua capacita
sia di inibire la proliferazione di cheratinociti e fibroblasti umani, che di
stimolare il differenziamento finale dei cheratinociti, che di indurre i monociti
a produrre interleuchina-1 e a differenziarsi in macrofagi e cellule simil-
osteoclastiche. Inoltre esso ¢ in grado di mibire la produzione sia di
interleuchina-2 da parte dei linfociti T, che di immunoglobuline da parte dei
linfociti B [Manolagas, 1989]. E interessante, inoltre, I’osservazione che
numerose linee cellulari tumorali, comprese cellule di carcinoma della
mammella e di melanoma, posseggono il recettore per 1’1, 25(OH),D;. A
queste osservazioni si pongono, di contro, quelle di pazienti con rachitismo
vitamina D; dipendente, che non presentano difetti nella risposta cellulare
immune, cosi come quelle legate a patologie di tessuti ad elevato ricambio
cellulare, come la cute, che non appaiono influenzati dalla carenza di questo
ormone [Reichel et al., 1989].
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Calcitonina

La calcitonina € un polipeptide di 32 amminoacidi, prodotto dalle cellule ¢
della tiroide, che agisce come antagonista fisiologico del PTH. Essa esercita
un potente effetto ipocalcemizzante che si esplica sull’osso e sul rene, tramite
I’inibizione del riassorbimento osseo e I’incremento della clearance renale del
calcio (Figura 29). La maggior parte delle sue azioni si osservano ad alte dosi,
perci0 questo peptide pud essere piu importante dal punto di vista
farmacologico che fisiologico. Sull’osso provoca, entro pochi minuti dalla sua
somministrazione, una contrazione della membrana plasmatica
dell’osteoclasta, che induce una cessazione dell’attivita riassorbitiva [Deftos &
Glowacki, 1984; Moonga et al., 1992]. Questo effetto, che si accompagna ad
una elevazione del cAMP e del calcio citoplasmatico, ¢ transitorio € cessa
dopo circa 48-72 ore [Deftos, 1983; Deftos, 1987; Deftos, 1991; Moonga et
al., 1992]. La secrezione della calcitonina ¢ sotto il controllo del tasso ematico
di calcio: quando questo si eleva o si riduce, il livello di calcitonina
parallelamente si eleva o si riduce. Una volta secreta, rimane in circolo per
pochi minuti e viene metabolizzata dal fegato e dal rene [Deftos, 1983].

La sua struttura primaria € stata determinata in diverse specie e presenta una
notevole variabilita nella sequenza amminoacidica, che si collega a una diversa
potenza nell’effetto ipocalcemizzante [Deftos, 1983]. La calcitonina di
salmone, per esempio, ¢ da 25 a 100 volte piu potente di quella umana nel
diminuire la calcemia e ci0 sembra essere correlato al numero di residui di
amminoacidi basici presenti nella molecola.

La calcitonina, che & codificata da due geni o e B, localizzati sul
cromosoma 11, viene sintetizzata come precursore, quattro volte piu grande
della molecola finale. La trascrizione del gene B, avviene solo nel cervello e
porta alla sintesi di una molecola con effetti sull’apparato cardiovascolare e sul
sistema nervoso centrale [Fisher & Born, 1987a].

Insulina

L’insulina ¢ un polipeptide di peso molecolare 6°000, sintetizzato dalle
cellule B del pancreas. Essa regola il riassorbimento osseo, ma causa una
marcata stimolazione della sintesi della matrice ossea ¢ della formazione della
cartilagine, essendo perci0 tra gli ormoni pia importanti nel modulare la
normale crescita scheletrica. Inoltre, I’insulina & necessaria per la normale
mineralizzazione ossea: individui ed animali con diabete mellito non trattato
hanno una crescita scheletrica e una mineralizzazione inferiori al normale.
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L’insulina ha effett1 stimolatori diretti sul tessuto scheletrico, ma essa aumenta
anche la produzione di IGF-I da parte del fegato; percio alcuni dei suoi effetti
in vivo potrebbero essere mediati dall’IGF-I. L’insulina stimola la sintesi della
matrice ossea, ma a concentrazioni fisiologiche non altera la replicazione delle
cellule ossee. Percio, I’aumentata sintesi di matrice ¢ dovuta alle azioni sul
differenziamento dell’osteoblasta piuttosto che a un aumento nel numero di
cellule producenti collagene. Le azioni dell’insulina e dell’IGF-I sono in
qualche modo diverse poiché, oltre agli effetti sul differenziamento della
funzione osteoblastica, I’'IGF aumenta il numero delle cellule che sintetizzano
matrice ossea [Canalis, 1980].

Ormone della crescita (GH)

Il GH, un polipeptide ipofisario di peso molecolare 21'000, non possiede
effetti diretti né sul riassorbimento né sulla formazione ossea. Comunque, il
GH potrebbe stimolare la sintesi di IGF-I da parte delle cellule scheletriche e
questo fattore locale ¢ un importante regolatore della formazione ossea
[Canalis, 1980].

Ormoni tiroidei

Gli ormoni tiroidei sono necessari per una crescita e uno sviluppo regolare,
visto che agiscono in parte sulla formazione della cartilagine, in congiunzione
con I'IGF-I. In contrasto con questo importante ruclo sulla cartilagine e sulla
crescita, gli ormoni tiroidei non stimolano la sintesi di matrice ossea o la
replicazione delle cellule ossee. Essi, comunque, stimolano il riassorbimento
0sseo, € questo sembra responsabile dell’ipercalcemia che si osserva
nell’iperparatiroidismo. Inoltre, dati clinico-epidemiologici dimostrano una
maggiore incidenza di osteoporosi nell’ipertiroidismo [Mundy et al., 1976].

Glucocorticoidi

I glucocorticoidi sono ormoni steroidei con marcati effetti sul metabolismo
del tessuto osseo e del minerale. /n vivo, ma non in vitro, i glucocorticoidi
stimolano il riassorbimento osseo, indicando che il meccanismo ¢ indiretto, €
probabilmente dovuto a una diminuzione dell’assorbimento di calcio e ad un
conseguente aumento di PTH [Hahn et al., 1981]. Le azioni dei glucocorticoidi
sulla formazione ossea sono complesse. Dopo breve trattamento a
concentrazioni fisiologiche, essi stimolano la sintesi di collagene osseo,
possibilmente aumentando il legame dell’IGF al suo recettore. In contrasto, il
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loro effetto a lungo termine sulla sintesi del collagene osseo ¢ imibitorio in
virtt di una notevole diminuzione della replicazione cellulare dei
preosteoblasti. Questo risulta in una marcata diminuzione degli osteoblasti
disponibili a sintetizzare matrice ossea, ed ¢ la probabile causa
dell’“osteoporosi da glucocorticoidi”, che rappresenta la forma piu frequente
di osteoporosi secondaria [Raisz et al., 1972; Canalis, 1983b; Raisz & Kream,
1983a; Raisz & Kream, 1983b].

Estrogeni

Di particolare rilevanza per il tessuto osseo ¢ il ruolo svolto dagli estrogeni.
Gia nel 1940, Albright evidenzid una relazione tra la diminuzione del tasso di
estrogeni, come avviene nella menopausa fisiologica o chirurgica, ¢ la
diminuzione della massa scheletrica, accompagnata da segni di osteoporosi
[Albright et al., 1941]. In diversi studi ¢ infatti riportato che la carenza di
estrogeni & seguita da un aumento della velocita di turnover osseo in cui
risultano predominare i processi di riassorbimento su quelli di formazione, con
conseguente perdita di tessuto osseo. Se, infatti, nell’'uomo e nella donna a
partire dalla quarta decade di vita, la perdita ossea che normalmente avviene ¢
stimata nell’ordine dello 0.5-1% annuo, nei primi 5-10 anni dalla menopausa
la perdita ossea, specialmente nell’osso trabecolare, ¢ stimabile nel 3-6%
annuo [Oftt, 1991].

E stata postulata un’azione diretta degli estrogeni sul tessuto osseo in
seguito al ritrovamento di recettori per questi ormoni in cellule osteoblasta-
simili umane [Eriksen et al., 1988; Komm et al., 1988]. In seguito al legame
con il loro recettore, gli estrogeni modulerebbero i processi di formazione e
riassorbimento osseo, stimolando la prima ed inibendo il secondo. Cio
avverrebbe mediante 1'induzione della sintesi e della liberazione di fattori
locali che stimolano 1’attivita osteoblastica, come 1’IGF [Caputo et al., 1976;
Emst et al., 1989], e I’inibizione della sintesi e della liberazione di fattori che
promuovono il riassorbimento osseo [Feyen & Raisz, 1987; Girasole et al.,
1992; Most et al., 1995]. Pacifici e coautori [Pacifici et al., 1991] hanno
recentemente riportato che nella donna, dopo ovariectomia, si ha un’aumentata
produzione di IL-18, TNF-o. e granulocyte/monocyte-colony-stymulating
factor (GM-CSF) (fattori che stimolano il riassorbimento osseo) da parte di
colture ex vivo di monociti di sangue periferico, che viene prevenuta dalla
somministrazione di estrogeni. Inoltre Tabibzadeh e coautori [Tabibzadeh et
al., 1989] hanno riportato che il 17B-estradiolo inibisce la produzione di IL-6

75



da parte di cellule stromali murine, linee cellulari murine e di ratto, cellule
ossee umane non trasformate e colture primarie di cellule ossee da calvaria di
topo [Girasole et al., 1990]. E stato anche visto che quando colture cellulari
primarie di calvaria murino sono prima trattate con estradiolo, e poi 1’ormone
viene tolto, si ha un significativo aumento nella produzione di IL-6 in risposta
ad una successiva esposizione delle colture all’IL-1 e al PTH. Inoltre, in
cellule di calvaria, I’estradiolo (cosi come un anticorpo neutralizzante anti-IL-
6) sopprime lo sviluppo osteoclastico stimolato dal TNF, mentre 1'IL-6
esogena promuove lo sviluppo osteoclastico in queste cellule [Passeri et al.
1991]. Infine, € stato dimostrato che, nel topo, la perdita ossea indotta
dall’ovariectomia ¢ associata con un aumentato sviluppo osteoclastico ed ¢
prevenuta dalla terapia sostitutiva con estrogeni, esattamente come ci si
aspetterebbe se gli estrogeni regolassero la formazione dei progenitori degli
osteoclasti [Girasole et al., 1991]. Queste ultime scoperte confermano simih
osservazioni fatte da Kalu [Kalu et al., 1990].

La caratteristica dei cambiamenti scheletrici che risultano dopo 1la
menopausa ¢ uno sbilanciamento del riassorbimento osseo rispetto alla
formazione ossea, risultante in una riduzione della massa scheletrica [Riggs &
Melton, 1986]. Considerando questo e il fatto che la terapia sostitutiva con
estrogeni riduce D’attivitd osteoclastica, senza un effetto immediato sulla
velocita di formazione ossea [Riggs et al., 1969], ¢ ragionevole aspettarsi che
gl effetti degli estrogeni sull’osso debbano essere esercitati essenzialmente
sulla fase di riassorbimento.

La dimostrazione dell’inibizione di produzione di IL-6 da parte degli
estrogeni in cellule della linea osteoblastica potrebbe spiegare il ruolo
protettivo degli steroidi sessuali nell’osteoporosi. Ciog, le cellule del midollo
osseo ¢ le cellule della linea osteoblastica producono citochine che agiscono
nel microambiente osseo in maniera paracrina, per regolare la formazione
osteoclastica. La produzione e/o 1’azione di queste citochine ¢ sotto il
controllo inibitorio degli estrogeni: percid, la perdita ossea associata alla
carenza di estrogeni ¢ dovuta, almeno in parte, alla mancanza di questi effetti
inibitori [Jilka et al.,, 1992; Manolagas & Jilka, 1992]. Questa ipotesi & in
accordo con il fatto che i cambiamenti osteoporotici avvengono innanzitutto
nei siti dove I’osso viene in contatto con il midollo osseo [Frost, 1973; Frost
1981, Michalsky et al., 1993; Moro et al., 1995]. Data 1’evidenza che
Ieterogeneita dei macrofagi ¢ generata da un meccanismo di sviluppo
controllato da fattori prodotti nel midollo [Witsell & Schook, 1991], questa
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ipotesi pud anche fornire una spiegazione meccanicistica dell’aumentata
produzione di citochine da parte dei monociti nelle donne ovariectomizzate
[Pacifici et al., 1991].

L’azione degli estrogeni sull’osso potrebbe anche essere indiretta, tramite la
modulazione della sintesi e della liberazione degli ormoni calciotropi,
specialmente calcitonina e 1,25-diidrossi-colecalciferolo.

Androgeni

Recettori per gli androgeni sono presenti sugli osteoblasti [Colvard et al.,
1989; Orwoll et al., 1991]. Le affinita di legame sono comparabili con quelle
dei recettori per gli androgeni presenti nei tipici tessuti bersaglio come la
prostata, ma le concentrazioni sono molto piu basse.

Le cellule osteoblasta-simili sono in grado di aromatizzare gli androgeni in
estrogeni [Purohit et al., 1992; Tanaka et al., 1993]. Gli osteoblasti umani
esprimono anche un’attivitd Sa-reduttasica [Bruch et al, 1992], che ¢ stata
ritrovata anche in ossa di ratto frantumate [Vittek et al., 1974]. Percio, gh
androgeni potrebbero influenzare 1’omeostasi scheletrica sia direttamente
(come testosterone o Sa-diidrotestosterone, tramite il recettore androgenico)
che indirettamente (dopo aromatizzazione attraverso il recettore estrogenico).

Gli androgeni stimolano la proliferazione e il differenziamento degli
osteoblasti e di cellule osteoblasta-simili [Kasper et al., 1989; Weisman et al.,
1993]. Comunque, la biologia molecolare di questi effetti degli androgeni sugli
osteoblasti rimane largamente sconosciuta. Gli effetti degli androgeni sulle
cellule ossee potrebbe anche essere sesso-specifica: solo le cellule delle diafisi
ottenute da ratti maschi in crescita, ma non da ratti femmine, rispondono agli
androgeni, quando saggiate in coltura [Weisman et al.,, 1993]. Gli androgeni
potrebbero percio avere effetti diretti sulla proliferazione e sul
differenziamento degli osteoblasti durante la crescita dei maschi. Gli effetti
degli androgeni sul differenziamento osteoblastico potrebbero essere mediati
dal TGF-B [Kasperk et al., 1990; Benz et al., 1991], mentre i loro effetti sulla
proliferazione osteoblastica potrebbero essere mediati da un aumento dei
recettori per I'IGF-II [Kasperk et al., 1990].

Gli androgeni inibiscono il riassorbimento osseo direttamente, attraverso la
diminuzione della produzione di interleuchina-6 da parte degli osteoblasti o
delle cellule del midollo osseo [Girasole et al., 1992; Bellido et al., 1993;
Ryaby et al, 1993], tramite 1’inibizione della produzione di prostaglandina E,
nelle colture tissutali [Pilbeam & Raisz, 1990], attraverso l’inibizione degli
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effetti del PTH sugli osteoblasti [Fukayama & Tashjan, 1989], o tramite
I’inibizione dell’osteoclastogenesi [Bellido et al., 1993; Ryaby et al, 1993]. La
presenza di recettori per gli androgeni nelle cellule stromali di midollo osseo
[Bellido et al., 1993] e nelle cellule multinucleate osteoclasta-simili [Mizuno
et al, 1994], suggerisce che gli androgeni possono inibire il riassorbimento
osseo in maniera diretta. L’evidenza di un effetto diretto degli androgeni sul
riassorbimento osseo €, comunque, ancora preliminare in vitro [Tobias &
Chambres, 1991], in contrasto con chiare evidenze di inibizione del
riassorbimento osseo in vivo. Comunque, in vitro sono stati dimostrati effetti
degli estrogeni sul riassorbimento osseo [Oursler et al., 1991; Jilka et al.,
1992; Oursler et al., 1993). Poiché gli androgeni possono essere trasformati in
estrogeni da aromatasi scheletriche [Vittek et al., 1974; Purohit et al., 1992;
Tanaka et al., 1993], i loro effetti in vivo potrebbero dipendere anche dalla
loro conversione in estrogeni.

Sebbene gli effetti scheletrici della deficienza estrogenica abbiano ricevuto
molta piu attenzione [Kalu et al., 1984, Wronski et al., 1987], anche quelli
dovuti alla carenza di androgeni sono stati studiati a fondo negli animali; a
questo proposito il ratto maschio castrato é certamente il modello animale pi
utilizzato [Wink & Felts, 1980; Schoutens et al., 1984; Giirkan et al., 1986;
Verhaset al., 1986; Wakley et al, 1991; Danielson et al., 1992;
Vanderschueren et al., 1992; Vanderschueren et al., 1993].

La carenza di androgeni induce un temporaneo aumento di rimodellamento
dell’osso trabecolare ed uno sbilanciamento fra riassorbimento e formazione
ossea nei ratti maschi [Wakley et al., 1991; Vanderschueren et al., 1992], che
risulta nella perdita di osso corticale e trabecolare [Schoutens et al., 1984;
Verhas et al., 1986, Wakley et al, 1991; Danielson et al, 1992;
Vanderschueren et al, 1992; Vanderschueren et al, 1993]. La
somministrazione di androgeni previene sia ’aumento iniziale di turnover
osseo che la diminuzione di massa ossea che si osservano durante la deficienza
androgenica, senza concomitanti cambiamenti nella crescita ossea, nelle
concentrazioni di ormoni calciotropi o di IGF-I serico [Wakley et al., 1991;
Vanderschueren et al., 1992]. Nei ratti maschi orchiectomizzati, i1 178-
estradiolo previene la perdita ossea, suggerendo che 1’aromatizzazione degli
androgeni in estrogeni potrebbe essere implicata nel mantenimento scheletrico
[Vanderschueren et al, 1992]. Inoltre, i cambiamenti scheletrici che si
osservano durante la carenza estrogenica nel modello del ratto
ovariectomizzato € nella donna in postmenopausa, sono simili a quelli che si
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hanno nei ratti androgeno-deficienti [Eriksen & Mosekilde, 1990]. Sebbene gli
estrogeni giochino un ruolo significativo nell’omeostasi scheletrica, anche il
5a-diidrotestosterone, un androgeno non aromatizzabile, puo prevenire la
perdita ossea nei ratti castrati [Wakley et al., 1991; Vanderschueren et al.,
1992]. Anche I’assottigliamento corticale del femore, che si verifica durante il
normale invecchiamento del ratto maschio [Danielson et al., 1992;
Vanderschueren et al., 1993], ¢ prevenuto dalla terapia androgenica
[Vanderschueren et al., 1993], suggerendo che la diminuzione di testosterone
serico correlata all’eta, nei ratti maschi vecchi, puo stimolare il riassorbimento
osseo endostale. Oltre che effetti inibitori sul riassorbimento osseo, gli
androgeni hanno anche effetti stimolatori sulla formazione di osso periostale
nei ratti maschi in fase di crescita [Turner at al., 1990].

Nell’uomo, dati a sostegno di un possibile importante ruolo degli androgeni
nel metabolismo del tessuto osseo, si possono ricavare indirettamente,
soprattutto da studi epidemiologici, che evidenziano come situazioni di
ipogonadismo sono invariabilmente accompagnate da una riduzione della
massa ossea [Foresta et al., 1984; Stepan et al., 1989; Vermeulen, 1990;
Vanderschueren & Bouillon, 1995]. Negli uomini con ipogonadismo, la
somministrazione di androgeni pu¢ prevenire la perdita ossea, comunque
sembra difficile correggere completamente la massa ossea in questi pazienti.

Durante la pubertd, gli androgeni stimolano lo sviluppo osseo sia
direttamente che indirettamente [Attie et al., 1990; Kerrigan & Rogal, 1992;
Keenan et al., 1993]. Gl effetti degli androgeni sullo sviluppo scheletrico
hanno anche conseguenze cliniche sull’acquisizione del picco di massa ossea:
una puberta ritardata & stata associata con un diminuito picco di massa ossea
negli uomini [Finkelstein et al., 1992], suggerendo che & necessaria una
secrezione di androgeni temporalmente appropriata per raggiungere un picco
di massa ossea ottimale. Gli effetti stimolatori degli androgeni sulla crescita
scheletrica percid sembrano associati con un aumento del picco di massa
ossea, spiegando perché gli uomini non solo sono piu alti delle donne, ma
hanno anche un maggior picco di massa ossea che, in tarda eta, li protegge
contro 1’osteoporosi. Inoltre, questi effetti degli androgeni sull’acquisizione
del picco di massa ossea spiegano anche perché la terapia sostitutiva con
androgeni, se iniziata dopo la chiusura del piatto di crescita, non corregge
completamente la massa ossea nell’uomo con ipogonadismo [Finkelstein et al.,
1989].
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In conclusione, non ¢ ancora stato chiarito in quale grado le concentrazioni
fisiologiche di androgeni esprimono il loro effetto tramite il recettore
androgenico (con o senza previa Sa-riduzione a Sa-diidrotestosterone) o
tramite quello estrogenico (dopo essere stati aromatizzati). Entrambi 1
meccanismi possono essere attivati dalla somministrazione di ormoni sessuali
in modelli animali. Comunque, nei ratti sottoposti a trattamenti prolungati con
un inibitore dell’aromatasi e negli uomini adulti con recettori estrogenici
difettosi e conseguente resistenza agli estrogeni [Smith et al., 1994], ¢ stata
osservata una ridotta densita ossea, indicando che la maggior parte degli effetti
degli androgeni sul turnover e sulla massa ossea avvengono attraverso il
recettore per gh estrogeni.

Gli androgeni possono anche influenzare I’omeostasi scheletrica nelle
donne, sebbene il loro meccanismo d’azione possa anche in questo caso essere
relazionato alla loro conversione in estrogeni. Nelle donne in postmenopausa,
le concentrazioni seriche di androgeni potrebbero percio avere significativi
effetti protettivi sulla massa ossea.

Regolazione locale del rimodellamento osseo

L’osso ¢ una delle fonti piu ricche di fattori di crescita che si sono
dimostrati importanti per la regolazione della formazione e del riassorbimento
ossei e possibilmente per 1’accoppiamento di questi due processi [Manolagas
& Jilka, 1995]. 1 fattori locali con azioni dirette sul rimodellamento osseo
possono essere sintetizzati dalle cellule ossee o da cellule relazionate all’osso,
come le cellule della cartilagine o del sangue, e possono modificare la
replicazione o il differenziamento cellulare delle cellule della linea
osteoblastica od osteoclastica (Figura 27).

-~ Fattori di crescita sintetizzati dalle cellule ossee

Insulin-like growth factors (IGFs)

Gl insulin-like growth factors (o somatomedine), polipeptidi di peso
molecolare 7°600, sono secreti sotto il controllo dell’ormone della crescita.
Sono stati caratterizzati due IGF: I’IGF-I e I'IGF-II. Essi sono sintetizzati da
numerosi tessuti, compresi ’osso e la cartilagine, ed hanno proprieta
biologiche simili, benché I’IGF-I sia da 4 a 7 volte piu potente dell’IGF-II. In
certe condizioni ’IGF pud agire come agente sistemico; comunque, il suo
effetto locale determina un’azione piu diretta e probabilmente piu significativa
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sulla crescita tissutale. L’analisi biochimica ed istomorfometrica dell’IGF-I ha
dimostrato che esso € in grado di indurre gli osteoblasti a sintetizzare
collagene e matrice e di stimolare la replicazione delle cellule della linea
osteoblastica. L’IGF-I, inoltre, diminuisce la degradazione del collagene osseo.
L’effetto dell’IGF-I sulla sintesi della matrice non sembra, tuttavia, dipendere
tanto dall’aumento del numero delle cellule, quanto dalla sua capacita di
stimolare le funzioni sintetiche e secretorie degli osteoblasti. Appare dunque
evidente che I’IGF-I gioca un ruolo fondamentale nel processo di formazione e
di mantenimento della massa ossea.

La sintesi ed il legame dell’IGF ai suoi recettori cellulari ¢ régolata da
ormoni e da fattori locali, infatti il PTH ed altre molecole che stimolano la
sintesi di cCAMP nelle cellule ossee, sono i maggiori induttori della sintesi di
IGF-1, mentre i glucocorticoidi la inibiscono. Cio spiega I’effetto negativo di
questi ultimi sulla formazione e sul mantenimento della massa ossea, pur non
dimenticando che i glucocorticoidi hanno anche un’influenza negativa
sull’assorbimento del calcio a livello intestinale. Alcuni fattori locali, come ad
esempio la prostaglandina E,, sono in grado di aumentare la sintesi di IGF-I e
il legame dell’IGF-I e II alle cellule ossee. Inoltre la B, microglobulina, un
polipeptide che si trova nel siero e sulla superficie di quasi tutte le cellule di
mammifero, ha un effetto stimolatorio sulla formazione ossea, paragonabile a
quello dell’IGF-I e 1. Questo effetto sembra essere probabilmente
riconducibile all’aumentata forza di legame tra I’IGF e il suo recettore presente
sull’osteoblasta [Canalis et al., 1987].

Le cellule ossee, inoltre, secernono proteine che legano (binding proteins)
I'IGF (IGFBPs). Fino ad oggi sono state identificate 6 IGFBPs chiamate
IGFBPs 1-6, che vengono prodotte tutte, salvo I’IGFBP-1, dalle cellule ossee
non stimolate. Il ruolo preciso delle IGFBPs non & chiaro; esse possono
prolungare il tempo di dimezzamento degli IGF, neutralizzare o aumentare la
loro attivita biologica, o essere coinvolte nel trasporto dell’IGF alla cellula
bersaglio [Binoux et al., 1986; Hock et al., 1988]. La regolazione della sintesi
delle IGFBPs nella cellula ossea ¢ complessa e i dati disponibili fino ad ora
non sono sufficienti per comprendere I’intima funzione di queste proteine.
Alcune IGFBPs vengono controllate dal cAMP, altre dall’IGF-I e Ii,
suggerendo 1’esistenza di un meccanismo locale di feedback atto a prevenire la
sovraesposizione delle cellule ossee all’IGF.
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Transforming growth factor-f (TGF-f)

I transforming growth factors sono polipeptidi in grado di indurre cellule
non neoplastiche, come fibroblasti aderenti su superfici a crescita regolare, a
formare colonie libere in agar molle. Questo processo si considera collegato
alla trasformazione neoplastica, perché le cellule tumorali sono in grado di
formare spontaneamente colonie.

I1 TGF-B ha molte funzioni nella regolazione del metabolismo della cellula
normale. E un polipeptide di peso molecolare 25000 che viene sintetizzato da
molti tessuti, tra i quali anche 1’0sso. Nell’osso sono presenti 3 forme di TGF-
B, che sembrano avere attivita biologiche simili (TGF-$1, TGF-82, TGF-83).
11 TGF-B modula la sintesi di matrice ossea sia aumentando il numero di
cellule in grado di esprimere il fenotipo osteoblastico, che influenzando
direttamente la sintesi di collagene osseo. I TGF-B, inoltre, diminuisce il
riassorbimento osseo [Centrella et al., 1987].

Gli ormoni in grado di indurre riassorbimento osseo, come ad esempio il
PTH, aumentano il rilascio dall’osso di TGF-B attivo, quindi il TGF-B
disponibile potrebbe essere un mezzo per inibire 1’ulteriore riassorbimento ed
iniziare la fase di formazione ossea [Pfeilschifter et al., 1988].

Ci sono molti altri polipeptidi a sequenze amminoacidiche simili al TGF-p.
Questi includono varie proteine morfogenetiche dell’osso o fattori
osteoinduttivi [Wozney et al.,, 1988]. Le proteine morfogenetiche dell’osso
sono potenti induttori ossei, in grado di formare osso normale anche in sedi
ectopiche. La loro scoperta ¢ derivata dall’osservazione che polvere di osso
impiantata sottocute (per esempio nel ventre di un animale), induce la
formazione di un osso normale. Questa osservazione iniziale ha portato alla
scoperta di questi fattori di natura proteica, di grande interesse sia teorico,
perché contribuiscono a chiarire il fenomeno non chiaro dell’ossificazione, che
pratico, in quanto trovano applicazione, seppure a livello sperimentale, nel
trattamento delle fratture e dei tumori primitivi dell’osso, perché inducono la
differenziazione dei preosteoblasti in cellule mature.

Fibroblast growth factor (FGF)

I fibroblast growth factors (FGFs) acidi e basici, o fattori di crescita leganti
’eparina 1 e 2, sono polipeptidi con peso molecolare di circa 17°000 [Burgess
et al., 1985]. 11 fatto che furono purificati dal tessuto nervoso indusse
inizialmente a pensare che fossero prodotti solo nel sistema nervoso centrale,
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ma ben presto si poté dimostrare che i FGFs acidi e basici sono sintetizzati da
molti altri tessuti, sia normali che neoplastici.

I FGFs sono fattori angiogenetici, considerati importanti per la
neovascolarizzazione e per la rimarginazione delle ferite. L’osso contiene
entrambi questi FGFs acidi e basici, che sono in grado di incrementare la
sintesi di matrice stimolando la replicazione degli osteoblasti [Canalis et al.,
1988c]. L’effetto stimolatorio dei FGFs sulla neovascolarizzazione, in
associazione con 1’effetto sulla replicazione degli osteoblasti, suggerisce che
questi fattori sono importanti nel processo di guarigione e di riparazione delle
fratture ossee. Questa considerazione deriva soprattutto dall’osservazione che
essi non sono secreti dalla cellula, ma che il loro rilascio avviene dopo la
lesione o la morte della cellula stessa. E interessante notare, inoltre, che i
FGFs acidi e basici non hanno alcun effetto sul riassorbimento e sulla
degradazione della matrice ossea.

Platelet-derived growth factor (PDGF)

I PDGF ¢ un polipeptde di peso molecolare 30°000, che si ritiene
importante nelle prime fasi di riparazione delle ferite poiché ¢ stato
inizialmente isolato dalle piastrine [Heldin & Westermark, 1987]. Anche i
tessuti normali e neoplastici sintetizzano PDGF, indicando che esso puo agire
come regolatore sistemico o locale della crescita tissutale. II PDGF ¢ un
dimero prodotto da due geni che codificano per due subunita A e B. Il peptide
attivo puo essere in forma AA o BB (omodimero) o in forma AB
(eterodimero). Le isoforme AB e BB predominano nella circolazione
sistemica, mentre il PDGF AA viene secreto dall’osteoblasta normale. Al
contrario, le cellule di osteosarcoma esprimono ambedue i geni € possono
sintetizzare potenzialmente tutte le isoforme di PDGF. I PDGF stimola il
riassorbimento osseo ¢ la replicazione delle cellule ossee [Canalis et al., 1989].
Cio suggerisce la sua importanza, probabilmente in associazione ad altri
fattori, nel processo di rimodellamento e nella riparazione delle fratture. Il
PDGF non influisce sulla sintesi di collagene dell’osteoblasta.

Fattori di crescita sintetizzati da tessuti correlati all’osso

L’osso e la cartilagine sono tessuti strettamente correlati. La cartilagine,
come I’osso, contiene IGF-I, TGF basico e TGF-B. Probabilmente quest
fattori sono importanti nei processi di crescita e di ossificazione encondrale.
Anche fattori derivanti dalle cellule del sangue hanno un’importante funzione
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sul rimodellamento osseo e, visto il contatto del midollo osseo all’osso,
possono agire direttamente sull’0sso. I due fattori ematici studiati in dettaglio
per le loro azioni sul rimodellamento osseo sono !’interleuchina 1 (IL-1) e il
tumor necrosis factor o. (TNF-a). Essi sono importanti nei meccanismi di
ipercalcemia dovuta a tumori, ma il loro ruolo fisiologico potrebbe essere
messo in dubbio poiché essi sono innanzitutto prodotti di cellule mononucleari
“attivate” o macrofagi.

L’IL-1 esiste in due forme: I'IL-1o. e I'IL-1B. Esse hanno una parziale
omologia amminoacidica e simili attivita biologiche. L’IL-1 ha effetti
complessi sul rimodellamento osseo, e stimola il riassorbimento osseo e la
replicazione delle cellule ossee. L’IL-1 sembra rilevante nel meccanismo
dell’ipercalcemia di certi tuamori ematici, inoltre sono stati riportati aumentati
livelli di IL-1 in alcuni casi di osteoporosi [Dewhirst, 1985]. L’IL-1 aumenta la
sintesi di IL-6, che aumenta il riassorbimento osseo probabilmente attraverso il
reclutamento di cellule della linea osteoclastica. La sintesi di IL-6 viene
diminuita dagli estrogeni, e il fenomeno potrebbe spiegare la diminuzione di
riassorbimento osseo osservato dopo la terapia con estrogeni [Jilka et al.,
1992].

11 tumor necrosis factor-a. (TNF-a) o cachetina, ¢ una citochina nota per le
sue azioni citostatiche, citolitiche, e antivirali. Comunque, esso € importante
anche in una varieta di risposte cellulari normali e, in contrasto con le sue
proprieta inibitorie sulla crescita delle cellule tumorali, esso stimola la crescita
di cellule non trasformate. I TNF-a stimola il riassorbimento osseo € la
replicazione delle cellule ossee, e le cellule che si replicano sotto la sua
influenza si differenziano e sintetizzano collagene osseo [Bertolini et al,
1986].

1.3 Funzioni fisiologiche di calcio, fosforo e magnesio

E ormai accertato che la vita sia iniziata in un medium primordiale ricco di
potassio e magnesio e povero di sodio e calcio; si suppone che I’attuale
composizione del liquido intracellulare, anch’esso ricco di potassio e di
magnesio, ma povero di sodio e di calcio, rifletta quella del medium iniziale. I
cambiamenti intervenuti nelle diverse ere geologiche hanno modificato la
composizione del milieu rendendolo ricco soprattutto di sodio e calcio, per cui
nel corso dell’evoluzione, gli organismi hanno dovuto adattarsi alle mutate
condizioni sviluppando dei sistemi di trasporto degli ioni atti a mantenere
I’asimmetria delle concentrazioni dei cationi monovalenti e bivalenti ai due lati
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delle membrane plasmatiche. 11 mantenimento dei rapporti transmembrana
potassio/sodio e magnesio/calcio ¢ di importanza critica nel controllo
dell’eccitazione cellulare ¢ nella regolazione di molti aspetti del metabolismo
intracellulare. In generale, i tessuti piu attivi come i nervi, il fegato e i muscoli
hanno un rapporto potassio/sodio e magnesio/calcio piu alto dei tessuti inattivi,
come la pelle e gli eritrociti. Inoltre, i tessuti piu attivi hanno un contenuto di
fosforo maggiore di quelli inattivi, in accordo con il ruolo svolto dagli esteri
fosforici nel metabolismo energetico cellulare.

Calcio

L’individuo adulto contiene circa 100 grammi di calcio, di cui il 99% si
trova nello scheletro sotto forma di idrossiapatite e solo 1’1% ¢ presente nei
liquidi extracellulari e nei tessuti molli. Circa 1’1% del calcio scheletrico &
scambiabile con i liquidi extracelluari. La concentrazione extracellulare di ioni
calcio (Ca2*) ¢ dell’ordine mM, mentre quella citosolica & circa 1000 volte
inferiore (uM) [Krane, 1970].

I caicio nell’organismo assolve a due importanti ruoli fisiologici. Nell’osso
provvede all’integrita strutturale dello scheletro. Nei liquidi extracellulari e nel
citoplasma la concentrazione di ioni calcio & criticamente importante per
mantenere e controllare numerosi processi biochimici, e la concentrazione di
Ca2* in entrambi i compartimenti viene mantenuta costante.

Nel siero esistono tre frazioni di calcio: il calcio ionizzato (circa 50%),
quello legato a proteme (circa il 40%) e il calcio complessato soprattutto con
citrato e fosfato (circa il 10%) [Marshail, 1976]. Sia 1a frazione complessata
che quella ionizzata sono ultrafiltrabili, per cui circa il 60% del calcio serico
totale ¢ in grado di attraversare le membrane semipermeabili. Circa il 90% del
calcio legato alle protemne €& legato all’albumina. il resto alle globuline.
Alterazioni della concentrazione dell’albumina serica, dunque, influenzano la
misura della concentrazione del calcio serico totale. A pH 7.4, ogni g/dl di
albumina lega 0.8 mg/dl di calcio. Tale semplice relazione puo essere usata per
correggere la concentrazione serica di calcio totale quando l’albumina ¢
ridotta. Il calcio si lega soprattutto ai gruppi carbossilici dell’albumina e
questo legame dipende dal pH del sangue. In condizioni di acidosi quindi,
diminuisce il legame del caicio con le proteine e aumenta il calcio ionizzato,
mentre in condizioni di alcalosi si nota la situazione opposta. Questi
cambiamenti, non essendo il riflesso della variazione del calcio serico totale,
possono venire apprezzati solo dalla misura del calcio ionizzato.
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Solamente il calcio ionizzato € rilevante dal punto di vista fisiologico: esso
infatti ¢ coinvolto nella coagulazione del sangue (il calcio ¢ un cofattore in
questo processo), nel mantenimento del prodotto minerale ionico (necessario
per la mineralizzazione scheletrica), nel contribuire sia alla stabilita delle
plasmamembrane (legandosi ai fosfolipidi del doppio foglietto lipidico) che
alla regolazione della permeabilita allo ione sodio attraverso le membrane
plasmatiche stesse. Per quanto riguarda quest’ultima funzione, una riduzione
del calcio ionizzato aumenta la permeabilita al sodio e induce
un’ipereccitabilita di tutti i tessuti eccitabili, mentre un suo aumento induce
I’effetto opposto.

Il controllo dell’omeostasi calcemica all’interno della cellula (uM) ¢ molto
complesso e la regolazione della sua concentrazione € rigidamente mantenuta
cosi come ¢ mantenuta la concentrazione del calcio nei liquidi extracellulari
(mM) [Borle, 1981; Rasmussen & Rasmussen, 1990]. Il calcio presente nel
citosol & legato ad alcune proteine e ad alcune strutture cellulari. E interessante
notare che circa il 90-99% del calcio intracellulare € presente nei mitocondri e
nei microsomi (soprattutto legato a fosfati organici ed inorganici),' che fungono
da depositi intracellulari dello stesso. 11 calcio puo essere rilasciato da questi
depositi nel citoplasma, dove svolge funzioni di messaggero intracellulare.

La bassa concentrazione di calcio nel citosol ¢ mantenuta da tre sistemi di
trasporto ATP dipendenti: una pompa esterna, localizzata sulla membrana
plasmatica e due pompe interne, localizzate una sulla membrana microsomiale
e l’altra sulla membrana mitocondriale interna. Questi sistemi di trasporto
mantengono la concentrazione intracellulare di calcio compiendo un lavoro
con consumo di energia derivata dall’idrolisi di ATP, poiché pompano il calcio
sia all’esterno della cellula che all’interno degli organelli intracellulari,
deputati alla riserva dello ione, contro gradiente elettrico e di concentrazione.

Lo ione calcio citoplasmatico ¢ il fattore che lega eccitazione e contrazione
nei muscoli scheletrici e in quello cardiaco [Rasmussen & Rasmussen, 1990].
In numerose cellule, inoltre, il calcio funge da secondo messaggero che media
gli effetti di segnali di membrana sul rilascio di prodotti di secrezione (ad es.
neurotrasmettitori, secrezioni esocrine come 1’amilasi, e secrezioni endocrine
come !’insulina e I’aldosterone) [Rasmussen & Rasmussen, 1990]. 1 sistema
che coinvolge il calcio come messaggero, implica un flusso di informazioni
attraverso i sistemi della calmodulina e della chinasi C. In molte cellule,
parecchi punti del sistema del calcio-messaggero e del cAMP sono
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profondamente integrati, per cui la risposta cellulare a un dato stimolo ¢
determinata da un complesso gioco di interazione tra questi due sistemi.

Fosforo

In un individuo adulto ci sono approssimativamente 600 grammi di fosforo
di cu1 ’85% ¢ contenuto nello scheletro e il rimanente 15% nei liquidi
extracellulari, soprattutto sotto forma di ione fosfato e, nei tessuti molli, in
forma esterificata. Gli esteri del fosfato e gli intermedi fosforilati intracellulari,
sono coinvolti in numerosi ed importanti processi biochimici, come quelli
legati alla generazione e al trasferimento di energia. Le concentrazioni intra ed
extracellulan di fosfato (come anione divalente) sono dell’ordine di circa 1 x
104 e 2 x 104 M rispettivamente, ¢ sono mantenute meno rigidamente di
quelle del calcio e del magnesio.

Anche il fosfato inorganico presente nel siero esiste nelle tre frazioni
ionizzata, legata alle proteine e sotto forma di complessi. La quota di fosfato
legata alle proteine rappresenta circa il 10% del totale, mentre circa il 35% ¢
complessata a sodio, calcio e magnesio. Circa il 90% del fosfato inorganico &
quindi ultrafiltrabile. La maggior specie ionica nel siero, a pH 7.4, ¢ presente
come anione bivalente (HPO,2-). 4

All’opposto del calcio, la concentrazione di fosfato serico varia ampiamente
ed ¢ influenzata dall’eta, dal sesso, dalla dieta, dal pH e da diversi ormoni.
Una concentrazione di fosfato serico adegnata ¢& importante per 1l
mantenimento del prodotto ionico che consenta una normaie mineralizzazione.

Il passaggio dello ione fosfato attraverso la membrana plasmatica e la
membrana degli organelli intracellulari procede passivamente ed ¢ influenzata
principalmente dal movimento del calcio, oltre che dal movimento di aitri
cationi. Il contenuto di fosfato nei mitocondri, dove si trova soprattutto sotto
forma di sali di calcio, & elevato. La concentrazione citoplasmatica di ioni
fosfato in forma libera ¢ abbastanza bassa, mentre la porzione maggiore del
fosfato intracellulare & sotto forma di esteri fosforici. Questi esteri fosforici
giocano un gran numero di ruoli criticamente importanti nel metabolismo
cellulare: 1 nucleotidi purinici forniscono la cellula di depositi di energia;
intermedi fosforilati sono implicati nella conservazione e nel trasferimento di
energia; 1 fosfolipidi sono i1 maggiori costituenti delle membrane cellulari e la
fosforilazione delle proteine € un importante mezzo di regolazione della loro
attivita biologica.
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Magnesio

La quantita di magnesio in un individuo adulto ¢ di circa 25 grammi o 2°000
mEq, di cui i 2/3 si trovano nello scheletro ed 1/3 nei tessuti molli. Nell’osso il
magnesio non ¢ parte integrante del cristallo di idrossiapatite ma sembra essere
localizzato sulla superficie del cristallo. Solo una minima parte del magnesio
dell’osso ¢ scambiabile con il magnesio extracellulare.

I magnesio ¢ il piu abbondante catione divalente intracellulare.
Approssimativamente circa il 60% del magnesio all’interno della cellula ¢
presente nel mitocondrio mentre, della frazione contenuta nel citoplasma, solo
circa il 5-10% ¢ presente sotto forma di ione libero. Solo 1’'1% di tutto il
magnesio presente nell’organismo si trova nel compartimento extracellulare,
dove raggiunge una concentrazione di circa 5 x 10+ M, al pari di quella
intracellulare, che viene rigidamente mantenuta in entrambi i compartimenti. 1
sistema di trasporto intracellulare, responsabile della distribuzione asimmetrica
del magnesio nei compartimenti intracellulari, ¢ meno studiato dei
corrispondenti sistemi di trasporto del calcio; appare chiaro tuttavia che il
metabolismo del calcio e del magnesio sono regolati in maniera indipendente.

Circa il 55% del magnesio nel siero ¢ in forma ionizzata, mentre il 30% ¢
legato a proteine e il rimanente 15% si trova sotto forma di complessi. La
frazione legata alle proteine interagisce con i gruppi carbossilici dell’albumina
in maniera analoga a quella del calcio. La frazione ionmizzata ¢ quella
mmportante nei processi fisiologici, come per esempio nel processo di
eccitabilita della membrana plasmatica. La concentrazione extracellulare dello
1one magnesio ¢ strettamente controllata dal rene [Rude & Singer. 1981].

I1 magnesio ¢ un cofattore essenziale di molti enzirm chiave: tra questi, gh
enzimi legati al trasferimento dei gruppi fosfato in tutte le reazioni che
richiedono ATP e gli enzimi coinvolti nella replicazione, trascrizione e
traduzione dell’informazione genetica, esso inoltre & coinvolto nella
regolazione dell’eccitabilita neuromuscolare.

1.4 Regolazione dell’omeostasi minerale ossea

Schematizzando al massimo, la regolazione dell’omeostasi minerale puo
essere ricondotta al controllo dei livelli intra ed extracellulari degli ioni calcio,
magnesio e fosfato, dovuta all’azione integrata di PTH, calcitonina e 1,25-
diidrossi-vitamina D5 su tre organi bersaglio: osso, intestino e rene. Tuttavia,
questo semplice schematismo concettuale riflette solo parzialmente la realta. In
effetts, altri ioni sono implicati nel meccanismo omeostatico di calcio, fosfato

88



e magnesio. Sodio, potassio, cloruri, bicarbonati, solfati e pH, infatti,
influenzano 1’utilizzo cellulare di Ca, P; e Mg. Similmente altri ormoni
(prolattina, ormoni glucocorticoidi, ormone della crescita, insulina, insulin-like
growth factors ed un gran numero di citochine) contribuiscono alla regolazione
dell’omeostasi minerale. Infine, altri tessuti oltre a o0sso, rene e intestino,
contribuiscono all’omeostasi minerale perché anch’essi sono bersaglio degli
ormoni calciotropi.

Il Ca ed il P, passano nel sangue dall’intestino, vengono eliminati dal rene e
sono depositati soprattutto sull’osso. Allo scopo di mantenere 1’equilibrio,
I’assorbimento intestinale di Ca e P; dev’essere controbilanciato dalla loro
escrezione renale. L’assorbimento intestinale dipende dalla dieta e pu6 avere
un’efficienza diversa; la filtrazione glomerulare renale di questi ioni ¢ invece
relativamente costante, cosi che il rene modula I’escrezione di questi ioni
regolando 1’efficienza del riassorbimento tubulare di Ca e P;. L’osso ¢ il piu
importante sistema tampone nel mantenimento della costanza dei livelli
ematici di questi ioni, in quanto da questo tessuto essi vengono rimossi e
depositati. In conclusione, numerosi ormoni agiscono con effetti coordinati su
tessuti diversi, con meccanismi diversi, che assicurano un supplemento di
minerali, che ¢ elevato durante la crescita, costante nella vita adulta e che
diminuisce gradualmente durante il periodo dell’invecchiamento.

Assorbimento intestinale di calcio e fosfato

L’1,25(OH),-vitamina D stimola I’assorbimento mtestinale di Ca e P;. I
pazienti con deficienza di vitamina D o con resistenza alla vitamina D sono
caratterizzati da ipocalcemia ed ipofosfatemia per inadeguato assorbimento
intestinale di Ca e P;. E interessante notare che i siti intestinali pii sensibili
alla 1,25(OH),D; per I’assorbimento del Ca e del P; sono diversi e sono,
rispettivamente, il duodeno per il Ca ed il digiuno per il P;. Similmente,
appaiono diversi 1 sistemi di trasporto di Ca e P;, benché si sappia ancora poco
sul meccanismi molecolari coinvolti in questo processo. Il trasporto intestinale
del Ca, cosi come quello del P;, dipende molto dai livelli di vitamina D,
sebbene per il P; non in maniera cosi marcata come per il Ca. L’assorbimento
del Mg, invece, ¢ poco influenzato dal tasso serico di questo ormone. I
paratormone, viceversa, non influisce direttamente sul trasporto intestinale di
Ca e P, bensi in via indiretta, in quanto aumenta la sintesi renale di
1,25(OH),D;.
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Autoregolazione dell’assorbimento di calcio e fosfato

Il Ca ed il P; si influenzano reciprocamente nell’assorbimento intestinale;
infatti 1 sali di calcio (carbonato o citrato) sono usati in terapia per ridurre
I’assorbimento di fosfati in pazienti con insufficienza renale. Tali pazienti,
infatti, sviluppano una iperfosfatemia perché non sono in grado di eliminare il
P; attraverso il rene. Similmente i fosfati (di potassio o di sodio) sono usati per
ridurre I’assorbimento intestinale di Ca in pazienti con ipercalciuria idiopatica.
Ca e P, agiscono indirettamente nel regolare il loro assorbimento intestinale
controllando 1 livelli circolanti di 1,25(OH),-vitamina Ds. Bassi livelli di Ca
e/o P; ematici stimolano la produzione renale di 1,25(OH),-vitamina Dj, sia
con azione diretta sulla 25(OH)-vitamina D;-1a-idrossilasi, che attraverso un
altro ormone che controlla la sintesi di 1,25(OH),-vitamina D. Per il Ca,
questo ormone ¢ il PTH: bassi livelli di Ca stimolano la produzione di PTH
che a sua volta stimola la produzione di 1,25(OH),D;. Il Mg agisce in questo
senso come il Ca. Bassi livelli di P;, invece, non hanno effetto sul PTH ma
sembrano stimolare la secrezione di un fattore ipofisario che a sua volta
stimola la la-idrossilasi. L’identita di questo fattore non ¢ ancora ben chiarita,
anche se pare trattarsi dell’ormone della crescita che ¢é in grado di stimolare la
sintesi e la liberazione dell’insulin-like growth factor (IGF), il quale stimola la
produzione di 1,25(OH),D;. Appare quindi possibile che pazienti affetn da
tumori dell’ipofisi, o dopo resezione ipofisaria, possano avere sregolata la
produzione di 1,25(OH),D; tramite il meccanismo P; -dipendente.

Regolazione del riassorbimento renale di calcio e fosfato tramite il PTH

Come 1’1,25(0OH),D; ¢ il principale regolatore dell’assorbimento intestinale
di Ca e P, cosi il PTH ¢ il principale regolatore del riassorbimento renale di
questi ioni. I PTH inibisce il riassorbimento renale del P;, sia a livello del
tubulo prossimale che distale, aumentando nel contempo il riassorbimento di
Ca nel tubulo distale. L’effetto di inibizione del PTH sul riassorbimento renale
del P;, esprime la massima azione di controbilanciamento causata dall’aumento
dei valon serici di P;. Di contro, I’effetto ipercalcemizzante del PTH ¢ dovuto
all’effetto sul riassorbimento renale del Ca, all’aumento del riassorbimento
osseo e all’aumentato assorbimento intestinale. Cosi 1’iperparatiroidismo
primitivo ¢ caratterizzato da ipofosfatemia ed ipercalcemia. Questa riduzione
nel P; serico puo contribuire alla capacita del PTH di stimolare la produzione
di 1,25(OH),D; perché, come gia detto, I'ipofosfatemia stimola la la-
idrossilasi renale.
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Autoregolazione dell’escrezione renale di calcio

Benché il PTH aumenti il riassorbimento renale del calcio, I'ipercalciurna ¢
frequente nei pazienti con iperparatiroidismo. La ragione di ci6 ¢ duplice. Con
I’ipercalcemia ¢ aumentato il carico di calcio filtrato e il suo riassorbimento a
livello del tratto ascendente dell’ansa di Henle e nei dotti collettori € inibito.
La capacita del PTH di stimolare il riassorbimento di Ca nel tubulo distale non

riesce a compensare queste diverse azioni dell’ipercalcemia sull’escrezione del
Ca.
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Capitolo 2

IL RATTO COME MODELLO ANIMALE PER LO
STUDIO DEL METABOLISMO DEL TESSUTO OSSEO

Un modello animale per essere accettabile deve rispondere alle seguenti
caratteristiche:

1) convenienza, riferita alla semplicita di utilizzo;

2) rilevanza, riferita alla comparabilita tra il fenomeno studiato nell’animale

e quello nell’uomo;

3) appropriatezza, riferita al complesso di altri fattori che rende una certa

specie piu idonea di altre per studiare un fenomeno particolare.

Considerando questi requisiti, da molti anni si ¢ scelto come modello
animale per lo studio del turnover osseo il ratto ovariectomizzato [Ballanti et
al., 1993]. Infatti, un modello animale di perdita ossea postmenopausale deve
essere un animale vivo, nel quale possano essere studiate perdite di massa
ossea spontanee o indotte da una deficienza di ormone ovarico, € nel quale le
caratteristiche della perdita ossea e le conseguenze riscontrate siano
paragonabili a quelle delle donne in menopausa [Wessler, 1976]. La massa
scheletrica dei ratti rimane quasi stabile per un lungo periodo di tempo della
loro esistenza quindi, per paragonarlo con 1’'uomo, il ratto pu¢ essere
ovariectomizzato per creare in esso una deficienza di ormone ovarico € per
stimolare un’accelerata perdita ossea, come avviene nella donna in seguito alla
menopausa. La perdita ossea indotta dall’ovariectomia nel ratto e la perdita
ossea postmenopausale naturale mostrano caratteristiche molto simili [Kalu,
1991]. Queste includono:

1) una quota accresciuta di turnover osseo, con riassorbimento maggiore

rispetto alla formazione;

2) una fase iniziale rapida di perdita ossea, seguita da una fase molto lenta

di grossa perdita di osso trabecolare rispetto al corticale;

3) un nidotto assorbimento intestinale di calcio;

4) una certa protezione contro la perdita ossea mediante terapia con

estrogeni, tamoxifene, bisfosfonati, ormone paratiroideo, calcitonina ed

esercizio fisico.

Questo elevato numero di corrispondenze permette di considerare il
modello del ratto ovariectomizzato adatto per lo studio dei problemi che
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conseguono alla perdita ossea postmenopausale. E opportuno a questo punto
distinguere 1’osteoporosi dalla perdita ossea postmenopausale. Infatti, mentre
un decremento della massa ossea ¢ un fenomeno comune per una donna nel
periodo postmenopausale, la sindrome osteoporotica, caratterizzata dal
collasso dei corpi vertebrali e dalla facilita di fratture di certe ossa lunghe, non
¢ sempre manifesta [Exton-Smith, 1985]. D’altronde nei ratti pud essere
descritta una perdita ossea dopo I’ovariectomia, ma non sembra che la
deficienza di ormone ovarico possa essere causa di fratture tipiche
dell’ osteoporosi umana. Da ci6 risulta piu corretto considerare il ratto come un
modello di osteopenia piuttosto che di osteoporosi.

Sebbene negli anni ‘60 Larsson utilizzo un modello animale di perdita ossea
in cui dopo I’ovariectomia effettuava la terapia prednisolonica [Larsson, 1968;
Larsson & Vejlens, 1968], quello di Saville viene usualmente riconosciuto
come il primo tentativo di caratterizzare un modello animale di perdita ossea
postmenopausale [Saville, 1969]. Saville castro dei ratti femmina di 21 giomi
di eta, e li sacrifico in gruppi di 6, a intervalli di 2 settimane, per circa 100
giorni. Egli osservo che, rispetto agli animali di controllo, le ossa dei ratti
ovariectomizzati avevano un minor contenuto di calcio per unita di volume.
Questa scoperta ¢ stata ripetutamente confermata [Aitken et al., 1972;
Hodgkinson et al., 1978; Cruess & Hong, 1979; Kalu et al., 1984; Ibbotson et
al., 1989; Kalu et al., 1989; Wronski et al,, 1989; Yamazaki & Yamaguchi, .
1989]. In una recente ricerca bibliografica, su 80 lavori pubblicati dopo
Saville, solo in 4 non si osserva perdita ossea nel ratto ovariectomizzato. Le
ragioni di questo non sono chiare, ma potrebbero essere relazionate ad un
intervallo di tempo insufficiente dopo 1’ovariectomia, alle tecniche usate per
quantificare la perdita ossea, o ad alcune particolarita della dieta, come un alto
contenuto di calcio che diminuisce la sensibilita dei ratti alla perdita ossea
dovuta all’ovariectomia [Hodgkinson et al., 1978].

Per quanto riguarda il periodo di vita da usare nel modello, € noto che 1
ratti, a seconda del ceppo, possono vivere circa tre o quattro anni. In letteratura
risulta che ’etd dei ratti oggetto di studi per la perdita ossea dovuta ad
ovariectomia varia da tre settimane [Saville, 1969] a due anni [Stepan &
Tesarova, 1985; Ibbotson et al., 1989]. L’uso di animali di tre settimane ¢
complicato dall’enorme crescita e rimodellamento scheletrico che avviene in
questo periodo, mentre i ratti di due anni sono troppo vicini all’eta in cu
diventano anovuluatori e hanno un’aumentata incidenza di malattie [Lu et al.,
1979; Yu et al., 1982]. Allo scopo di standardizzare questo parametro, sono
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stati proposti due tipi di modello animale compresi in questo intervallo di vita:
il modello del ratto vecchio e il modello del ratto maturo [Kalu et al., 1989;
Liu & Kalu, 1990].

La motivazione per scegliere un modello di ratto vecchio € duplice [Kalu et
al.,, 1989]: primo, per essere sicuri che il modello sia basato su animali
scheletricamente maturi, poiché la perdita ossea postmenopausale umana inizia
dopo il raggiungimento della maturita scheletrica; secondo, per essere certi che
la perdita ossea indotta dall’ovariectomia non sia complicata da malattie o
perdite ossee dovute specificamente all’invecchiamento. Tenendo presenti
queste considerazioni, ¢ stato caratterizzato 1’andamento della crescita ossea di
rati femmina di ceppo Wistar, come prerequisito per scegliere 1l'eta
appropriata per il modello del ratto vecchio [Kalu et al., 1989]. La lunghezza,
il peso, la densita e il contenuto di calcio del femore aumentano con alta
velocita da 1 a 3 mesi di eta; in seguito, la velocita di crescita ¢ piu graduale.
Da 6 mest di eta in poi, i cambiamenti nella densita e nel contenuto di calcio
del femore sono minimi e, a 12 mesi, tutti i parametri ossei misurati hanno
raggiunto livelli di p/ateau, senza ulteriori cambiamenti significativi fino a 24
mesi di eta. Da queste considerazioni, 24 mesi sono stati scelti come ’eta su
cui basare il modello del ratto vecchio [Kalu et al., 1989], sebbene si possano
utilizzare anche animali di 6 mesi [Kalu et al., 1984]. Percio, il modello del
ratto “vecchio” ¢ chiamato cosi non perché i ratti utilizzati siano vecchi, ma
piuttosto perché le loro caratteristiche scheletriche si sono stabilizzate ad un
livello vicino a quello dei ratti vecchi. Poiché tutte le caratteristiche del femore
del ratto sono praticamente stabili da 6 a 24 mesi di eta, 1’uso di animali di 12
mesi assicura che tutti i cambiamenti a livello scheletrico, osservati dopo
I’ovariectomia, sono dovuti essenzialmente alla deficienza di ormone ovarico,
quindi indipendenti da variazioni legate alla rapida crescita che si nota nei
soggetti giovani, 0 da malattie che si manifestano nell’ultima parte della vita
del ratto [Kalu et al., 1989]. Comunque, nelle metafisi delle ossa lunghe, si
verifica un po' di perdita di osso trabecolare [Wronski et al., 1989], e cio va
tenuto in considerazione quando si utilizza il modello del ratto vecchio. Allo
scopo di accertarsi dell’avvenuta perdita di una quantita significativa di osso,
questi ratti vengono di norma sacrificati parecchi mesi dopo 1’ovariectomia,
anche se una significativa perdita di osso trabecolare ¢ stata osservata nel
femore prossimale gia dopo due mesi [Yamazaki & Yamaguchi, 1989]. I
cambiamenti nei parametri serici non sono significativi nei ratti
ovariectomizzati [Kalu et al., 1989). La perdita ossea nel modello del ratto
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vecchio dipende da almeno due fattori: una diminuzione nell’assorbimento
intestinale di calcio ed un aumentato fournover osseo, con il riassorbimento
che eccede la formazione ossea.

Sebbene questo modello risponda a molte delle caratteristiche ricercate, 1
ratti di quest’eta sono costosi e di scarsa reperibilita, inoltre deve trascorrere
un lungo periodo prima che gli effetti della castrazione diventino manifesti. Al
contrario, nel modello del ratto maturo, i giovani ratti di tre mesi sono
facilmente reperibili, non sono molto costosi e gli effetti dell’ovariectomia si
manifestano sul loro scheletro in un mese o meno con caratteristiche molto
simili al modello precedente [Vogel, 1979; Liu & Kalu, 1990; Frost & Jee,
1992; Kalu et al., 1993b]. Questi attributi rendono conto del largo uso dei ratti
piu giovani per studiare la perdita ossea dovuta alla deficienza di ormone
ovarico. Il termine “maturo” viene utilizzato per enfatizzare che questi ratti
sono sessualmente maturi e capaci di rispondere in maniera appropriata alla
deficienza di ormoni sessuali e alle conseguenze dell’ovariectomia.

Wronski e coautori hanno condotto un’accurata caratterizzazione dei
cambiamenti ossei che si verificano nel modello del ratto maturo di perdita
ossea postmenopausale o da deficienza di ormone ovarico [Wronski et al.,
1989]. 12 ratti di controllo e 12 ratti ovaiectomizzati di 90 giorni di eta sono
stati sacrificati a intervalli periodici lungo un periodo di 18 mesi; 8 ratti sono
stati sacrificati al giomo O per fungere da controlli basali. E stata quindi
analizzata la metafisi della tibia prossimale con tecniche istomorfometriche.
Wronski et al. hanno osservato che, nei controlli, il volume trabecolare osseo
rimaneva relativamente costante (circa 30%) per circa 6 mesi, € poi diminuiva.
In contrasto, gli animali ovariectomizzati mostravano una drammatica perdita
di osso trabecolare nella tibia prossimale. La perdita era progressiva: era
evidente a 2 settimane e inequivocabile ad un mese; a 100 giorm il volume
dell’osso trabecolare si era stabilizzato a circa 5-7%, e dopo 270 giormi il
volume osseo diminuiva lentamente fino a 1-2%. Le superfici degli osteoblasti
e degli osteoclasti e gli indici di formazione ossea (aree marcate con
tetraciclina), erano maggiori nei ratti ovariectomizzati che nei controlli,
specialmente durante i primi 100 giorni seguenti I’ovariectomia. Gli autori
hanno concluso che la perdita di osso trabecolare nella tibia prossimale, nel
modello del ratto maturo, € consistente con uno sbilanciamento dell’equilibrio
riassorbimento-formazione ossea, con il primo che supera il secondo.
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Tutto questo pemette di considerare il ratto come un modello animale dotato
di appropriatezza e rilevanza nello studio della perdita ossea da deficienza di
ormone ovarico. '
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Capitolo 3

SCOPO DELLA RICERCA

I1 complesso fenomeno della mineralizzazione dei tessuti, sia in condizioni
fisiologiche (ossificazione membranosa ed encondrale) che in condizioni
patologiche (calcificazioni metastatiche) ¢ ancora un problema aperto. Anche
se recentemente le conoscenze si sono ampliate, soprattutto per quanto
riguarda il modello di calcificazione encondrale, il meccanismo completo e la
sequenza degli eventi che portano alla formazione delle ossa lunghe non ¢
perfettamente noto. '

Come gia riportato nel Capitolo 1.2.3, il processo di mineralizzazione €
sotto il controllo degli osteoblasti, sia allo stadio iniziale di formazione del
cristallo, che nel momento della sua crescita. La fosfatasi alcalina ¢, come gia
detto, un marker degli osteoblasti e il suo livello cellulare correla con il loro
potenziale di mineralizzazione. Essa svolge un ruolo importante nel processo
di mineralizzazione, la cui velocitd appare dipendere dalla presenza di
molecole di inibitori (come pirofosfato e proteine non collageniche acide), che
in soluzione sembrano modulare la deposizione del minerale sulla matrice
extracellulare. Anche se 1’esatta funzione della fosfatasi alcalina non ¢ stata
ancora completamente chiarita, il fatto che a pH fisiologico sia m grado di
catalizzare I’idrolisi del pirofosfato, porta a supporre che questo enzima possa
regolare la mineralizzazione controilando la concentrazione degli mubitorL
Anche il fosfocitrato, che ¢ il piu potente inibitore conosciuto della formazione
dei cristalli di idrossiapatite [Williams & Sallis, 1979; Reddi et al., 1980; Tew
et al., 1980; Tew et al., 1981], sembra essere un substrato naturale per la
fosfatasi alcalina. ”

Scopo di questa tesi & stato lo studio della mineralizzazione del tessuto
osseo nel modello di calcificazione encondrale. La ricerca pertanto ¢ stata
articolata in 3 progetti:

1) Considerato che il fosfocitrato & il piu potente inibitore della
mineralizzazione ed essendo gia stata evidenziata negli epatociti di ratto la
presenza di un’attivita enzimatica in grado di sintetizzare il composto [Moro
et al, 1990], ¢ sembrato logico procedere con la caratterizzazione
biochimica dell’attivita fosfocitrato sintetasica, determinandone anche la
distribuzione cellulare e tissutale.
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2) Poiché I’osso corticale svolge una funzione meccanica e 1’osso trabecolare
una funzione metabolica, e considerando che funzione e struttura sono 1’una
la conseguenza dell’altra, si & voluto caratterizzare il grado di alcune delle
modificazioni post-traduzionali del collagene di tipo I che, come noto,
costituisce piu del 90% delle proteine della matrice dell’osso e che
determina I’architettura della matrice stessa.

3) Poiché le dimensioni e la forza di tensione delle fibrille di collagene
dipendono da alcune modificazioni post-traduzionali del collagene stesso, €
considerando che ogni alterazione nelle dimensioni e nella forza di tensione
delle fibrille di collagene potrebbe influenzare il sito di nucleazione per la
formazione del minerale [Glimcher, 1976], si & voluto caratterizzare
chimicamente e strutturalmente la fase minerale dei due compartimenti
ossel.
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Capitolo 4

TECNICHE IMPIEGATE

4.1 Cromatografia

Una delle tecniche piu efficaci e largamente usate con fini analitici e
preparativi per la separazione di sostanze da miscele complesse ¢ certamente la
cromatografia. Questa tecnica, descritta per la prima volta nel 1903 da Twsett
per la separazione di una miscela di pigmenti vegetali, per molti anni si ¢
sviluppata essenzialmente su basi empiriche. E del 1938 I'introduzione della
cromatografia su strato sottile (TLC) da parte di Izmailov. Fondamentali studi
teorici sono stati condotti nei primi anni ‘40 da Martin e Synge. La
cromatografia in fase liquida non ha presentato sostanziali innovazioni fino
alla fine degli anni ‘60 quando diversi autori, rifacendosi agli studi classict di
Martin, secondo i quali la riduzione della granulometria della fase stazionaria
avrebbe aumentato I’efficienza della separazione, cercarono di ottimizzare le
condizioni operative. La riduzione della granulometria della fase stazionaria e
lo sforzo di ridurre il piu possibile i volumi morti, hanno tuttavia comportato la
necessita di aumentare la pressione esercitata a monte della colonna. Da qui le
denominazioni “High Pressure Liquid Chromatography” e “High Performance
Liquid Chromatography” (HPLC).

La cromatografia ¢ un metodo chimico-fisico di separazione, basato
sull’equilibrio di ripartizione dei componenti da separare, 1 quali somo
distribuiti tra due fasi: una fissa e 1’altra mobile. La prima ¢ costituita da un
solido o da un liquido opportunamente supportati (fase stazionaria), la seconda
da un fluido che funge da veicolo di trasporto dei componenti da separare e
che percola attraverso la prima (fase mobile). [Wilson & Goulding, 1986]. Le
diverse sostanze contraggono interazioni deboli di diversa energia con I’'una e
I’altra fase; il rapporto di queste interazioni condiziona la velocita di
migrazione nel sistema, realizzando cosi la separazione fisica dei componenti
della miscela.

I metodi cromatografici possono essere classificati in relazione allo stato
fisico della fase mobile. Secondo questo criterio i processi cromatografici
vengono suddivisi in processi in fase liquida (ad esempio cromatografia di
adsorbimento e di ripartizione) e processi in fase gassosa (gascromatografia).
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Cromatografia di adsorbimento

All’interfaccia di alcune coppie di fasi, quali ad esempio la solido-liquido,
puo stabilirsi un gradiente di concentrazione nella fase liquida, le cui molecole
si addensano in prossimita della superficie del solido. Questo fenomeno, detto
adsorbimento, ¢ dovuto ad una particolare azione attrattiva che la fase solida
esercita sulle molecole del liquido, trattenendole con legami chimici secondari.
L’adsorbimento ¢ influenzato da numerosi fattori come la concentrazione e la
temperatura. La temperatura ad esempio, agisce negativamente
sull’adsorbimento in quanto, aumentando I’agitazione, tende a rompere i
legami adsorbente-adsorbito e diminuisce la probabilita che se ne formino di
nuovi. Se I’energia cinetica molecolare non ¢ inferiore ad un certo valore,
I’urto delle molecole liquide con la superficie del solido adsorbente ¢ quasi di
tipo elastico, con relativo rimbalzo e impossibilita di formazione del legame.

Nella cromatografia di adsorbimento la separazione ¢ basata sulla diversa
affinita dei componenti del campione per i gruppi chimici attivi distribuiti sulla
superficie della fase stazionaria. La cromatografia di adsorbimento viene
condotta su una colonna contenente un adsorbente solido opportuno, attraverso
il quale percola una soluzione contenente le sostanze da separare. Le fasi
stazionarie piu usate sono la silice e 1’allumina, entrambe sostanze polari, la
prima con caratteristiche moderatamente acide, la seconda con caratteristiche
basiche. La selettivita dell’adsorbimento ¢ precipuamente legata alla natura dei
gruppi polari presenti nelle molecole adsorbite: cosi i gruppi -COOH, -OH e -
NH,, sono notevolmente adsorbiti, mentre i chetoni, gli esteri e gli idrocarburi,
sono progressivamente meno trattenuti; a parita di gruppi funzionali presenti,
Padsorbimento aumenta con il peso molecolare. La selettivita dipende
notevolmente anche dalla natura dell’adsorbente e dalla sua composizione
granulometrica. Questo fatto conduce, nella tecnica analitica, ad un’accurata
scelta del mezzo piu idoneo da adoperarsi. A causa della polarita delle fasi
stazionarie, le sostanze interagiscono con la fase stazionaria tanto di piu
quanto maggiore ¢ la loro polariti, cioé le separazioni avvengono in fase
diretta.

Cromatografia di ripartizione

Molti processi cromatografici sono governati dalla legge di ripartizione di
Nemst. Quando un soluto si trova a contatto con due solventi diversi, esso,
all’equilibrio, si distribuisce tra i due secondo un rapporto costante (K) che
dipende dalle solubilita nei due solventi:
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= Lx

daove Cx e Cy sono le rispettive concentrazioni del soluto nel solvente x e nel
solvente y [Wilson & Goulding, 1986]. Questo fenomeno risulta selettivo, in
quanto i valori di K, per una data coppia di solventi, variano da sostanza a
sostanza.

La cromatografia di ripartizione puo essere condotta su colonna contenente
un supporto granulare, oppure su carta. Sia il supporto che la carta vengono
impregnati di un liquido adsorbente e costituiscono la fase stazionaria. In
questo metodo le sostanze da separare si distribuiscono, secondo la legge di
ripartizione, tra il solvente della fase mobile ed un film di liquido che riveste la
fase stazionaria, tra loro immiscibili. Questo film di liquido ¢ legato
chimicamente al supporto solido, generalmente di silice, sfruttando la reattivita
dei gruppi silanoli. Le piu comuni fasi stazionarie sono rappresentate da catene
alifatiche di 8-18 atomi di carbonio. Quando, come in questo caso, la fase
stazionaria ¢ apolare, o comunque meno polare della fase mobile, si parla di
separazione in fase inversa; di conseguenza eluiscono prima le sostanze piu
polari, che interagiscono meno con la fase stazionaria. Quando invece alla fase
stazionaria sono legati gruppi ammino-propilici o ciano-propilici, prevalgono
le caratteristiche polari ed eluiscono prima le sostanze meno polari, quindi le
separazioni avvengono in fase diretta.

Cromatografia a scambio ionico

In questo tipo di cromatografia gli analiti sono separati in base alla loro
capacita di spiazzare controioni da gruppi con carica elettrica sulla fase
stazionaria. In pratica possono essere utilizzate come fasi stazionare resine
scambiatrici di anioni o di cationi e, nella fase mobile, soluzioni comtenenti
controioni che, al variare della forza ionica o del pH portano, per competizione
verso le cariche della fase stazionaria, all’eluizione degli analiti.

Le fasi stazionarie scambiatrici di cationi piu usate, sono costituite da resine
con gruppi sulfonici o carbossilici, le scambiatrici di anioni contengono gruppi
ammonici quaternari.

Oltre a cambiamenti nella forza ionica e nel pH, anche I’aggiunta di
modificatori organici alla fase mobile & usata per controllare la ritenzione delle
sostanze da analizzare.
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Cromatografia di coppia ionica

La separazione si basa su un principio non dissimile da quello utilizzato
nella cromatografia a scambio ionico, salvo che la fase stazionaria non
contiene gruppi elettricamente carichi, anzi ¢ una fase apolare. Nell’eluente
sono invece sciolti controioni con carica opposta all’analita
(tetrabutilammonio per analiti acidi; laurilsolfato per analiti basici) che
presentano anche gruppi con notevole affinita per la fase stazionaria apolare.
Gli analiti saranno quindi in equilibrio con il controione e, attraverso questo,
anche con la fase stazionaria.

4.1.1 Cromatografia liquida ad alta risoluzione (HPLC)

La cromatografia liquida ad alta risoluzione (HPLC) viene indicata anche
come cromatografia ad alta pressione.

Dal punto di vista teorico, essa si basa sui principi fisici dell’adsorbimento,
della ripartizione e dello scambio ionico ma, avvalendosi di tecnologie
avanzate, consente di ottenere separazioni impossibili nella tradizionale
cromatografia in fase liquida. Una delle caratteristiche piu salienti a questo
proposito € 1’'impiego di fasi stazionarie molto fini e quindi ad alta superficie,
che richiedono, a loro volta, I’'uso di alte pressioni al fine di ottenere
’eluizione della fase liquida in tempi accettabili. Cio costituisce una netta
differenza dalla gascromatografia in cui la pressione del gas di trasporto ha
valori molto bassi.

L’impiego di fasi stazionarie molto fini ed omogenee permette di ottenere
un perfetto impaccamento delle particelle che le costituiscono, il che fa si che
il cammino che il campione dovra compiere, quindi la dispersione nell’eluente,
sia limitato. In questo modo i picchi di uscita risultano molto stretti.

Poiche la resistenza che la colomna oppone al passaggio del fluido risuita
essere molto bassa, si possono applicare pressioni notevoli per far passare piu
velocemente la fase mobile. Si riescono cosi ad avere equilibri veloci, che
portano ad una diminuzione dell’altezza dei piatti teorici (lo spazio
immaginario che ¢ idealmente occupato dalla quantita di fase mobile e
stazionaria interessate ad uno soltanto dei molteplici equilibri necessari alla
separazione di piu campioni). Con la diminuzione dell’altezza dei piatti
teorici, si ha un aumento del loro numero a parita di altezza reale della
colonna; ci6 porta ad una migliore separazione dei campioni e ad una migliore
risoluzione dei picchi.
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Un altro importante vantaggio ¢ costituito dal fatto che, grazie all’utilizzo di
fasi mobili liquide, non ¢ necessario vaporizzare il campione; il che consente
di operare a temperature vicine a quella ambiente e quindi di poter procedere a
separazioni di sostanze che verrebbero distrutte, o comunque alterate, con il
riscaldamento.

Lo schema di funzionamento di una HPLC ¢ riportato in Figura 30.

Figura 30: Schema di funzionamento di una HPLC.

La fase mobile, contenuta in S, viene spinta mediante la pompa P (destinata
a produrre le alte pressioni di esercizio) nel ramo di riferimento del rivelatore
R. A questo punto !’iniettore I provvede a inserire il campione nel flusso del
solvente ed il tutto passa quindi alla colonna C. Infine ’eluito, dopo aver
attraversato il ramo di misura del rivelatore, viene raccolto in E. I segnale
prodotto dal rivelatore viene inviato al registratore T, dopo essere stato
elaborato in M.
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4.2 Spettrometria di massa

La spettrometria di massa é una tecnica analitica molto potente che,
utilizzando quantita molto piccole di materiale, viene utilizzata per identificare
composti ignoti, determinare la quantitd di molecole note in miscele e
determinare la struttura ed alcune proprieta chimiche di molecole.

In generale, uno spettrometro di massa € costituito da diversi componenti
che svolgono le varie funzioni richieste (Figura 31).

I1 campione, che puo essere sotto forma solida, liquida o gassosa, viene
introdotto in una camera sotto vuoto e ionizzato nella camera di ionizzazione.
Gh ioni, che sono in fase gassosa, sono smistati nell’analizzatore di massa
secondo il valore del rapporto massa/carica (m/z) e poi sono raccolti da un
rivelatore dove generano un segnale elettrico proporzionale al numero degli
ioni presenti. Il sistema di raccolta dei dati registra questi segnali elettrici e li
converte in uno spettro di massa. Affinché tutto questo avvenga in modo
efficiente, generalmente il campione deve essere in forma gassosa nelle
condizioni di vuoto spinto. Il risultante spettro di massa ¢ un grafico che
rappresenta in ordinata 1’abbondanza degli ioni e in ascissa i valori m/z.
L’introduzione del campione nella camera di ionizzazione pu¢ avvenire con
diverse modalita. Nel caso in cui il campione & costituito da un solo
componente, viene introdotto direttamente nella camera sotto vuoto attraverso
opportuni sistemi di entrata. Nel caso di miscele, la separazione dei singoli
componenti avviene in apparati (di solito cromatografici) che sono collegati
direttamente allo spettrometro di massa. Di conseguenza, una volta separati, i
vari componenti entrano direttamente nella camera di ionizzazione. I grosso
vantaggio ¢ che le miscele sono separate e analizzate sequenzialmente.
Esistono diversi sistemi di ionizzazione, inoltre 1’analizzatore di massa puo
essere predisposto allo smistamento degli ioni positivi 0 negativi.

Nella ionizzazione per impatto elettronico (EI), la molecola in esame viene
fatta collidere con un fascio di elettroni ad alta energia che la frammentano. La
ionizzazione chimica (CI) ¢ un processo relativamente piu delicato rispetto alla
ionizzazione per impatto elettronico e consiste nel trasferire protoni da un gas
reagente ionizzato alla molecola in esame. La sequenza di eventi che si
verifica nella camera di ionizzazione ¢é la seguente [Reynhold, 1987]:

1) ionizzazione EI delle molecole di gas, mantenuto vicino alla pressione

atmosferica, che porta alla formazione di ioni primari;

2) reazioni ione-molecola degli ioni primari cosi formatisi con il gas di

reazione per produrre “ioni reagenti”;
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Figura 31: Schematizzazione delle parti costituenti uno spettrometro di massa



3) gli “ioni reagenti” reagiscono con la molecola in esame per dare lo

spettro di massa del campione.

Questi eventi avvengono simultaneamente e continuamente nella camera di
ionizzazione ¢ il risultato ¢ la formazione di molecole protonate.
Un’importante modificazione della tecnica CI-MS é la possibilita di mettere il
campione da analizzare su una sonda e di introdurlo direttamente nella camera
di ionizzazione [Reynhold, 1987]. In pratica il campione viene posto su un filo
metallico (emettitore) che viene inserito direttamente nella camera di
ionizzazione. Il campione viene “distillato” riscaldando il filo metallico con
una corrente programmata. Le caratteristiche e le limitazioni di questa tecnica
sono collegate al processo di evaporazione del campione. Un altro sistema di
ionizzazione, infine, ¢ quello che si ottiene tramite bombardamento con atomi
accelerati (FAB).

4.2.1 Spettrometria di massa “Fast Atom Bombardment” (FAB-MS)

FAB-MS ¢ una tecnica molto utilizzata nell’analisi strutturale perché ¢ in
grado di determinare il peso molecolare della molecola in esame. Questa
metodica & complementare ad aitre tecniche (ad esempio alla gas-
cromatografia), poiché da sola non consente la completa determinazione
strutturale di una molecola.

FAB-MS differisce dalle tecniche piu tradizionali di impatto elettronico e
ionizzazione chimica, perché il campione viene ionizzato direttamente dalla
matrice in cui € sciolto per bombardamento con ioni o atomi accelerati. Nella
Figura 32 viene riportato uno schema della camera di ionizzazione FAB.

Nell’esperimento FAB-MS un fascio accelerato di atomi va a colpire il
bersaglio metailico su cui ¢ stato precedentemente caricato un liquido viscoso
(matrice) contenente il campione. Quando il fascio di atomi colpisce la
matrice, viene trasferita energia cinetica alla superficie molecolare e molte
molecole sono “spruzzate” daila matrice nella camera di ionizzazione sotto
vuoto. Durante questo processo viene ionizzato un numero significativo di
molecole, quindi sono generati ioni in fase gassosa senza volatilizzare
previamente il campione.
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Figura 32: Rappresentazione schematica di una camera di ionizzazione FAB.

Gh spettri FAB sono caratterizzati da:

a) iom pseudomolecolari (ad esempio(M+H)*) abbondanti sia per il

campione che per 1a matrice;

b) un livello relativamente alto di rumore di fondo che fornisce segnali per

ogm valore m/z fino allo ione pseudomolecolare. Quest iom derivano sia

dalla matrice che dal campione e permettono la conta manuale degli spettri

fino a circa m/z = 4000

¢) gruppi di 1oni (“cluster ions™) che derivano di solito daila matrice;

d) framment ionici.

Gli ioni pseudomolecolari non si presentano come picchi singoli, ma
piuttosto come gruppi di segnali. Cid ¢ dovuto in parte alla presenza
dell’isotopo 13C, la cui abbondanza in natura ¢é dell’1.1%, ed in parte a
reazioni di ossidazione e riduzione che avvengono nella matrice durante
I’esperimento FAB. Gli ioni pseudomolecolari piu comunemente osservati
sono: (M+H)*, (M+NH,)*, (M+Na)* e (M+K)* con masse che corrispondono
rispettivamente a M+1, M+18, M+23 e M+39 nel caso di ioni positivi e (M—
H)~ e (M+Cl)~ con masse M—1 e M+35 e M+37 nel caso di ioni negativi. Il
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dato peso molecolare che si ottiene fornisce informazioni sulla composizione
delle molecole.

4.3 Analisi termogravimetrica

La termogravimetria é una tecnica usata per studiare le variazioni di peso di
un materiale riscaldato con un incremento costante di temperatura. Durante il
riscaldamento si puo¢ verificare una perdita di peso, se il campione si
decompone in prodotti volatili, oppure un acquisto di peso, se il campione
interagisce con il gas presente nella fornace.

Le curve termogravimetriche (curve TG) sono grafici che riportano la
variazione di peso del campione in funzione della temperatura (o del tempo).
Un’ipotetica curva TG presenta quattro stadi di perdita di peso, alcuni ben
evidenti, altri meno, poiché le variazioni di peso si verificano in campi di
temperature molto vicini: si distinguono la T; (inizio decomposizione), la Tp
(flesso verticale) e La T; (fine perdita). La curva DTG riporta invece la
derivata prima della perdita di peso in funzione della temperatura, che presenta
un minimo per ogni Tp. Queste curve permettono un’immediata valutazione
della cinetica del processo di perdita di peso.

Lo strumento utilizzato per eseguire la termogravimetria ¢ indicato con il
termine di “termobilancia”. Una termobilancia ¢ costituita da un forno, un
programmatore di temperatura, una bilancia analitica e un registratore dei dati
(plotter) [Wendlant & Gallagher, 1981; Dodd & Tonge, 1987]. Negli strumenti
prodotti attualmente, la raccolta dei dati, la loro elaborazione e presentazione
sono affidati ad un sistema di elaborazione elettronica. di solito dedicato.
attraverso il quale in genere s1 controllano anche le condizioni operative defla
termobilancia. 11 campione, introdotto nel forno, viene riscaldato con um
programma termico impostato sul programmatore, mentre la bilancia analitica
misura le variazioni di peso del campione. La temperatura, a sua volta, viene
misurata con una termocoppia. Sia le variazioni di peso, sia i valori deila
temperatura infine, sono inviati ad un sistema elettronico collegato con il
plotter, che registra il grafico termogravimetrico (T in funzione della % in
peso).

Le misure TG possono essere influenzate da due tipi di fattori [Still, 1977]:

1. fattor1 connessi con lo strumento impiegato:

a) atmosfera del forno;
b) geometria e natura del portacampione;
¢) velocita di riscaldamento;

108



2. fattori connessi con le caratteristiche del campione:
a) quantita di sostanza esaminata;
b) stato di aggregazione e cristallinita della sostanza esammata;
c) capacita termica dei campioni esaminati.

L’atmosfera gassosa che circonda il campione puo influire sulla temperatura
di inizio decomposizione, la quale & tanto maggiore quanto maggiore ¢ la
pressione parziale del gas che si libera dal materiale riscaldato. La velocita di
diffusione del gas eliminato dipende dalla geometria del portacampione; la
forma di quest’ultimo infatti, puo essere diversa a seconda della velocita che si
vuole ottenere, e pud determinare una perdita di peso piu o meno lenta. Natura
e forma del portacampione condizionano altresi il riscaldamento del sistema
poiché, appena questo comincia, si genera un gradiente di temperatura tra le
pareti del portacampione e il centro della massa del campione, che dipende
dalla conducibilita termica della sostanza in esame e dalla distanza centro-
pareti.

Il portacampione € costituito da materiali metallici inerti (Pt, Au, Ag, Ni) o
da materiali refrattari ceramici (SiO,, Al,05, SiC) che, a causa della loro
differente conducibilita termica, possono determinare uno spostamento delle T;
eT:

La temperatura di inizio decomposizione dipende dalla velocita di
riscaldamento: minore ¢ questa, minore & la T; registrata, proprio in virtu del
gradiente di temperatura che si crea tra le pareti e il centro del campione, il
quale ¢ tanto maggiore, quanto piu alta € la velocita di riscaldamento: ¢
consigliabile quindi usare una bassa velocita di riscaldamento (2-5°C/min).

Per quanto riguarda i fattori connessi con le caratteristiche del campione,
maggiore ¢ la quantita di sostanza esaminata, maggiore sara la Ty, a causa del
rallentamento dovuto alla diffusione termica all’interno del campione e alla
diffusione della maggiore quantita di gas svolto dallo stesso. La fine
suddivisione del campione permette una cinetica di distribuzione pm rapida e
completa, anche a causa del miglior contatto termico.

Alcune applicazioni della termogravimetria sono:

a) decomposizione termica di sostanze inorganiche, organiche e

polimeriche;

b) determinazione del contenuto di umidita , gas e ceneri;

c) studi di disidratazione e igroscopicita;

d) degradazione termica ossidativa di sostanze polimeriche;

e) studi sulle cinetiche di reazione;

109



f) curve di assorbimento e deassorbimento.

4.4 Diffrazione di raggi-X

La diffrazione di raggi-X ¢ la tecnica piu potente, attualmente disponibile,
per studiare la struttura di grandi molecole. In molti casi, gli studi di
diffrazione di raggi-X sui cristalli di proteine o acidi nucleici hanno portato
al’identificazione della struttura terziaria completa ad un livello di risoluzione
di 3 A o pin, dando un contributo fondamentale alle correlazioni tra la struttura
molecolare e le proprieta chimiche e fisiche delle sostanze.

I raggi-X sono fotoni con lunghezze d’onda comprese nell’intervallo 0.1-
100 A. Essi generalmente vengono ottenuti bombardando un bersaglio con
elettroni di energia pari a 10°000 eV o piu. Dopo la collisione, questi elettroni
ad alta energia possono allontanare gli elettroni dagli atomi bersaglio,
lasciando vacanze negli strati elettronici. Se, per esempio, viene prodotta una
vacanza nello strato piu interno di un atomo (K), esso sara rapidamente
riempito da un elettrone discendente dallo strato successivo (L), o da quello
successivo (M). I fotoni emessi come risultato di queste transizioni sono
chiamati, rispettivamente, raggi-X K, e Kg. Le loro lunghezze d’onda sono:

A'Ka = hC/(EL - EK) € A’KB = hC/(EM - EK)

dove h ¢ la costante di Planck, c ¢ la velocita della luce ed E si riferisce
all’energia di uno strato particolare (K, L o M). I tipici raggi-X usati nelle
determinazioni strutturali sono le radiazioni K, del Cu (A = 1.54 A) e le
radiazioni K, del Mo (A = 0.71 A) [Cantor & Schimmel, 1980].

Gli spettri di diffrazione sono prodotti ogni qualvolta la luce passa
attraverso, o ¢ riflessa da, una struttura periodica che ha un motivo ripetuto
regolarmente. Un reticolo cristallino ¢ una struttura periodica tridimensionale
in cui la distanza ripetuta ¢ all’incirca 10-3 cm, la distanza tra gli atomi. Ghi
spettri di diffrazione sono prodotti quando raggi-X di lunghezza d’onda di
circa 108 cm passano attraverso i cristalli [Cantor & Schimmel, 1980].

Quando i raggi-X di lunghezza d’onda A incontrano un piano di atomi,
come mostrato in Figura 33a, e sono diffratti di un angolo B, le onde diffratte
produrranno un massimo di intensita sul defector se la differenza di cammino
di raggi adiacenti ¢ un numero intero di lunghezza d’onda. Se tale condizione ¢
verificata, le onde giungeranno in fase sul detector. Dalla Figura 33a si vede
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Diffrazione da parte di piani successivi di atomi. Le onde diffratte sono in fase se
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Rappresentazione schematica dell'apparecchiatura usata da Bragg per la diffrazione
dei raggi X. ‘ ' '

Figura 33
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che la differenza tra i cammini percorsi da raggi adiacenti ¢ (ad-bc), e tale
differenza deve essere uguale a mA, dove m é un numero intero. Si ha cosi:

ad - bc =mA, m=012,..... ,
h(cos$ - cosP) = mA.

Quando m =0, si ha B = 3. Pertanto, quando I’angolo del raggio incidente &
uguale all’angolo del raggio diffratto, si osserva un massimo d’intensita sul
detector. A causa della ripetizione periodica regolare dei siti reticolari, un
piano di “atomi” riflettera, almeno in parte, un fascio di raggi-X cosi come uno
specchio riflette 1a luce ordinaria.

Tuttavia, poiché un piano singolo di atomi riflette solo una frazione
dell’intensita incidente dei raggi-X, deve essere verificata un’altra condizione
perché possa essere osservato uno spettro di diffrazione di intensita
apprezzabile. Le onde riflesse da piani di atomi paralleli successivi devono
raggiungere il detector in fase cosi da produrre dei massimi di intensitd. La
Figura 33b illustra come puo essere ottenuta la condizione di massima
intensita per 1 raggi diffratti. Perché si verifichi quanto detto, le differenze tra
le distanze percorse devono essere uguali a un numero intero di lunghezze
d’onda, nA, dove n € un intero. Dalla Figura 33b si trova che la differenza tra i
cammini delle due onde ¢ 2d sen9, ove d ¢ la distanza tra i1 piami. Si ha
dunque:

nA = 2d send, n=1,2,3,..... ,

come condizione che deve essere soddisfatta perché si abbia un massimo nelle
intensita diffratte [Cantor & Schimmel, 1980].

L’equazione appena descritta ¢ detta “equazione di diffrazione di Bragg”,
da W.L. Bragg, che per primo derivo 1’equazione e la uso per analizzare la
struttura dei cristalli. L’equazione di Bragg ha due importanti applicazioni. Se
¢ nota la distanza (d) tra i piani del reticolo cristallino si pud calcolare la
lunghezza d’onda dei raggi-X dalla misura dell’angolo di diffrazione 3. Questa
procedura fu usata da Moseley per determinare le lunghezze d’onda
caratteristiche dei raggi-X emessi da ciascuno degli elementi nei suoi studi che
portarono alla determinazione dei numeri atomici. Alternativamente, se la
lunghezza d’onda dei raggi-X € nota, si pud calcolare la distanza interplanare
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dalla misura dell’angolo di diffrazione 9. In questo modo puo essere ottenuta
una descrizione completa dalla struttura del reticolo di un cristallo.

E da notare che il fattore piu importante che compare nell’equazione di
Bragg ¢ la spaziatura regolare dei piani reticolari. Si & visto che la ragione per
cui un piano di atomi riflette i raggi-X piu efficientemente quando ’angolo del
raggio incidente ¢ uguale a quello del raggio riflesso, ¢ una conseguenza
diretta della spaziatura regolare degli atomi nel piano. La derivazione
dell’equazione di Bragg mostra che il fatto che le riflessioni da piani paralleh
del reticolo cristallino si rinforzano a vicenda, é una conseguenza della
spaziatura regolare interplanare. Se 1’arrangiamento degli atomi nei piani o la
spaziatura tra piani paralleli diventa irregolare, come nel caso di liqudi o
solidi amorfi, non si osservano spettri di diffrazione dei raggi-X ben definit
[Cantor & Schimmel, 1980].

Il tipo piu semplice di strumento per osservare la diffrazione dei raggi-X ¢
mostrato in Figura 33c. I raggi-X di una lunghezza d’onda singola impattano
su una piattaforma rotante. La radiazione diffratta ¢ messa in evidenza
attraverso la ionizzazione che essa produce nella camera di ionizzazione.
Quando il cristallo ¢ posto ad un angolo arbitrario rispetto alla radiazione
incidente, solo una piccola frazione della radiazione incidente raggiunge il
detector, poiché ¢ probabile che secondo tale angolazione non esista un piano
del reticolo cristallino che soddisfi 1’equazione di Bragg dando un massimo di
intensita diffratta. Tuttavia, man mano che il cristallo & ruotato, puo avvenire
che alcumi piami reticolari siano ad un angolo 9 che soddisfi I’equazione di
Bragg ¢ un segnale abbastanza forte appare sul detector. Man mano che il
cristallo € ruotato, il segnale scompare, ma dopo una rotazione di un angolo 3
pud apparire un nuovo segnale diffratto quando un nuovo insieme di piani
reticolari soddisfa I’equazione di Bragg. Come ¢ mostrato in Figura 33b per un
reticolo bidimensionale, esistono molti insiemi di piani paralleli in un reticolo,
e cosi la radiazione diffratta € osservata per molti angoli. Tuttavia, solo i piani
reticolari che contengono un gran numero di atomi riflettono apprezzabilmente
1 raggi-X, cosi, in pratica, ¢ osservata solo la diffrazione generata dai piani
reticolari piu importanti [Alexander, 1969; Cantor & Schimmel, 1980].

La misura degli angoli di diffrazione e 1’'uso dell’equazione di Bragg porta
alla determinazione delle distanze interplanari di un reticolo cristallino. Si ¢&
appena assunto che i piani reticolari sono costituiti da punti identici privi di
struttura, la cui unica caratteristica ¢ 1’abilita a diffrangere i raggi-X. In realta,
le unita poste nei siti reticolari possono essere atomi singoli o piu
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probabilmente molecole o gruppi di molecole di struttura piuttosto complessa.
Sono gli elettroni di queste molecole che sono responsabili della diffrazione,
quindi lintensita dello spettro di diffrazione dipende dal numero e dalla
distribuzione degli elettroni nei siti reticolari. La distribuzione elettronica ¢,
naturaimente, determinata dalla struttura delle molecole che occupano i siti
reticolari. Pertanto, studiando non solo gli angoli di diffrazione dei raggi-X,
ma anche D’intensita della radiazione diffratta, ¢ possibile determinare la
struttura delle unita che sono nei siti reticolari. Nelle applicazioni piu eleganti
di tale tecnica € possibile ottenere mappe di contorno di densita elettronica di
molecole molto complesse [Cantor & Schimmel, 1980].

Si ¢ visto che le distanze interplanari dei reticoli cristallini determinano gli
angoli di massima diffrazione dei raggi-X. Queste distanze interplanari sono
una caratteristica intima dei cristalli, poiché esse sono definite dalla grandezza
e dall’organizzazione degli atomi. Ciascun composto cristallino ha una
caratteristica spaziatura interplanare e pertanto anche angoli caratteristici di
diffrazione dei raggi X che, cosi come un’impronta digitale, possono essere
usati per identificare una sostanza [Cantor & Schimmel, 1980].

Si ¢ messo in evidenza che la proprieta microscopica che produce spettri di
diffrazione ben netti ¢ la struttura ordinata ripetuta regolarmente. I solidi
cristallini che mostrano questi fenomeni di diffrazione ben netti sono descritti
in termimi di reticoli, o organizzazione tridimensionale di punti, che mostrano
una ripetitivita regolare. Il reticolo & caratterizzato dalla distanza tra punti
successivi lungo ciascuno degli assi nelle tre dimensioni dello spazio (a,b,c) e
dagh angoli tra questi assi (a,B,y). 11 reticolo di punti pud anche essere
discusso in termini di una semplice organizzazione fondamentale di punti detta
“cella unitaria”. Questa cella ¢ la piu piccola unita che, quando ripetuta nelle
tre dimensioni, generera I’intero cristallo. Un cristallo puo, quindi, essere
immaginato come un insieme di celle unitarie, con le celle adiacenti che hanno
in comune facce, spigoli e vertici. In un cristallo naturale i siti reticolari
possono essere occupati da atomi o, come frequentemente accade, da
raggruppamenti complessi di atomi, quindi la cella unitaria pud avere una
struttura interna anche molto complessa. Poiché anche nelle strutture
molecolari piu complesse la cella unitaria é I’unitd base che si ripete nel
cristallo, le dimensioni della cella unitaria possono essere ottenute dagli spettri
di diffrazione dei raggi-X usando la relazione di Bragg. La struttura reale
all’interno della cella unitaria ¢ piu difficile da ottenere ed ¢ determinata
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mediante misure di intensita delle macchie negli spettri di diffrazione [Cantor
& Schimmel, 1980].

4.5 Spettroscopia ad assorbimento infrarosso (IR)

La regione infrarossa dello spettro va da 4000 cm! a 625 cml. Ai due lati
vi sono le regioni note come infrarosso vicino (da 12500 a 4000 cml) e
infrarosso lontano (da 650 a 50 cm-!), riferendosi alla posizione occupata
rispetto alla regione del visibile.

Tutti 1 vari processi di eccitazione delle molecole sono quantizzati; cioe, ghi
stati eccitati sono separati dagli stati fondamentali da quantita di energia
specifiche e ben definite. Pertanto, una molecola non é libera di assorbire tutte
le frequenze dello spettro della radiazione elettromagnetica. Essa puo assorbire
soltanto quelle frequenze che corrispondono all’energia richiesta per
Peccitazione da un livello energetico ad uno ad enmergia piu elevata, tale

energia ¢:
AE = hv = hc/A

dove h = costante di Planck;
v = frequenza della radiazione assorbita (Hz);
¢ = velocita della luce (3.0 x 1010 cm/sec);
A = lunghezza d’onda della radiazione assorbita (cm).

A sua volta cio consente di assegnare frequenze specifiche di assorbimento ad
eccitazioni specifiche.

Ciascuna delle zone principali dello spettro elettromagnetico provoca
almeno un tipo specifico di eccitazione di una molecola. Per esempio,
I’assorbimento di radiazione ultravioletta provoca I’eccitazione degli elettroni
dallo stato elettronico fondamentale ad uno stato elettronico eccitato.
L’assorbimento di radiazione infrarossa produce uno “stiramento” (streching)
di legame o un “piegamento” (bending) dell’angolo di legame. Il legame
specifico sottoposto a stiramento, o I’angolo specifico sottoposto a
piegamento, dipendono dalla frequenza della radiazione che viene assorbita.

Un movimento vibrazionale di stretching corrisponde ad una variazione
(positiva o negativa) nella distanza di legame fra atomi legati lungo I’asse
internucleare. Un movimento vibrazionale di bending ¢ caratterizzato dallo
spostamento degli atomi dall’asse internucleare.
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O---0—8---0 : of’ﬂ“o
Stiramento di legame (stretching)

Piegamento o deformazione dell'angolo
di legame (bending)

Stirando un legame, aumenta la distanza fra i due nuclei interessati al
~ legame stesso. L’energia del sistema ¢ funzione della distanza fra i nuclei ed
aumenta quando quest’ultima si allontana dalla distanza di legame di
equilibrio fra i nuclei. All’aumentare dell’energia del sistema il legame pud
esistere in vari stati vibrazionali eccitati (v;, v,, v3). Lo stato vibrazionale
fondamentale ¢ v: la maggior parte delle molecole a temperatura ambiente si
trova nel livello v,. Dato che ’assorbimento di energia dovrebbe eccitare un
legame al livello energetico superiore piu vicino, la maggior parte delle
eccitazioni consiste nel passaggio da vy a v;. Affinché una molecola venga
eccitata dal livello v, al livello v;, la differenza di energia fra vy e v, deve
essere fornita dall’assorbimento di radiazione avente esattamente 1’energia AE
= hv, - hvy. Quindi, la frequenza della radiazione che deve essere assorbita, in
modo che la molecola possa andare da vy a v, ¢ data da v = AE/h. La
. vibrazione corrispondente alla transizione vy — v; ¢ chiamata “vibrazione
fondamentale” del legame. Gli assorbimenti corrispondenti alle eccitazioni di
energia piu elevata (ad esempio, vy — v,) sono chiamati “armoniche
superior1”, ¢ risultano sempre piu deboli dei corrispondenti assorbimenti
fondamentali. Una banda di armoniche superiori si verifica ad una frequenza
che ¢ multiplo di quella fondamentale. Per esempio, 1’assorbimento
fondamentale del gruppo carbonilico si verifica attorno a 1715 cm-l. La sua
prima armonica superiore, invece, si ha attorno a 3430 cm-1.

L’intensita (cio¢ ’area dentro la “curva”) di un particolare assorbimento
fondamentale dipende dalla differenza fra i momenti di dipolo della molecola
nello stato fondamentale e nello stato vibrazionale eccitato. Maggiore ¢ la
differenza fra questi momenti dipolari, piu intenso ¢ 1’assorbimento. Se non ¢
accompagnata da alcun cambiamento di momento di dipolo, la vibrazione ¢
“Inattiva all’infrarosso” e non genera una banda nello spettro IR.

Il movimento vibrazionale di stiramento del legame C=C dell’etilene ¢ un
esempio di vibrazione inattiva all’infrarosso. La variazione netta di momento
di dipolo ¢ zero perché la molecola, nel legame in questione, ha un centro di
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simmetria. | legami con stati fondamentali ad elevata polarita (ad esempio
C=0 e S"-0") mostrano degli assorbimenti infrarossi particolarmente forti.

La regione al di sotto di circa 1500 cm! di solito &€ molto complessa, dato
che gli assorbimenti dovuti ai movimenti vibrazionali di piegamento si hanno
appunto al di sotto di tale valore. (Le vibrazioni di stiramento cadono a valori
inferiori a 4000 cm-!). Mentre in questa regione le specifiche assegnazioni
vibrazionali risultano difficili, I’andamento generale nella regione al di sotto di
1400 cm-! ¢ tipico di un dato composto. Per questo motivo detta regione €
chiamata regione delle “impronte digitali”.

Nell’ambito di un gruppo funzionale i legami interagiscono I'un I’altro in
modo particolarmente costante. Per questo motivo € possibile assegnare le
frequenze di gruppo nei vari casi. Tali frequenze sono relativamente insensibili
al tipo di scheletro di atomi di carbonio che porta il gruppo stesso. Di
conseguenza, [’uso principale della spettroscopia infrarossa ¢ quello di
determinare la natura dei gruppi funzionali presenti nella molecola [Quinlan &
De Sesa, 1955; Pasto & Johnson, 1969; Conley, 1972; Nakanishi & Solomon,
1977].

Per le analisi di spettroscopia nell’infrarosso in genere si utilizza uno
spettrofotometro infrarosso a doppio raggio. In uno strumento di questo tipo,
un raggio di luce passa attraverso il comparto contenente il campione, mentre
un altro passa attraverso il comparto contenente un riferimento. Cidé consente
la determinazione di spettri per differenza (cioé la differenza fra le proprieta
caratteristiche dei due materiali). Se si determina lo spettro del campione puro,
quest’ultimo viene confrontato con I’aria. Se il campione ¢ in soluzione, il
riferimento € costituito dal solvente puro.

I principali componenti di un tipico strumento IR sono: la sorgente della
radiazione, i compartimenti del campione e del riferimento, il monocromatore
(o un prisma, o una grata, o entrambi), I’attenuatore del raggio di riferimento,
il rivelatore di radiazione, ed il registratore.

1. Una sorgente (molto spesso un semplice resistore, scaldato fino

all’incandescenza) emette una radiazione che viene suddivisa in due raggi e

fatta passare attraverso i compartimenti del campione e del riferimento. Cio

assicura che in questi settori entrino dei raggi identici.

2. La radiazione passa attraverso il campione ed il riferimento, ed alcune

frequenze vengono assorbite piu fortemente dal primo che dal secondo.

3. 11 monocromatore riceve un raggio di luce che si alterna rapidamente,

prima dalla cella del campione e quindi dal riferimento, e cosi via. Il
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monocromatore passa in rassegna lentamente 1’intervallo delle lunghezze
d’onda.

4. A ciascuna lunghezza d’onda a cui il campione assorbe piu del
riferimento la differenza viene sentita dal rivelatore (ad esempio un
termistore). Questo risponde generando una piccola corrente che, dopo
essere stata amplificata, guida 1’attenuatore dentro il raggio di riferimento
per rendere identiche le intensiti di entrambi i raggi (“metodo di zero
ottico”).

5. I1 pennino del registratore si muove esattamente come 1 attenuatore,
attraverso delle connessioni meccaniche con il meccanismo di guida di
quest’ultimo, o mediante collegamenti elettrici con lo stesso segnale
amplificato che arriva dal rivelatore. La carta del registratore si sposta in
sincronia con il monocromatore, ad angolo retto con il movimento del
pennino in modo che una distanza standard lungo la lunghezza della carta
stessa corrisponda ad un appropriato intervallo di frequenza.

4.6 Spettroscopia ad assorbimento atomico

Gli spettri elettronici di assorbimento derivano dall’assorbanza di radiazioni
ultraviolette (UV) e visibili (Vis), che & accompagnata dall’eccitazione di un
elettrone di valenza da un dato livello ad uno di energia piu elevata. Il tipo di
spettroscopia che ne risuita & chiamato spettroscopia UV-Vis o semplicemente
UV [Jaffé & Orchin, 1962; Pasto & Johnson, 1969; Silverstein et al., 1974,
Pawvia et al., 1979].

Del vasto panorama della radiazione elettromagnetica 1’'uomo puo solo
apprezzare la parte visibile, con lunghezze d’onda comprese fra 400 e 800 nm.
La regione ultravioletta va da 1 nm a 400 nm, ma, poiché al di sotto di 200 nm
assorbono i componenti dell’atmosfera, rendendo impossibili le misure, la
regione da 200 a 400 nm ¢ la parte dello spettro normalmente coperta dal
termine ultravioletto (chiamato piu correttamente “ultravioletto vicino”). La
regione da 1 nm a 200 nm puo essere studiata solo in sistemi in cui sia stato
fatto il vuoto, ed & chiamata “ultravioletto nel vuoto”.

L’eccitazione elettronica pud promuovere elettroni di legami o, legami =, 0
di non-legame (indicati con 1’abbreviazione n) a vari orbitali antileganti. A tali
transizioni appartengono quelle che, andando dallo stato fondamentale allo
stato eccitato, possono essere indicate con: n —» n*, 1 & 7*, e n - o*. Una
transizione ¢ — o* richiede piu energia di tutte le altre, e si verifica nella
regione a bassa lunghezza d’onda dell’ultravioletto nel vuoto.
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Una volta eccitata elettronicamente, la molecola pud perdere I’eccesso di
energia attraverso uno dei cammini elencati sotto. Quello che viene seguito
dipende (a) dalla molecola specifica che si sta studiando e (b) dal tipo di
transizione provocato dall’assorbimento iniziale.

1. Rottura di legame: di solito porta ad una reazione chimica di tipo

irreversibile.

2. Emissione: viene riemessa la stessa frequenza che era stata assorbita.

3. Fluorescenza: dopo I’eccitazione viene emessa una radiazione di

lunghezza d’onda superiore a quella che ha provocato I’eccitazione stessa.

La fluorescenza avviene rapidamente, spesso meno di 10 secondi dopo

1’assorbimento.

4. Fosforescenza: dopo I’eccitazione viene emessa una radiazione di

lunghezza d’onda superiore a quella che ha provocato 1’eccitazione stessa.

L’emissione puo continuare per varie ore.

5. Processi non-radiativi: alcune molecole perdono I’energia, che

guadagnano quando assorbono la luce ultravioletta, mediante processt non-

radiativi.

Gli spettri ultravioletti normalmente sono ottenuti usando una soluzione del
campione (in un solvente che non assorbe) tenuta in cellette che possiedono
delle pareti trasparenti all’UV (ad esempio quarzo). Gli spettri normalmente si
ottengono mediante uno strumento a doppio raggio, usando il solvente puro
come riferimento.

La quantita della radiazione assorbita ¢ direttamente proporzionale al
numero di molecole incontrate dalla luce lungo il cammino e, pertanto,
aumentera all’aumentare della concentrazione e/o dello spessore del campione
(cio€ della lunghezza della cella).

Ad una qualsiasi lunghezza d’onda, I’intensita della luce che entra nella
soluzione (I)) puo essere correlata con ’intensita della luce che lascia la
soluzione (I) per mezzo della Legge di Beer-Bouguer-Lambert (chiamata
anche Legge di Lambert-Beer):

log (Iy/T) = abc

dove a = assorbitivitd, una costante dipendente da A, ma indipendente dalla
concentrazione;

b = lunghezza della cella;
¢ = concentrazione.
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Quando c¢ € espressa in moli/litro di soluzione ¢ 5 in cm, a diventa
I’assorbitivita molare, & Nella letteratura meno recente &£ veniva chiamata
coefficiente di estinzione molare. Anche se ¢ ha delle dimensioni, queste non
vengono di solito indicate. La quantita di radiazione assorbita da un soluzione
puo essere riportata come assorbanza, A (nella letteratura piu vecchia chiamata
“densitd ottica”), o come trasmittanza, T. Queste quantitd sono definite nei
modi che seguono:

A=log(ly/ 1)
OVVEero.
T=1/1,
=—logT

Se il peso molecolare del campione non & noto o se questo ¢ costituito da
una miscela, al posto di & viene usata E, ., I’assorbitivita di 1 cm di una
soluzione contenente 1 g di soluto per 100 ml di soluzione.

Uno spettrofotometro risulta essenzialmente composto dalle seguenti parti:

1. Sorgente di energia raggiante, la cui funzione ¢ quella di fornire uno

spettro continuo di radiazioni.

2. Monocromatore, che permette di selezionare la lunghezza d’onda piu

opportuna per I’analisi.

3. Celle contenenti le soluzioni in esame e quelle di niferimento.

4. Dispositivi fotosensibili, atti a fornire una misura oggettiva della luce

ricevuta.

Poiché il campo abbracciato dalla maggior parte degli spettrofometri per
visibile ed ultravioletto ¢ molto vasto (si estende come gia detto da circa 200
nm a circa 800 nm) non & possibile abbracciarlo disponendo di una sola
sorgente, senza compromettere la qualita dei risuitati. Questt strumenti
pertanto sono quasi sempre corredati da due sorgenti facilmente
intercambiabili tra loro, ciascuna delle quali opera in un campo spettrale
definito. In genere, si ha una lampada ad incandescenza che viene usata per
determinazioni nel visibile, mentre nell’ultravioletto si usano soprattutto le
lampade ad idrogeno. Queste lampade si basano sul principio della scarica in
atmosfera di gas (in questo caso 1’idrogeno), contenuto in un’ampolla di
quarzo, in modo da permettere la fuoriuscita delle radiazioni. Si hanno
parecchie versioni in relazione alla tensione di lavoro, alla temperatura del
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catodo e alla pressione del gas contenuto. Per talune applicazioni possono
essere usate vantaggiosamente le lampade a vapori di mercurio.

I monocromatori permettono di selezionare con continuita radiazioni di
qualsiasi lunghezza d’onda e di elevata purezza spettrale. Essi si basano sul
principio che la luce bianca proveniente da una sorgente quasi puntiforme
(fenditura primaria o d’entrata), attraversa un mezzo ottico dispersivo (prisma
o reticolo); dallo spettro cosi ottenuto viene prelevata una piccolissima
porzione con I’ausilio di un’altra fenditura (fenditura secondaria o d’uscita).

Le celle hanno la funzione di contenere i liquidi in esame e quelli di
riferimento. Tra 1 fattori che maggiormente influenzano e limitano 1’uso di una
cella di assorbimento ¢ di fondamentale importanza la natura chimica del
mezzo con cui la cella ¢ costruita. Il vetro trasmette ottimamente nel campo del
visibile, mentre ¢ completamente opaco per le radiazioni ultraviolette ed
infrarosse. Il suo campo d’impiego risulta pertanto limitato tra i 360 e i 1200
nm. 1 quarzo fuso e, piu ancora, i cristalli di quarzo naturali tagliati
perpendicolarmente all’asse ottico, presentano una buona trasmittanza
nell’ultravioletto anche sotto i 200 nm e pertanto costituiscono praticamente
Punico mezzo usato in questo campo. Le celle usate in spettrofotometria
hanno di solito la forma di parallelepipedo, le due facce attraversate dalle
radiaziomi devono essere rigorosamente piane, parallele e lavorate otticamente;
moltre devono essere perfettamente omogenee ed uniformi in modo che la
trasmattanza nisulti costamee m ogni punto della loro superficie. La maggior
parte delle determinaziomi spettrofotometriche viene eseguita con celle a
spessore di 1 cm, provvedendo a opportune diluizioni nel caso che la soluzione
in esame presenti un’assorbanza eccessivamente elevata.
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Capitolo 5
PROGETTI SVILUPPATI

5.1 CARATTERIZZAZIONE DELL’ATTIVITA FOSFOCITRATO
SINTETASICA

S.1.1 Introduzione

11 fosfocitrato (PC) ¢ il piu potente inibitore della formazione dei cristalli di
idrossiapatite che si conosca [Williams & Sallis, 1979; Reddi et al., 1980; Tew
et al., 1980; Tew et al., 1981]. Storicamente il primo a riconoscere la sua
esistenza fu Albert Lehninger, il quale osservo che mitocondri isolati di cellule
di fegato di ratto, sottoposti a carico di calcio, presentavano all’interno della
loro matrice dei corpi elettron-opachi (dense bodies) osservabili al
microscopio elettronico [Lehninger et al., 1982; Lehninger, 1983]. Poiché gia
si conosceva la capacita di questi organuli di accumulare ioni calcio, si
concluse che tali corpi altro non erano che accumuli di calcio e fosfato in
forma amorfa. L’analisi elementare confermava la presenza di grosse quantita
di questi elementi all’interno del mitocondrio. L’esperimento contrario, cioé
quando nel mezzo era presente una concentrazione non elevata di calcio,
suggeriva che m queste condiziom il calcio, all’mterno dell’organulo, fosse
organizzato assieme al fosfato in forma cristallina simile a quella
dell’idrossiapatite, anche questo venne comfermato dall’analisi elementare
[Tew et al., 1980; Lehninger, 1983]. L’accumulo di calcio all’interno del
mitocondrio, dunque, faceva precipitare lo ione in forma amorfa. Era
necessario percio ipotizzare la presenza di un composto in grado di inibire la
sua organizzazione in forma cristallina [Greenawalt et al, 1964; Sottocasa et
al,, 1967, Lehninger et al, 1982; Lehninger, 1983]. Studi successivi
dimostrarono quali erano i requisiti minimi di questa ipotetica molecola: essa
doveva possedere un gruppo fosfato ed almeno un residuo carbossilico. Cid
venne dimostrato sperimentalmente, impiegando composti con tali
caratteristiche e studiando la loro capacita di indurre precipitazione in forma
amorfa di soluzioni sature di fosfato tricalcico [Williams & Sallis, 1982].

La molecola del fosfocitrato (Figura 34) venne alla fine riconosciuta,
all’interno dei mitocondri di epatociti di ratto, con tecniche cromatografiche,
con I'uso della spettrometria di massa e della risonanza magnetica nucleare
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[Lehninger et al., 1982; Lehninger, 1983]. Successivamente il fosfocitrato
venne isolato anche in liquidi biologici: il sangue, I’urina, la bile ed il latte lo
contengono in piccole quantita [Lehninger et al., 1982].

Il meccanismo d’azione del fosfocitrato non & interamente noto, ma € stato
dimostrato che la molecola ¢ un debole chelante dello ione calcio. Sembra che
il fosfocitrato prevenga la crescita dei cristalli in virtu della sua configurazione
stereochimica e delle cariche negative che presenta a pH fisiologico, poiché i
suoi gruppi carbossilici hanno valori di pK, da 3 a 5.5 circa. Queste
caratteristiche gli conferiscono la capacita di interagire con i nuclei di
idrossiapatite, stabilizzandoli ed inibendone la crescita [Williams & Sallis,
1979; Lehninger et al., 1982].

Visto che la molecola del fosfocitrato inibisce potentemente la formazione
dei cristalli di idrossiapatite, numerosi lavori sono stati svolti per chiarire quale
fosse la sua influenza sui meccanismi fisiologici e patologici di
mineralizzazione. Percid ¢ stata studiata D’attivita del fosfocitrato nelle
calcificazioni metastatiche ed in quelle fisiologiche. Per quanto riguarda le
calcificazioni metastatiche, si & visto che il fosfocitrato inibisce lo sviluppo di
calcoli renali [Tew et al., 1981; Gimenez et al., 1982]; interferisce con le
calcificazioni arteriosclerotiche [Shankar et al., 1984; Shankar & Sallis, 1985,
Ward et al., 1987; Tsao et al, 1988]; impedisce I’artrite da cristalli di
idrossiapatite e calcio pirofosfato in virtu del fatto che, inibendo la crescita di
quest: uitrmm mapedisce 1a lisi della membrana dei leucociti polimorfo nucleati
[Sallis et al.. 1989]. Rigmardo alle calcificazioni fisiologiche, si ¢ dimostrato
che il fosfocitrato non ha alcun effetto su di esse. In questo caso sembra che la
mancanza di athivita sia dovuta alla presenza di fosfatasi endogene che,
idrolizzando il legame estereo, potrebbero regolare il livello di fosfocitrato nel
sito di calcificazione [Reddi et al., 1980].

Malgrado tutta questa messe di dati non si conosceva ancora la via di sintesi
cellulare del fosfocitrato. A questo proposito, recentemente, ¢ stata evidenziata
I’esistenza, negli epatociti di ratto, di un attivita citrato chinasica in grado di
sintetizzare il composto [Moro et al., 1990]. In vitro, in opportune condizioni
che prevedono la presenza di un donatore di fosfato ad alta energia (come
I’ATP), ¢ stato dimostrato da questi autori, per la prima volta, che il citrato
puo essere fosforilato da un omogenato di fegato di ratto per formare la
corrispondente molecola del 3-fosfocitrato (Figura 34). Il prodotto della
reazione enzimatica, il PC appunto, ¢ stato identificato tramite digestione con
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fosfatasi alcalina della miscela di saggio enzimatico, HPLC e spettroscopia di

risonanza magnetica nucleare al protone ({H-NMR).

La presenza di un’attivita enzimatica in grado di sintetizzare il fosfocitrato
conferma i lavori precedenti che riportavano I’esistenza del composto nei
mitocondri dei tessuti molli [Williams & Sallis, 1981; Lehninger, 1983].

In questo studio si sono volute ampliare le conoscenze di questa attivitd
enzimatica, responsabile della sintesi fisiologica del PC e definita “fosfocitrato
sintetasica’, determinando:

1) i parametri cinetici e la termolabilita dell’enzima presente in un omogenato
di fegato di ratto;

2) la sua distribuzione intracellulare;

3) la sua eventuale presenza in omogenati di altri organi di ratto (cuore, reni,
intestino, polmoni);

4) avendo a disposizione frammenti di rene umano, ed essendo il fosfocitrato
implicato nell’inibizione delle patologie renali da accumulo di calcio [Tew
et al., 1981; Gimenez et al., 1982; Sallis et al., 1988], si ¢ studiata la
possibile presenza di questa attiviti enzimatica anche in omogenanto di rene
umano.

H
0O H—C—COO
0 1|> 0 C COO
‘(l H C COO

Figura 34: Formula di struttura del fosfocitrato.
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5.1.2 Materiali e Metodi

Prodotti chimici impiegati

I prodotti chimici utilizzati, ottenuti da ditte commerciali, sono tutti di grado
analitico.

11 fosfocitrato standard & stato sintetizzato dal prof. J. D. Sallis, del
Dipartimento di Biochimica dell’Universiti della Tasmania in Australia,
seguendo la metodologia riportata in letteratura [Tew et al., 1980; Williams &
Sallis, 1980].

Omogenato di tessuto

Gli omogenati di tessuto al 10% sono stati preparati essenzialmente secondo
Schnaitman e Greenawalt, in mannitolo 225 mM, saccarosio 75 mM e acido
N-2-idrossietilpiperazino-N’-2-etansulfonico (HEPES) 1 mM, a pH 74
[Schnaitman & Greenawalt, 1968].

Determinazione delle proteine

Per la determinazione della concentrazione proteica degli omogenati e delle
frazioni cellulari (citoplasma, microsomi, mitocondri, mitocondri leggeri) dei
diversi tessuti esaminati si € usata la reazione dell’acido bicinconinico (BCA)
[Smith et al., 1985].

Le proteine reagiscono com lo ione rameico che viene ridotto a ione
rameoso, il quale forma con il BCA un complesso color porpora che ha un
massimo di assorbimento a 562 nm [Wiechelman et al., 1988].

I reattivo dell’acido bicinconinico ¢ costituito da:

Reagente A: sodio carbonato, sodio bicarbonato, BCA e sodio tartrato in
NaOH 0.2 N;
Reagente B: soluzione di solfato di rame al 4%.

Al momento dell’uso si mescolano 1 parte di reagente A e 50 parti di
reagente B, agitando fino ad ottenere una soluzione omogenea. Al materiale in
esame (50 pl), opportunamente diluito, vengono aggiunti 10 pl di Triton 5%
(v/v) e 1 ml di reattivo, quindi si incuba per 30 minuti a 37°C. Dopo
raffreddamento a temperatura ambiente, si misura il valore di assorbimento a
562 nm. Contemporaneamente viene allestita una curva di taratura, usando
come standard albumina di siero bovino in concentrazione nota.
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Reazione enzimatica

Un tipico saggio enzimatico ha un volume di 100 ul e viene eseguito, se non
diversamente indicato, incubando a 37°C per 60 minuti la miscela di reazione
costituita da: circa 300 pg di proteine, ATP 1 mM, MgCl, 15 mM e citrato di
sodio 20 mM in tampone Tris-HCl 40 mM, a pH 7.4. La reazione viene
bloccata con 1’aggiunta di 5 pl di acido fosforico 16 M. Dopo centrifugazione
a 6000 x g per 2 minuti, si analizza tramite HPLC un’aliquota da 20ul.

Identificazione dell attivita enzimatica

Come gia riportato [Moro et al., 1990], l’attivita enzimatica ¢ stata
evidenziata separando, tramite HPLC su una colonna a fase inversa, il prodotto
della reazione, il PC appunto, dalla miscela enzimatica contenente omogenato
di tessuto.

Attivita enzimatica in funzione del pH

Per la determinazione dell’attiviti enzimatica in funzione del pH si sono
utilizzati i seguenti tamponi: glicina-HCl, pH 2.5; sodio acetato-acido acetico,
pH 5; KH,PO,-NaOH, pH 6; KH,PO,-NaOH, pH 7; trietanolammina-HCI,
pH 7.6; trietanolammina-HCl, pH 8; glicina-NaOH, pH 9; glicina-NaOH, pH
10.

Frazionamento cellulare

Le diverse frazioni cellulari (mitocondri, mitocondri leggeri, microsomi,
citoplasma) sono state ottenute a partire da un omogenato di fegato di ratto al
10% (peso/volume), tramite centrifugazione differenziale a 4°C (Figura 35),
essenzialmente secondo quanto riportato da Schnaitman [Schnaitman &
Greenawalt, 1968].

Apparato HPLC

Si & usato un sistema Beckman (modello System Gold), costituito da un
sistema HPLC ed un computer (Figura 36), collegato con un rivelatore UV-
visibile. Il monitoraggio a due lunghezze d’onda (220 e 260 nm) ha permesso
di evidenziare tutti i composti rilevanti.
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Separazione tramite HPLC

Tutti i solventi utilizzati come eluenti cromatografici sono stati filtrati
attraverso filtri da 0.22 um e degassati tramite sonicazione.

Si ¢ utilizzata una colonna idrofobica, Cg (Ultrasphere ODS), lunga 25 cm,
con un diametro interno di 4.6 mm, impaccata con particelle di diametro pari a
5 pm, con pori di 80 A. La colonna ¢ stata equilibrata per 120 ore con una
soluzione di KH,PO, 10 mM, portata a pH 2 con H3;PO, contenente
tetrabutilammonio idrogeno solfato ad una concentrazione 5 mM. L’cluente ¢
costituito da una soluzione di KH,PO, 10 mM portata a pH 2 con H;PO, 16
M, in condizioni isocratiche, impiegando una velocita di flusso pari a 1 ml al
minuto. '

Spettrometria di massa: apparato e condizioni .

Tutte le misure di spettrometria di massa sono state ottenute con uno
sttumento VG ZAB2F (VG Analytical, Manchester, UK), operante in
condizioni FAB (Fast Atom Bombardment) (energia degli atomi di xenon pari
a 8 keV). I patterns di frammentazione primaria sono stati determinati
mediante CAD (Collisionally Activated Decomposition) e analizzati mediante
spettrometria MIKE (Mass-Analysed Ion Kinetic Energy) [Cooks & Beynon,
1973].
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OMOGENATO di tessuto al 10%

] 130x g, 10°

l |
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15500x g, 10’
S P | =[MITOCONDRI

S P | = MITOCONDRI leggert

16000 x g, 60°
§ L
CITOPLASMA MICROSOMI

Figura 35: Schema di frazionamento cellulare di un omogenato di tessuto mediante
centrifugazione differenziale (S = sovranatante; P = precipitato).
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Moduio
programmabile

perisoiventi  ~a

Valvola per
l'iniezione
dei campioni

Rivelatore

Computer Stampante

Figura 36: Schema di un sistema HPLC con personal computer.

5.1.3 Risultati

1) Parametri cinetici
a) pH

La Figura 37 illustra I’ attivita fosfocitrato sintetasica in funzione del pH. Si
puo notare un classico andamento a campana fra pH 6 e 10, con un massimo a
un valore di 7.6.
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b) Tempo di incubazione e concentrazione proteica

I risultati riportati nella Figura 38 (attivita enzimatica in funzione del tempo
di incubazione) e nella Figura 39 (attivita enzimatica in funzione della
concentrazione proteica), mostrano in entrambi i casi un andamento lineare
dell’attivita fosfocitrato sintetasica, rispettivamente fino a 6 ore di incubazione
e fino ad un contenuto proteico nel saggio di 1 mg di proteine.

¢) Kys della fosfocitrato sintetasi
La Ky ¢ stata calcolata secondo il classico sistema di Lineweaver-Burk
(Figura 40). Il valore trovato € di 9.62 mM.

d) Termolabilita

La curva di attivitd enzimatica in funzione della temperatura di incubazione,
riportata nella Figura 41, mostra un andamento a campana con un massimo a
50°C. Un ulteriore aumento della temperatura, come si puo vedere, porta ad
una rapida denaturazione dell’enzima.

2) Distribuzione intracellulare

I risultati di questo studio sono riportati nella Figura 42 e mostrano che la
frazione mitocondriale e quella citoplasmatica hanno la piu elevata attivita
specifica, mentre la maggior quantitd di enzima ¢ presente nella frazione
citoplasmatica.

3) Presenza della fesfocitrato sintetasi in ergami diversi dal fegato

Si ¢ analizzato in quali organi di ratto, oltre al fegato, ¢ presente I’attivita
enzimatica. La Tabella 6 mostra che, anche se la maggiore attivita specifica si
trova nel fegato, attivita specifiche apprezzabili sono presenti anche in altri
organi quali cuore, reni, intestino € polmoni. '

4) Identificazione di un’attivita fosfocitrato sintetasica in omogenato di
rene umano

Come mostrato nella Figura 43a, il PC standard eluisce allo stesso tempo di
ritenzione del picco che si osserva nella miscela di reazione (Figura 43b).
Questi risultati sono in accordo con quelli precedenti, che riportavano la
sintesi biologica del PC usando come fonte di attivita enzimatica omogenato di
fegato di ratto [Moro et al., 1990].
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Per ottenere ulteriori evidenze sulla natura del picco che eluisce allo stesso
tempo di ritenzione dello standard, sono stati raccolti, in uscita dalla colonna,
e sottoposti all’analisi di spettrometria di massa, sia il picco del PC standard
che quello del composto prodotto dalla reazione enzimatica.

La Figura 44 mostra lo spettro di massa FAB del picco del PC standard (a) e
del PC prodotto enzimaticamente (b) raccolti dalla colonna (rispettivamente
come in Figura 43a e b). Entrambi gli spettri mostrano un’alta abbondanza
relativa degli ioni a m/z 311 e m/z 349, con un rapporto segnale/rumore
maggiore di 10.

La spettrometria di massa FAB ¢ molto efficace per I’identificazione delle
masse molecolari di sostanze polari, grazie alla formazione di speci molecolari
protonate o cationizzate. Al contrario, essa ¢ poco efficace per
I’identificazione strutturale, vista la deposizione di una bassa quantita di
energia e la conseguente scarsita di ioni frammento. Per avere tali informazioni
strutturali, sono stati eseguiti alcuni esperimenti collisionali, tramite
spettrometria MIKE [Cooks & Beynon, 1973], effettuata sui due iomi a m/z
311 e 349 presenti negli spettri FAB della Figura 44 (Figura 45). I relativi
patterns di frammentazione sono riportati in Figura 46. Come si puo desumere
dalla fignra, entrambe le specie molecolari a m/z 311 e 349 mostrano perdita
d’acqua. responsabile della formazione degli iom a m/z 293 e 331
rispettivamente. Comunque, solo la specie ionica a m/z 331 si decompone
ulteriormente, tramite decarbossitazione. dando origine allo ione a m/z 286.
Una decomposizione interessante ¢ quella che si origina dalla rottura 1 (Figura
46), comune a entrambi gli iom parenti a m/z 311 e 349, che porta al
frammento comune a m/z 213. Questi dati per le specie ioniche a m/z 311 e
349 sono in accordo con le strutture dei sali mono e dipotassico; i patterns di
frammentazione indicano che, per la specie a m/z 349, uno degli atomi di
potassio ¢ contenuto nel gruppo fosfato.

Dapprima, la presenza degli atomi di potassio poteva essere attribuita
all’addizione di K* che avviene durante il FAB. Comunque, dalla variazione
dell’acidita della matrice FAB si & desunto che, probabilmente, gli atomi di
potassio provengono dalla molecola originale e derivano dalle condizioni
cromatografiche a cui & sottoposta.
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Tabella 6: Attivita specifica della fosfocitrato sintetasi in diversi organi di ratto.

ORGANO ATTIVITA SPECIFICA
(mM/10°/mg proteine)
Fegato 120.5
Cuore 38.2
Reni 244
Intestino 10.4
Polmoni 4.5
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Figura 37: Curva di attivita enzimatica in funzione del pH.
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Figura 42: Localizzazioni subcellulari della fosfocitrato sintetasi (M = mitocondri;
ML = mitocondri leggeri; MICR = microsomi; S = citoplasma).
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Figura 43: Profilo cromatografico del fosfocitrato standard (a) e della miscela di
reazione enzimatica (b). (Lunghezze d’onda; (——) 220 nm; ( - - - - ) 260 nm).
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311

349

349

Abb.

Figura 44: (a) Spettro di massa FAB del fosfocitrato standard dopo HPLC in fase
inversa. (b) Spettro di massa FAB del fosfocitrato sintetizzato enzimaticamente, dopo
HPLC a fase inversa. (Abb. rel.: abbondanza relativa; Gly: glicerolo).
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Figura 45: Spettri MIKE degli ioni a m/z 311 (a) e 349 (b) presenti negli spettri FAB
della Figura 44.
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5.1.4 Discussione

Lo studio dei parametri cinetici sopra riportati permette di ampliare le
conoscenze sull’attivita fosfocitrato sintetasica. 1 risultati ottenuti rientrano
nella logica classica di un’attivita enzimatica, a cominciare dal tipico
andamento a campana della curva in funzione del pH, con un’attivita a pH
prevalentemente basico e un massimo a pH 7.6. L’attivita enzimatica ¢
particolarmente resistente alla denaturazione visto che un tempo di
incubazione fino a 6 ore a 37°C non ne altera 1’attivita, e un tempo di 1 ora a
40°C addirittura incrementa la velociti di reazione. Appena oltre 1 40°C
I’enzima mostra una forte diminuzione di attivita. Questa discreta
termoresistenza € molto importante specialmente in previsione di un progetto
futuro di purificazione dell’enzima. Inoltre, anche il fatto che ci sia una
risposta lineare dell’attivita enzimatica gia a partire da basse concentrazioni
proteiche (inferiori a 100 pg) fino a valori abbastanza elevati (oltre 1 mg), fa
pensare che non ci siano fattori di inibizione rispettivamente né da eventuali
forme proenzimatiche né da prodotti di reazione.

Lo studio sulla distribuzione intracellulare dell’attivita enzimatica mostra
che la sintesi del fosfocitrato avviene sia nei mitocondri che nel citoplasma. Il
fatto che il citrato sia un intermedio del ciclo di Krebs (Figura 47) fa ritenere
probabile ’esistenza di un sistema che regola 1’utilizzazione di un substrato
comune in due vie metaboliche distinte (Figura 47, punto (a) e punto (2)).
Tenendo presente, a questo proposito, che sia I’optimum di pH dell’aconitasi
(circa 7.9), che la sua Ka per il citrato (circa 10-3 M) [Dickman, 1960], sono
ambedue dello stesso ordine di grandezza di quelli della fosfocitrato sintetasi,
significa che sicuramente devono esistere, per quest’ultimo enzima, dei fattoni
di regolazione, che sara opportuno studiare: uno di questi potrebbe forse essere
la stessa concentrazione di calcio mitocondriale. Bisognera anche verificare se
esiste e come viene regolata un’eventule attivita fosfatasica che trasformerebbe
il fosfocitrato in citrato (Figura 47, punto (b)). Inoltre, visto che l’attivita
enzimatica ¢ localizzata anche nel citoplasma, alla regolazione
dell’utilizzazione del substrato da parte della citrato liasi e della fosfocitrato
sintetasi (Figura 47 punto (10) e punto (a’) rispettivamente), si aggiunge il
problema del rientro del PC nel mitocondrio (Figura 47, punto (c)). E logico
pensare, vista la grande selettivita della membrana mitocondriale interna, che il
rientro del fosfocitrato nel mitocondrio avvenga attaverso una permeasi, e
viene quindi da chiedersi se essa sia specifica per il composto o se
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quest’ultimo faccia parte di molecole traslocate da carriers in grado di legare
molecole diverse.

La presenza di un’attivita fosfocitrato sintetasica in diversi organi di ratto e
anche nel rene umano potrebbe forse indurre a pensare a un ruolo del
fosfocitrato piu ampio di quanto le conoscenze attuali permettano di desumere.
11 ruolo endogeno di questo composto, infatti, non ¢ stato ancora interamente
stabilito. A livello dei mitocondri una possibile funzione ¢ quella di proteggere
questi organelli dall’effetto dannoso provocato dalla precipitazione
incontrollata di fosfato di calcio [Lehninger, 1983]. Nel prevenire la
trasformazione del fosfato di calcio amorfo in idrossiapatite cristallina, il PC
probabilmente agisce legando e impedendo la deposizione e la crescita dei
cristalli sui siti di nucleazione [Tew et al., 1980; Williams & Sallis, 1982].
Quindi, la presenza di questa attivitd fosfocitrato sintetasica potrebbe essere
un’espressione della cellula a sintetizzare in loco il PC al momento della sua
richiesta. Questa ipotesi induce a ritenere che la presenza del PC nei diversi
organi sia il nisultato di un’attivita fosfocitrato sintetasica praticamente
ubiquitaria, il che evidenzia che il composto potrebbe svolgere anche ruoli
diversi da quelli finora riportati in letteratura.

In conclusione, sembra chiara la necessita di isolare e purificare 1’enzima, al
fine di conoscere maggiori dettagli sulle caratteristiche della reazione. Quando
sara possibile disporre dell’enzima puro, non ¢ escluso che si riuscira a
comprendere in maniera pia clnara sia i1 fenomem fisiologici di
mineralizzazione, attribuendo funzioni piu precise a molecole come la
fosfatasi alcalina per la quale non si ¢ ancora definito un ruolo chiaro in questo
processo, che a fenomeni patologici come le calcificazioni metastatiche.
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Figura 47: Possibili localizzazioni cellulari della fosfocitrato sintetasi.

(1) Citrato sintetasi; (2) e (3) Aconitasi; (4) Isocitrato deidrogenasi; (5) Complesso
della a-chetoglutarato deidrogenasi, (6) Succinil-CoA sintetasi, (7) Succinato
deidrogenasi; (8) Fumarasi; (9) Malato deidrogenasi; (10) Citrato liasi; (11) Permeast,
(a) e (%) Fosfocitrato sintetasi; (b) Fosfatasi (?); (c) Permeasi (?).
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5.2 STUDIO DELLE MODIFICAZIONI POST-TRADUZIONALI
DEL COLLAGENE DI TIPO I DELL’0OSSO CORTICALE E
TRABECOLARE NEL RATTO

5.2.1 Introduzione

1 tipo e il grado di modificazioni post-traduzionali del collagene sia intra-
che extracellulari (Tabella 2) non sono sempre le stesse [Kivirikko & Myllyla,
1982]. Cosi, nell'uomo, il pattern di glicosilazione dei tessuti molli ¢ diverso
da quello dell'osso [Pinneil et al. 1971]. Inoltre, nell'osso, il grado di
idrossilazione della lisina [Bailey et al., 1993] e di glicosilazione
dell'idrossilisina varia in diverse condizioni fisiologiche e patologiche
[Kivirikko & Myllyla, 1982; Kuivaniemi et al., 1991]. Per spiegare tali
differenze, studi recenti hanno mostrato come l'espressione fenotipica della
cellula sia profondamente influenzata dall'ambiente [Wiley & Sons, 1988]. A
- questo proposito il microambiente corticale ¢ certamente diverso da quello
trabecolare. L'osso trabecolare, infatti, & piu vascolarizzato ed ¢ a contatto con
il midollo osseo [Baron, 1993], risultando quindi piu suscettibile all'azione de1
fattori sistemici e locali che influenzano I’espressione e il metabolismo
cellulari [Manolagas & Jilka, 1992; Bain et al., 1993; Horowitz, 1993; Kalu et
al., 1993a; Kain et al = 1993b; Tumer et al. 1993; Wallach et al., 1993]. Inoitre
1 doe comparumenn svaieono anche una funzione diversa: I'osso corticale ha
soprattutto unma funziome meccanmica e protettiva, I'osso trabecolare svolge
mnvece una funzione metabolica [Baron. 1993].

Poiché differenze funzionali sono il risultato di differenze strutturali, e
poiché il collagene di tipo I rappresenta piu del 90% della matrice ossea, lo
~scopo di questa ricerca ¢ stato quello di verificare se il grado di modificaziom
post-traduzionali nei due compartimenti ossei e nei due sessi siano uguali e se
eventuali differenze riscontrate possano riflettere il loro diverso ruolo
fisiologico.

Tenendo presenti queste considerazioni, ¢ stata analizzata la matrice
collagenica dell’osso corticale e trabecolare del ratto, che € il modello animale
correntemente utilizzato negli studi sul metabolismo del tessuto osseo [Kalu,
1991; Frost & Jee, 1992]. Si sono pertanto studiati il grado di idrossilazione
della lisina, di glicosilazione dell’idrossilisina e di formazione dei cross-links
del pindinio, inoltre il diametro delle fibre di collagene nell’osso corticale e
trabecolare di ratti femmine e maschi di 100 giorni di eta.
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5.2.2 Materiali e Metodi

Animali utilizzati

St sono utilizzati 10 ratti femmina e 10 ratti maschi di 100 giorni di eta, di
ceppo Sprague-Dawley. Gli animali sono stati sacrificati e si sono prelevati le
tibie e i femori.

Preparazione del tessuto

La procedura ¢ stata condotta a 4°C. I femori e le tibie, ripuliti dai tessuti
molli e dai muscoli e lavati con acqua distillata sono stati suddivisi in due aree
anatomicamente distinte: le diafisi contenenti solo osso corticale e le metafisi,
da cui € stato raschiato 1’osso trabecolare. L’osso corticale ¢ stato
frammentato, dopo avere strappato il periostio dalle diafisi.

Trattamento dei campioni ossei prima dell ‘analisi

I campioni sono stati sgrassati tramite trattamento sequenziale, a 4°C, con
metanolo per 16 ore, seguito da cloroformio/metanolo (2:1, v/v) per 48 ore,
quindi da metanolo per altre 16 ore.

Dopo lavaggio con acqua distillata, i campioni ossei sono stati decalcificati
m tubi da dialisi (cut-off 3500) dializzandoli, a 4°C, con EDTA 0.5 M a pH
7.4 [Bailey et al.. 1993].

I campionmi ossei decalcificati sono stati quindi estratti per 24 ore, a
temperatura ambiente. con una soluzione di cloruro di guanidinio 4 M sciolto
m Tns-HCl 50 mM a pH 7.4. per rmunovere dalla matrice collagenica
msolubile le macromolecoie solubili quali i proteoglicani.

I campioni di matrice ossea corticale ¢ trabecolare cosi ottenuti sono stati
liofilizzati, divisi in due aliquote e idrolizzati. Un’aliquota ¢ stata idrolizzata
NaOH 1.5 M (15 mg di peso secco d’osso/ml) per 18 ore a 108°C e, dopo aver
corretto il pH a circa 7.0 con HCl 12 N, sono stati misurati I’idrossiprolina,
P'idrossilisina e i glicosidi dell’idrossilisina. L altra aliquota ¢ stata idrolizzata
per lo stesso tempo e alla stessa temperatura in HC1 6 N (20 mg di peso secco
d’osso/ml) e si sono quindi misurati 1’idrossiprolina e i cross-links del
piridinio.

Preparazione dei campioni per |'esame al microscopio elettronico
I femori e le tibie di 3 ratti femmine di 100 giomi di eta, di ceppo Sprague-
Dawley, ripuliti dai tessuti molli e dai muscoli e lavati con acqua distillata,
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sono stati suddivisi in osso corticale e trabecolare, come sopra descritto. Sono
stati mantenuti separati i campioni di tibia destra da quella sinistra e quelli del
femore destro dal sinistro. Il tessuto ¢ stato fissato in paraformaldeide al 4% in
tampone fosfato. L’indagine ¢ stata eseguita indipendentemente da due
operatori mediante un oculare x25 graduato in mm che ¢ stato posto a contatto
della fotografia relativa al campo ultrastrutturale ingrandito x52.500. Il
collagene ¢ stato misurato su fibre singole tagliate longitudinalmente,
escludendo sezioni oblique al taglio e posizionando I’oculare del microscopio
parallelamente alla striatura.

Dosaggi
a) Dosaggio dell’idrossilisina e dei glicosidi dell idrossilisina

I metodo utilizzato per il dosaggio dell’idrossilisina (OH-Lys), della
galattosilidrossilisina (G-OH-Lys) e della glucosilgalattosilidrossilisina (GG-
OH-Lys) prevede una fase preanalitica di derivatizzazione della molecola e
una fase analitica di separazione da altre molecole derivatizzate presenti nella
matrice [Moro et al., 1984; Moro et al., 1989].

Un’aliquota di campione d’osso idrolizzato viene derivatizzato,
aggiungendovi una pari quantita di carbonato di sodio 0.3 M e una quantita
doppia di cloruro di dansile sciolto in acetone (10 mg/ml). Il cloruro di dansile
¢ una molecola fluorescente molto usata nella derivatizzazione di campioni
che devono essere rilevati spettrofluorimetricamente: esso ¢ in grado di legarsi
con 1 residui amminici dell’idrossilisina e dei glicosidi dell’idrossilisina che
non sono naturalmente fluorescenti {Gray, 1967]. 11 campione viene quindi
incubato a 60°C per 30 minuti, centrifugato e infine analizzato tramite HPLC
(Figura 48).

Il sistema HPLC utilizzato (Beckman, modello System Gold) (Figura 36) ¢
connesso ad un fluorimetro Shimadzu RF551, tramite un’interfaccia analogica
(Beckman, modello 406). Le misure sono state effettuate utilizzando una
lunghezza d’onda di eccitazione di 360 nm e una lunghezza d’onda di
emissione di 490 nm. L’area dei picchi & stata calcolata da un personal
computer IBM. Si ¢ utilizzata una colonna a fase inversa (Beckman, Cg
Ultrasphere-ODS) lunga 25 c¢cm, con diametro interno di 4.6 mm, impaccata
con particelle di diametro di 3 um, munita di precolonna. Si sono iniettati 20
ul di campione.

La fase mobile ¢ costituita da due tamponi: A e B. Il tampone A ¢ formato
da 125 ml di acetonitrile, 50 ml di 2-propanolo, portato a volume di 1000 ml
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con acetato di sodio 0.05 M. Il pH viene corretto a 6.3 con acido acetico. Il
tampone B ¢ formato da 500 ml di acetonitrile, 10 ml di 2-propanolo, portato a
volume di 1000 ml con acetato di sodio 0.05M. Il pH viene corretto a 6.5 con
acido acetico.

11 programma di separazione cromatografica richiede il seguente gradiente
di eluizione: ’

TEMPO (minut)) FLUSSO (ml/min) %B DURATA (min)
0 1 0
0.1 1 475 22
21.50 0.9 47.5
25 1 100 6
35 1 0 0.1

Poiché lo spazio nel cromatogramma ¢ molto limitato, qualunque standard
interno aggiunto al campione in modo da minimizzare gh erron analitici,
coeluirebbe con picchi aspecifici e sarebbe mascherato da essi. Per superare
questo problema, nella determinazione della concentrazione dell’idrossilisina e
dei glicosidi dell’idrossilisina, si usa come standard esterno la L-lisina [de
Bernard et al., 1989]. E stata fatta una curva di calibrazione utilizzando un
bianco e tre diverse concentrazioni di L-lisina (7.5, 15 e 30 uM) previamente
derivatizzata con cloruro di dansile. Essendo lo standard esterno in forma L,
esso si didansila dando un unico picco. Riportando i valori di concentrazione
contro le aree dei picchi ottenuti, si ottene una retta la cui pendenza
rappresenta le unita di fluorescenza per micromole di lisina.

Dato che il contenuto dell’idrossiprolina dell’osso corticale e trabecolare
non ¢ significativamente diverso in entrambi i sessi (Tabella 7), la quantita di
ciascun composto € espressa come rapporto molare con 1’idrossiprolina.
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Figura 48: Profilo cromatografico dei glicosidi dell’idrossilisina (GG-OH-Lys, G-OH-
Lys) e di idrossilisina (OH-Lys) in un tipico campione di idrolizzato d’osso
derivatizzato con cloruro di dansile secondo la procedura descritta in Materiali e
Metodi (GG-OH-Lys: I picco = monodansile; II picco = didansile; G-OH-Lys: I picco

= monodansile; II picco = didansile; OH-Lys: I picco = monodansile; II picco =
didansile).
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b) Dosaggio dei cross-links del piridinio

La determinazione dei cross-links del piridinio ¢ stata effettuata tramite
HPLC in fluorescenza.

Il sistema HPLC utilizzato (Beckman, System Gold) ¢ lo stesso di quello
descritto per la determinazione dei glicosidi dell’idrossilisina. Si sono usate
una lunghezza d’onda di eccitazione di 297 nm e una lunghezza d’onda di
emissione di 395 nm. Si é utilizzata una colonna a fase inversa (Beckman, Cg
XL-ODS) lunga 7 cm, con diametro interno di 4.6 mm, impaccata con
particelle di diametro di 3 pum, fornita di precolonna. Si sono imettati 100 pl di
idrolizzato diluito 1:30 con una soluzione acquosa di acido n-
eptafluorobutirrico (HFBA) all’ 1%.

La fase mobile ¢ costituita da due solventi: A e B. Il solvente A ¢ costituito
da cloruro d’ammonio 20 mM, EDTA 0.6 mM e 0.13% HFBA, portato a pH 2
con HCl. II solvente B ¢ acetonitrile. La piridinolina (PID) e 1la
deossipiridinolina (DPD) sono state separate in condizioni isocratiche usando
il 9% di solvente B ad una velocita di flusso di 1 ml/min (Figura 49).

Le concentrazioni dei cross-links del piridinio sono state determinate
utilizzando PID e DPD estratti da urine e calibrati in base ad uno standard
gentilmente fornito dal Dr. D. Uebelhart (Universita di Ginevra). Poiché il
contenuto dell’idrossiprolina dell’osso corticale e trabecolare non ¢
significativamente diverso in entrambi i sessi (Tabella 7), i risultati sono stati
espressi come rapporto molare con 1’idrossiprolina (somma delle moli dei
cross-links del piridinio (PID + DPD) per mole di idrossiprolina).

¢) Dosaggio dell’idrossiprolina

1 metodo utilizzato per il dosaggio dell’idrossiprolina (Hyp) prevede una
semplice e rapida fase preanalitica e una cromatografia isocratica [Teerlink et
al., 1989].

La fase preanalitica comporta, dopo idrolisi acida, la derivatizzazione con
orto-ftalaldeide (OPA) per bloccare i gruppi amminici primari e con
fluorenilmetossicarbonilcloruro (FMOC-CI) per derivatizzare,
successivamente, gli amminoacidi con gruppi amminici secondari, tra cui
appunto 1’idrossiprolina.

Per la derivatizzazione dei campioni si ¢ utilizzata la seguente procedura: a
50 pl di campione sono stati aggiunti 50 pl di standard interno (deidroprolina
300 pM) e 200 pl di borato di sodio 0.6 M; dopo agitazione sono stati aggiunti
50 pl di soluzione di 2-mercaptoetanolo 0.75 M in acetonitrile e 50 pl di
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soluzione di OPA 0.37 M in acetonitrile. I campioni sono stati agitati per 10
secondi e poi lasciati riposare per 5 minuti; in seguito sono stati trattati con
100 pl di una soluzione di iodoacetamide 0.75 M in acetonitrile. Dopo
ulteriore agitazione sono stati aggiunti 75 ul di una soluzione 5 mM di FMOC-
Cl, si ¢ agitato nuovamente, quindi si € lasciato a riposo per 10 minuti. Infine
sono stati aggiunti 10 mi di acqua distillata. Si sono iniettati 20 pl.

Il sistema HPLC ¢ lo stesso utilizzato per la determinazione dei glicosidi
dell’idrossilisina. Si sono impiegate una lunghezza d’onda di eccitazione di
260 nm e una lunghezza d’onda di emissione di 330 nm. Si ¢ utilizzata una
colonna a scambio anionico forte (Whatman, Partisphere SAX) lunga 11 cm,
con diametro interno di 4.7 mm, impaccata con particelle di diametro di Sum,
fornita di precolonna.

La fase mobile & costituita da 7 ml di formiato d’ammonio 2 M a pH 3.7,
200 ml di acetonitrile, 100 ml di 2-propanolo, portata a volume di 1000 ml con
acqua distillata. La separazione dei composti avviene in condizioni isocratiche,
a flusso di 1 ml/min (Figura 50). |

La concentrazione dell’idrossiprolina (umol/L) €& calcolata in base al
rapporto tra 1’altezza del picco della stessa e 1’altezza del picco dello standard
interno.

Statistica

Le differenze statistiche tra i gruppi sono state valutate applicando il fest di
Student per coppie di dati non appaiati.
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Figura 49: Profilo cromatografico dei cross-links del piridinio (piridinolina e
deossipiridinolina) in un tipico campione di idrolizzato d’osso.
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Figura 50: Profilo cromatografico dell’idrossiprolina in un tipico campione di
idrolizzato d’osso derivatizzato secondo la procedura descritta in Materiali e Metodi.
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5.2.3 Risultati

Idrossilazione della prolina

La Figura 50 mostra il profilo cromatografico dell’idrossiprolina in un
tipico campione di idrolizzato d’osso derivatizzato seconda la procedura
descritta in Materiali e Metodi. Il cromatogramma ¢ completato in circa 6
minuti. |

Il contenuto di idrossiprolina del collagene dell’osso corticale e trabecolare
non & significativamente diverso in entrambi i sessi, come mostrato nella
Tabella 7.

Tabella 7: Contenuto di idrossiprolina del collagene dell’osso corticale e trabecolare
in ratti femmine e maschi.*

OSSO CORTICALE OSSO TRABECOLARE

RATTI FEMMINE 0.50£0.04 0.50£0.06

RATTI MASCHI 0.51+£0.06 0.50 £ 0.04

* I valori sono espressi come mmol/g di peso secco £ D.S.

Idrossilazione della lisina e glicosilazione dell’idrossilisina

La Figura 48 mostra il profilo cromatografico di un tipico campione di
idrolizzato d’osso derivatizzato con cloruro di dansile. 11 diglicoside
dell’idrossilisina, essendo piu polare, eluisce dalla colonna a fase inversa
prima del monoglicoside. L’idrossilisina libera, composto ancora meno polare
del monoglicoside, interagendo piu saldamente con la fase stazionaria apolare,
viene eluita per ultima. Tutti questi composti si presentano come un picco
doppio poiché, in seguito all’idrolisi del campione, si ha la formazione dei loro
racemi (D,L), quindi si formano i derivati mono e didansilati degli stessi. In
base alle proprieta lipofiliche dei derivati, al confronto con standard di tipo
racemico € a studi di spettrometria di massa, € stato stabilito che, nelle coppie
di picchi, il primo picco rappresenta la forma monodansilata ed il secondo
quella didansilata del composto in esame [Moro et al., 1984; Moro et al,,
1989]. Come mostra il profilo di eluizione, 1’area sottesa dal primo picco della
coppia di picchi della GG-OH-Lys ¢ maggiore di quella del secondo picco,
mentre il contrario accade per la coppia di picchi della G-OH-Lys e dell’OH-
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Lys. Cio significa che, per quanto riguarda la GG-OH-Lys, la quantita di
molecola didansilata risulta minore di quella della G-OH-Lys e dell’OH-Lys, a
causa del maggiore ingombro sterico della porzione glucidica del diglicoside
rispetto al monoglicoside e alla molecola non glicosilata. Essendo la curva di
calibrazione basata sull’area dello standard esterno (lisina) che si presenta in
forma didansilata, per calcolare la concentrazione dell’idrossilisina e dei
glicosidi dell’idrossilisina si deve moltiplicare per 2 I’area del picco del
monodansile e sommare a questa quella del picco del didansile. L’area totale
cosi ottenuta viene utilizzata per estrapolare, sulla curva di taratura, la
concentrazione dei tre composti.

I contenuto di idrossilisina totale (idrossilisina + idrossilisina glicosilata)
del collagene dell’osso corticale e trabecolare nei ratti femmina (Figura 51a) e
nei ratti maschio (Figura 52a) non ¢ significativamente diverso. I contenuto di
idrossilisina e di idrossilisina glicosilata & significativamente diverso nel
collagene dell’osso corticale e trabecolare di entrambi i sessi. La molecola di
collagene dell’osso corticale dimostra avere un piu alto numero di residui di
idrossilisina rispetto a quella dell’osso trabecolare (Figura 51b, p = 0.003 per
le femmine; Figura 52b, p = 0.02 per i maschi). Al contrario, la glicosilazione
dell’idrossilisina ¢ piu pronunciata nel collagene dell’osso trabecolare che in
quello dell’osso corticale (Figura 51c, p = 0.001 nelle femmine; e Figura 52c,
p = 0.03 nei maschi).

Cross-links del piridinio

La Figura 49 mostra il profilo cromatografico dei cross-links del piridinio di
un tipico campione di idrolizzato d’osso. Come si puo notare, i due composti
risultano ben separati. La piridinolina, composto piu polare, eluisce dalla
colonna a fase inversa a un tempo inferiore rispetto a quello della
deossipiridinolina. 1l cromatogramma ¢ completato in meno di 5 minuti.

Anche il contenuto di cross-links del piridinio del collagene dell’osso
corticale e trabecolare risulta significativamente diverso in entrambi i sessi. Le
Figure 51d e 52d mostrano che 1’0sso trabecolare contiene quantita di cross-
links del piridinio piu basse dell’osso corticale. La differenza statistica ¢
altamente significativa per le femmine (p = 0.0001) e raggiunge la
significativita nei maschi (p = 0.04).
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Correlazione

Esiste una correlazione, di tipo lineare inverso, tra idrossilisina glicosilata e
cross-links del piridinio, come mostrato nella Figura 53a per 1 ratti femmina (r
=—0.455, p = 0.04) e 53b per i ratti maschi (r =— 0.426, p = 0.06).

Confronto del grado di modificazioni post-traduzionali tra i due sessi

La Figura 54 mostra le differenze nel grado delle modificazioni post-
traduzionali del collagene tra i due sessi (pannello superiore: osso trabecolare;
pannello inferiore: osso corticale). Le femmine mostrano un grado di
modificazioni post-traduzionali piu alto dei maschi, come dimostrano le
differenze statistiche che sono sempre significative fra i due gruppi.

Spessore delle fibre di collagene

I dati ottenuti relativi ad un animale, sono riassunti nella Tabella 8. Essi
dimostrano che non vi & una differenza statisticamente significativa tra lo
spessore del collagene dei due compartimenti ossei in tutti i segmenti ossei
esaminati. Si ¢ dimostrata una differenza di valutazione nell’ambito degli
operatori, probabilmente dovuta alla variabilita dello spessore del collagene in
relazione alla striatura. I dati relativi agli altri 2 ratti sono analoghi (dati non
mostrati).
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Tabella 8: Diametro delle fibre di collagene dei due compartimenti ossei.

Campione Media statistica (nm) Deviazione standard
Tibia CORTICALE ds* 36.91 5.35
Tibia TRABECOLARE ds* 38.00 10.49
Tibia CORTICALE sn* 35.57 6.34
Tibia TRABECOLARE sn* 35.39 7.56
Femore CORTICALE ds* 34.60 6.86
Femore TRABECOLARE ds* 37.18 7.95
Femore CORTICALE sn* 36.62 7.30
Femore TRABECOLARE sn* 35.41 934
Tibia CORTICALE ds** 4497 8.27
Tibia TRABECOLARE ds** 41.63 9.90
Tibia CORTICALE sn** 43 .41 824
Tibia TRABECOLARE sn** 41.80 8.39
Femore CORTICALE ds** 42.96 13.91
Femore TRABECOLARE ds** 41.54 .. 11.06
Femore CORTICALE sn** 43.53 10.03
Femore TRABECOLARE sn** 40.22 9.92

I campioni contrassegnati con (*) sono stati esaminati da un operatore diverso da
quello che ha esaminato i campioni contrassegnati con (**). (ds = destro, sn =
Sinistro).

Le differenze fra i diametri delle fibre di collagene dei due compartimenti ossei nei
corrispondenti frammenti non sono statisticamente significative.
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5.2.4 Discussione

In un lavoro precedente [Michalsky et al., 1993] in cui sono stati studiati gli
effetti dell’ovariectomia sulla glicosilazione del collagene del tessuto osseo,
non erano state evidenziate differenze statisticamente significative nel
contenuto di galattosilidrossilisina e glucosilgalattosilidrossilisina tra
collagene dell’osso trabecolare e corticale nei ratti sottoposti a falso intervento
chirurgico. Nonostante la mancanza di significativita, comunque, si poteva
notare una chiara tendenza verso una maggior glicosilazione del collagene
dell’osso trabecolare rispetto a quello corticale.

In questa ricerca, aumentando il numero di animali e migliorando la
procedura di purificazione dei campioni, si € potuto individuare un diverso
grado di modificazioni post-traduzionali nell’osso corticale rispetto a quello
trabecolare in entrambi i sessi, a 100 giorni di eta. Inoltre, il grado di
modificazioni post-traduzionali intracellulari sembra influenzare la quantita di
cross-links non riducibili. Questo ¢ suggerito dalla relazione lineare inversa tra
1 residui di idrossilisina glicosilata e le molecole di cross-links del piridinio
che, comunque, raggiunge una differenza statisticamente significativa solo
nelle femmine. Nei maschi, sebbene questa correlazione non raggiunga la
significativita (p = 0.06), poiché due valori stanno fuori dalla curva di
correlazione (Figura 53b), si pud osservare una certa tendenza verso la
significativita.

Mentre il contenuto totale di idrossilisina (idrossilisina libera + idrossilisina
glicosilata) non differisce fra i due compartimenti ossei, questi dati mostrano
un aumento dell’idrossilisina glicosilata nell’osso trabecolare comparato a
quello corticale (23% nelle femmine ¢ 19% nei maschi). Al contrario, il
contenuto di cross-links del piridinio nell’osso trabecolare ¢ piu basso di
quello corticale (15% nelle femmine e 16% nei maschi). Questa osservazione €
in accordo con recenti studi condotti su tessuto umano [Eyre et al., 1988] e nel
ratto [Black et al., 1989], che mostrano che 1’0osso trabecolare contiene
concentrazioni di cross-links pin basse dell’osso corticale. Tuttavia, in questi
lavori non era stata misurata 1’idrossilisina glicosilata e quindi non si poteva
stabilire una possibile relazione tra questi due composti. Per spiegare questa
osservazione, i dati di letteratura sembrano essere contradditori. Infatti, mentre
¢ stato stabilito che la maggior parte dei cross-links nel collagene di diversi
tessuti ¢ glicosilata [Eyre & Glimcher, 1973; Robins and Bailey, 1973],
Iidrossilisina glicosilata non sembra agire come substrato per la lisil ossidasi,
quindi non puo formare la corrispondente aldeide [Eyre et al.,, 1984] (Figura
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10). Se cosi fosse, un piu alto contenuto di idrossilisina glicosilata
implicherebbe un piu basso contenuto di idrossiallisina che ¢ i1l composto di
base per la formazione dei cross-links nel collagene (Figura 10). Comunque,
questa osservazione pud essere solo parzialmente spiegata sulla base di
un’aumentata glicosilazione del collagene dell’osso trabecolare. Un’altra
ragione potrebbe essere trovata considerando che 1’osso trabecolare ha una
velocita di furnover maggiore di quella dell’osso corticale [Eyre et al., 1988],
percio I'osso trabecolare non ha la stessa quantita di tempo per formare la
stessa quantita di cross-links che si formano nell’osso corticale.

Da questo studio ¢ emerso anche che il grado di modificazionmi post-
traduzionali intra ed extracellulari sono differenti tra i sessi, essendo maggiori
tra le femmine nspetto ai maschi (Figura 54). Al momento non esistono
evidenze dirette per spiegare questa osservazione, sebbene sia probabile che le
differenze osservate possano essere il risultato della diversa influenza degli
ormoni sessuali femminili e maschili sulla sintesi del collagene. Da questi dati,
infatti, sembra che gli androgeni abbiano una maggiore capacita inibitoria
sulle modificazioni post-traduzionali del collagene, quali la glicosilazione,
rispetto agli estrogeni. Ancora non & possibile stabilire se questo effetto sia
dovuto ad un’inibizione diretta degli ormoni sessuali sugli enzimi coinvolti
nelle modificazioni post-traduzionali del collagene, o al fatto che gli ormoni
sessuali promuovano 1’accelerazione dell’avvolgimento delle catene o nella
tripla elica, che diminuirebbe il tempo d’azione degli stessi enzimi [Prockop &
Kivirikko, 1979].

Importante sembra essere il fatto che questi risultati evidenziano
significative differenze funzionali fra le fibre di collagene dell’osso corticale e
trabecolare. Le analisi al microscopio elettronico hanno dimostrato che il
diametro delle fibre del collagene dell’osso corticale ¢ uguale a quello delle
fibre dell’osso trabecolare. Sembra quindi che I’aumento del contenuto di
idrossilisina osservato nell’osso corticale (15% nelle femmine e 18% nei
maschi; Figura 51b e 52b) possa compensare la sovraglicosilazione dell’osso
trabecolare (Figura Slc e 52c), portando cosi alla formazione di fibre dello
stesso diametro. La maggior glicosilazione del collagene dell’osso trabecolare
potrebbe perd influenzare 1’orientamento spaziale delle fibre. Al contrario, il
piu basso numero di cross-links del piridinio nel collagene dell’osso
trabecolare (Figura 51d e 52d) suggerisce che le fibre hanno una minore
stabilita [Bailey et al, 1974, Eyre et al., 1988; Bailey et al., 1993].
L’architettura della matrice nei due compartimenti ossei potrebbe quindi non
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essere la stessa, poiché la matrice trabecolare risulterebbe meccanicamente
sfavorita. La matrice dell’osso corticale invece, sembrerebbe essere piu stabile,
grazie al maggior numero di cross-links che le conferiscono una maggiore
forza meccanica.

Queste considerazioni conducono alle relazioni tra matrice, minerale e
proprietd meccaniche dell’osso. A questo proposito, i cambiamenti della
matrice sono senza dubbio rilevanti per le proprieta meccaniche dell’osso
[Landis, 1995a]. Per esempio Yang et al. [Yang et al., 1993b] hanno
dimostrato che in topi alimentati con un’alta concentrazione di acido fulvico o
con una dieta povera di selenio, si ha un aumentato grado di idrossilazione
della lisina. Questa sovramodificazione del collagene ¢ associata ad una ridotta
stabilita termica della proteina e ad una diminuita resistenza meccanica della
tibia.

Dal modello animale sperimentale di Landis e McEven [Landis, 1995a]
risulta ancora piu chiara la relazione tra matrice, minerale e proprieta
meccaniche dell’osso. Questo modello, in cui il principale componente
organico della matrice ¢ un collagene modificato, in quanto € un omotrimero
formato da tre catene o; di tipo I, mostra che le dimensioni, la forma e
I’interazione dei cristalli con il collagene, sono diverse da quelle ritrovate nel
tendine d’Achille del tacchino domestico usato come riferimento, la cui
matrice contiene un collagene di tipo normale, determinando la formazione di
un osso piu fragile se confrontato con quello normale. Ci6 dimostra che la
natura molecolare della matrice organica influenza le caratteristiche della fase
minerale, alterando in tal modo la resistenza meccanica e le caratteristiche
biologiche dell’osso.

D’altra parte Batge e coautori [Batge et al., 1992] hanno dimostrato che il
grado di idrossilazione deila lisina deila catena a,(I) del collagene. correla
inversamente con il volume trabecolare osseo (TBV) e con la densita media
del piatto trabecolare. Inoltre, gli stessi aurori hanno dimostrato che 1l rapporto
tra contenuto di idrossilisina ¢ TBV ¢ piu alto in donne in postmenopausa che
in donne in premenopausa ed ¢ ancora piu alto in donne con osteoporosi
conclamata.

Infine, Bailey e coautori [Bailey et al., 1992] hanno dimostrato che il
collagene della testa del femore di soggetti osteoporotici presenta un
incremento del 39% nel grado di idrossilazione della lisina rispetto a quello di
soggetti normali. Dunque, senza dubbio, I’architettura della matrice ha
rilevanza nel determinare le proprieta biomeccaniche dell’osso.
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Sulla base delle considerazioni sopra citate e dal momento che qualunque
alterazione nelle dimensioni e nella forza di torsione della fibra di collagene
puo influenzare il sito di nucleazione per la formazione del minerale
[Glimcher, 1976; Landis, 1995a; Landis et al., 1995b], sembra logico
aspettarsi che anche la componente minerale dell’osso corticale e trabecolare
sia diversa.

In conclusione, i risultati di questo studio mostrano che, nel ratto, il
collagene dell’osso corticale presenta un grado di modificazioni post-
traduzionali diverso da quello dell’osso trabecolare, portando alla formazione
di una matrice organizzata in maniera diversa nei due compartimenti. Di
conseguenza, anche il tipo di minerale che si associa a questa matrice potrebbe
non essere lo stesso nei due compartimenti, determinando la formazione di un
osso corticale funzionalmente diverso da quello trabecolare. Cosi, le differenze
funzionali nei due compartimenti ossei potrebbero essere determinate da
differenze strutturali sia nella matrice che nella fase minerale. Questo ¢ stato lo
spunto per lo studio successivo.
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5.3 CARATTERIZZAZIONE CHIMICA E STRUTTURALE
DELLA FASE MINERALE DELL’OSSO CORTICALE E
TRABECOLARE NEL RATTO

5.3.1 Introduzione

La fase minerale dell’osso & costituita da idrossiapatite (HA) a basso grado
di cristallinita, caratterizzata dalla presenza di numerosi ioni estranei (Capitolo
1.1.3) [Posner, 1969, Pugliarello et al., 1973; Baud & Very, 1982]. Tra gli ioni
bivalenti che possono essere associati alle apatiti biologiche, il magnesio
riveste un’importanza notevole, in virti della sua quantita e del suo
fondamentale ruolo strutturale sull’idrossiapatite [LeGeros & LeGeros, 1984,
Bigi et al., 1993]. Infatti il magnesio, che pud sostituire il calcio nella struttura
del’HA fino a circa 10 atomi % [Bigi et al., 1995] ed ¢ noto inibire la
cristallizzazione dell’idrossiapatite in soluzione [Posner et al., 1984], quando
associato all’HA ne destabilizza la struttura e favorisce la sua conversione
termica in B-tricalcio fosfato (B-TCP) [Bigi et al., 1988a; Bigi et al., 1992;
Bigi et al., 1993]. Nei tessuti calcificati, la quantita di magnesio associata alla
fase apatitica ¢ piu alta all’inizio del processo di calcificazione e diminuisce
all’aumentare della calcificazione [Burnell et al., 1980; Bigi et al., 1988a; Bigi
et al., 1992]. Inoltre, le apatiti biologiche di solito contengono quantita
apprezzabili di carbonato. Come gia detto (Capitolo 1.1.3), la struttura
dell’HA puo ospitare ioni carbonato in due diversi siti: il sito A, dove essi
sostituiscono gli ioni OH , e il sito B, dove essi sostituiscono i gruppi PO,3-
[LeGeros et al., 1967; Bonel, 1972; Elliott, 1980]. La presenza del carbonato,
che nelle apatiti biologiche di solito occupa i siti B, puoé ridurre ’effetto
destabilizzante che alcuni ioni, come il magnesio, hanno sulla struttura
dell’HA [Baravelli et al., 1984; Apfelbaum et al., 1990]. Le apatiti biologiche
di differenti tessuti calcificati normali e patologici, mostrano composizione
chimica, cristallinita e stabilita diverse [Baud & Very, 1982; Rey et al., 1990].
Tra i fattori che influenzano il processo di mineralizzazione, la dimensione dei
cristalli gioca un ruolo importante, poiché essa determina I’area superficiale e,
di conseguenza, influenza la stechiometria e la solubilita delle apatiti
biologiche [Arsenault & Grynpas, 1988). Nei tendini calcificati e nelle ossa in
condizioni fisiologiche, il contenuto di magnesio diminuisce, mentre il
contenuto di carbonato, il rapporto molare Ca/P, le dimensioni dei cristalliti e
la stabilita dell’HA aumentano all’aumentare della calcificazione [Burnell et
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al., 1980; Grinpas et al., 1984; Bigi et al., 1992; Roberts et al., 1992]. Inoltre,
’analisi biochimica dell’osso in fase di maturazione rivela un progressivo
aumento del contenuto di minerale e una relativa diminuzione di matrice
ossea, sebbene la quantita di collagene nella matrice aumenti [Burnell et al.,
1980; Landis et al., 1995b]. Poiché le fibrille di collagene rappresentano le
macromolecole strutturali dei tessuti collagenici calcificati, le differenze
osservate nella fase minerale potrebbero essere correlate alle modificazioni del
collagene. Nell’Osteogenesis imperfecta di tipo II la diminuzione del
contenuto di collagene, che porta a una struttura collagenica anormale, ¢
associata ad un’anormale mineralizzazione ossea [Cohen-Solal et al., 1994].
Inoltre ¢ stato trovato che, nell’Osteogenesis imperfecta, il rapporto molare
Ca/P e le dimensioni dei cristalli di idrossiapatite associati al collagene sono
minori che nel collagene normale [Vetter et al., 1991; Cassella & Yousuf Al,
1992]. Infine, nell’osso osteoporotico di donne in postmenopausa con bassa
densita minerale, trattate con sistemi sottocutanei a rilascio controllato di
estrogeni, € stata trovata una relazione diretta tra la concentrazione di cross-
links del piridinio e la densita minerale ossea [Holland et al., 1994}.

Lo studio descritto precedentemente ha evidenziato, nel ratto, che il
collagene del compartimento osseo corticale ha un grado di modificazioni
post-traduzionali diverso da quello del collagene dell’osso trabecolare. L’osso
corticale contiene una maggiore quantita di residui di idrossilisina e di cross-
{inks del piridinio. mentre ’0sso trabecolare mostra una maggiore quantita di
idrossilisina glicosilata. I1 minor contenuto di cross-links del piridinio nel
collagene dell’osso wabecolare suggerisce che le fibnille hanno una ndoua
stabilita, mentre la matrice del compartimento corticale sembrerebbe essere pr
stabile, visto il maggior numero di cross-/inks non riducibili che conferiscono
forza meccanica alla struttura ossea. Queste scoperte, che come gia detto non
sono sorprendenti viste le differenti funzioni svolte dai due compartimenti
ossel, € 1l fatto che qualunque alterazione nella dimensione e nella forza di
tensione delle fibrille di collagene potrebbe influenzare il sito di nucleazione
per la formazione del minerale [Glimcher, 1976], hanno portato ad ipotizzare
I’esistenza di differenze nelle fasi minerali, determinate dalle diverse matrici
collageniche.

Per verificare I’influenza del grado di modificazioni post-traduzionali del
collagene sulle proprieta della fase inorganica, & stato condotto questo studio
di caratterizzazione chimica e strutturale delle fasi minerali isolate dai
compartimenti ossei corticale e trabecolare del ratto. I risultati ottenuti mettono
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in evidenza parecchie differenze che possono essere interpretate come il
risultato di differenti gradi di maturazione dei due compartimenti.

Questa ricerca, che analizza la fase minerale dei due compartimenti ossel, si
puo considerare la continuazione della precedente, giungendo cosi a una
caratterizzazione biochimica completa del tessuto osseo nei due compartimenti
in condizioni fisiologiche.

5.3.2 Materiali e Metodi

Animali utilizzati

Si sono utilizzati 10 ratti femmina di ceppo Sprague-Dawley di 100 giorni
di etd. Gli animali sono stati sacrificati e si sono prelevati le tibie e 1 femori
che sono stati ripuliti dai tessuti molli e dai muscoli.

Preparazione dei campioni

I campioni ossei sono stati suddivisi in due aree anatomicamente distinte: le
diafisi contenenti solo osso corticale e le metafisi, da cut ¢ stato raschiato
’osso trabecolare. L’osso corticale ¢ stato frammentato, dopo avere strappato
il periostio dalle diafisi.

I campioni liofilizzati sono stati macinati in un mortaio di agata per alcuni
minuti, per evitare il surriscaldamento. Le polvert sono state successivamente
setacciate ad un diametro medio compreso tra 0.18 ¢ 0.32 mm. Ciascuno de1
due pools di osso corticale e trabecolare ¢ stato diviso in sei different
campioni che sono poi stati esaminati separatamente.

L’analisi della fase morganica ¢ stata condotta su campioni di osso corticale
e trabecolare deproteinati con idrazina (N-H,) [Bigi et al., 1992], che, in
accordo con Termine J.D. ¢t al. [Termme et al., 1973}, non induce aiteraziom
nelle proprieta strutturali della fase minerale.

Analisi di diffrazione di raggi-X

I diagrammi di diffrazione su polveri dei campioni deproteinati, sono stati
registrati con un diffrattometro automatico Philips PW 1050/81, dotato di un
monocromatore di grafite sul raggio diffratto. Si & utilizzata la radiazione Ka
del rame (A = 0.154 nm). Lo schema dello strumento ¢ riportato in Figura 55.

E stato esplorato il campo di 29 compreso tra 10° e 65° alla velocita di
scansione di 0.5°/min. Le costanti reticolari sono state determinate dai dati di
diffrazione con un programma di calcolo apposito basato sul raffinamento, con

169



il metodo dei minimi quadrati, dei valori angolari di un numero di riflessi
variabile da 3 a 15, ottenuti nel campo di 29 appena citato.

I riconoscimento delle fasi cristalline & stato effettuato confrontando i
diffrattogrammi con le schede della “Joint Committee on Powder Diffraction
Standards” relative ai composti inorganici.

Al fine di calcolare le dimensioni e la cristallinita dei cristalliti, ulteriori dati
di diffrazione di raggi-X sono stati ottenuti in due regioni: picco (002)
compreso nel campo di 23 fra 24.4° ¢ 27.4° e picco (310) compreso nel campo
di 28 fra 37.4° e 41.5°, tramite scansione graduale usando un periodo di tempo
di conteggio fisso di 30 secondi e una velocita di scansione di 0.1%1ntervallo.

Figura 55: Schema di un diffrattometro di raggi-X.
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Spettroscopia ad assorbimento infrarosso (IR)

I campioni sono stati preparati mescolando 1 mg di sostanza a 300 mg di
KBr (ad uso spettroscopico) e pressando la miscela ad 8 atm per 3 minuti.

Gli spettri di assorbimento infrarosso sono stati registrati impiegando uno
spettrofotometro a reticolo Perkin-Elmer mod. 380. La registrazione ¢ stata
operata nel campo compreso fra 4000 cm-! e 400 cm-l, ad una velocita di
scansione di 72 cm-! /min.

Analisi termogravimetrica

L’analisi termogravimetrica ¢ stata condotta sui campioni polverizzati
usando una termobilancia Perkin Elmer mod. TG-7 fornita di un sistema di
elaborazione elettronica dei dati P.E. 3700.

Il nscaldamento ¢ stato condotto utilizzando un crogiolo di platino, con un
flusso d’aria di 20 cm3/min ad una velocita di 5°C/min fino a 900°C. I pesi dei
campioni erano compresi nell’intervallo 5-10 mg.

Spettroscopia ad assorbimento atomico

Il contenuto di calcio e magnesio nei campioni ¢ stato determinato tramite
spettrofotometria ad assorbimento atomico, utilizzando uno spettrofotometro
Perkin Elmer 373 e una coppia di lampade a catodo cavo Cathodeon
alimentate con una corrente di 4 mA nel caso del calcio € 2.7 mA nel caso del
magnesio. L’assorbanza delle soluzioni ¢ stata misurata aspirandole alla
velocita costante di 5 ml/min e nebulizzandole su una fiamma aria-acetilene
(rapporto di flusso 55/32), ad una A che assume il valore di 422.7 nm e 285.2
nm per il calcio e il magnesio rispettivamente; il raggio incidente ¢ stato
collimato attraverso una fenditura di 0.7 mm.

Si ¢ integrato il segnale elettronicamente in un tempo di 5 sec; per ogni
campione sono state effettuate 6 letture ad intervalli successivi di S sec,
facendo la media dei valori ottenuti. La preparazione delle soluzioni ¢ stata
condotta nel modo seguente:

- circa 0.01 g di tessuto, ridotto a cenere, sono stati solubilizzati in 12 ml di

HC1 2 N e diluiti a 100 ml con acqua bidistillata;

- 1 ml di questa soluzione ¢ stato mescolato con 2 ml di una soluzione di

La3* al 10%, in HCI 6 N e diluito a 25 ml con acqua bidistillata.

11 lantanio ¢ stato aggiunto allo scopo di minimizzare le interferenze dovute
alla formazione di fosfati poco volatili dei due metalli in esame.
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La determinazione della concentrazione di Ca2* e Mg2* ¢ infine stata
effettuata utilizzando rette di taratura, costruite misurando 1’assorbanza di
soluzioni ottenute da diluizioni successive di soluzioni standard dei due ioni
nell’intervallo di concentrazioni: 1.0 - 106 g/ml - 4.0 - 10 g/ml per il Ca2*;
0.1-10% g/ml - 1.0 - 10-6 g/ml per il Mg2*

Dall’assorbanza di ogni campione ¢ stata sottratta quella di una soluzione
contenente le stesse concentrazioni finali di tutti i reagenti utilizzati per la
preparazione dei campioni stessi.

Spettroscopia ultravioletta

Lo ione fosfato ¢ stato determinato per via spettrofotometrica come acido
molibdo-vanado-fosforico [Quinlan & De Sesa, 1955].

Si sono effettuate le misure di assorbanza utilizzando uno spettrofotometro
Varian Techtron mod. 635 e una coppia di celle al quarzo di 1 cm di lato,
operando a A = 400 nm e con una fenditura di 0.2 mm.

Le soluzioni sono state preparate nel modo seguente:

- circa 0.037 g di campione sono stati sciolti in 5 ml di HC1O4 8 M e portati

a 100 ml con acqua bidistillata;

- 10 ml di questa soluzione sono stati addizionati di 10 ml di ammonio

metavanadato [NH,VO;] 0.020 M, 20 m! di ammonio molibdato tetraidrato

[(NH4),M004-4H,0] 0.20 M, 4.5 ml di HC1O,4 8 N.

Le concentrazioni dei campioni sono state determinate utilizzando una retta
di taratura ottenuta misurando I’assorbanza di soluzioni diversamente diluite
partendo da una soluzione di KH,PO, 0.014 M. Come riferimento si €
utilizzata una soluzione contenente le stesse concentrazioni finali di tutti i
reagenti utilizzati per la preparazione dei campioni stessi.

5.3.3 Risultati

I contenuto di fase inorganica dei campioni € stato determinato dai risultati
dell’analisi  termogravimetrica. [ diagrammi di termogravimetria-
termogravimetria differenziale (TG-DTG) registrati dai campioni polverizzati
mostrano tre processi termici che sono stati identificati [Bigi et al., 1991]
come segue: perdita di H,O tra 25 e 250°C; decomposizione del collagene e
combustione dei componenti organici residui tra 250 e 450°C; rimozione degh
ioni carbonato dalla fase inorganica tra 700 e 800°C (Figura 56). Mentre i
picchi di temperatura mostrati dai campioni di osso corticale ¢ trabecolare non
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Figura 56: Diagramma di termogravimetria-termogravimetria differenziale (TG-DTG)

di un campione di osso trabecolare.
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differiscono in maniera apprezzabile, le perdite di peso associate con i diversi
picchi permettono di determinare un contenuto di fase inorganica di 62.0 +
0.3% per il compartimento trabecolare e di 66.4 + 0.3% per il compartimento
corticale, come riportato nella Tabella 9. Inoltre, il contenuto di carbonato
rende conto del 2.3 + 0.2% della fase inorganica presente nell’osso corticale e
del 3.8 + 0.2% della fase inorganica presente nell’osso trabecolare (Tabella 9).

Tabella 9: Contenuto di fase inorganica, carbonato, magnesio e rapporto molare Ca/P
dell’osso corticale e trabecolare. Ciascun valore rappresenta la media + DS di 6
campioni.

Contenuto di Contenuto di Contenuto di Ca/P
fase inorganica co; MgZ+ (rapporto molare)
(% in peso) (% in peso) (% in atomi)
Trabecolare 62.0+0.3 23+02 36x0.2 1.50+ 0.2
Corticale 664+03 38+0.2 37+£02 1.63+£02
p <0.001 p <0.001 p>02 p <0.001

Le fasi inorganiche isolate sia dai campioni di osso corticale che da quelli di
osso trabecolare mostrano diagrammi di diffrazione di raggi-X su polveri
caratteristici dell’idrossiapatite a basso grado di cristallinita (Figura 57).

I diagrammi di diffrazione di raggi-X a scansione registrati nell’intorno dei
riflessi (002) e (310) sono stati utilizzati per valutare la dimensione media dei
cristalliti. I valori di D, che sono relazionati alla grandezza dei cristalli di HA
sia nella dimensione piu lunga (002) che in sezione trasversale (310), sono
stati calcolati dall’ampiezza a meta altezza del riflesso preso in considerazione
(B112) usando I’equazione di Sherrer [Alexander et al., 1969]:

KA

P12 cosS

dove A ¢ la lunghezza d’onda dei raggi-X e 9 I’angolo di diffrazione. K ¢ una
costante correlata con la forma del cristallo e scelta uguale a 0.9.
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Figura 57: Diagramma di diffrazione di raggi-X di polven relativo ad un campione

deproteinato di osso corticale.
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I valori medi di D valutati dall’allargamento relativo dei picchi (002) e
(310) sono riportati nella Tabella 10.

Tabellal0: Dimensioni (Dy,;) dei cnstalliti di idrossiapatite dell’osso corticale e
trabecolare valutate dall’ampiezza a meta altezza (B,;) dei picchi (002) e (310).
Ciascun valore rappresenta la media + DS di 6 campioni.

B1/2(002) (°) Dgg, (nm) B12(310X°) D30 (nm)

Trabecolare 0.481 £ 0.006 16.9+0.2 1.26 £0.02 6.7+0.1
Corticale 0.394 + 0.006 207+03 1.16 £0.02 733+0.1
p <0.001 p <0.001

Gli spettri di assorbimento infrarosso dei campioni deproteinati mostrano le
bande di assorbimento caratteristiche dell’idrossiapatite a basso grado di
cristallinita, insieme alle bande a 1455-1430 cm-! e 870 cm! associate con lo
stretching, simmetrico e fuoni dal piano rispettivamente, del carbonato (Figura
58a). Gli spettri di assorbimento infrarosso dei campioni riscaldati fino a
1000°C (Figura 58b) mostrano un globale aumento nell’asprezza delle bande
di assorbimento. In particolare, diventano evidenti le bande di assorbimento a
630 e 3572 cm-! dovute rispettivamente ai moti librazionali e allo stretching
dell’OH, mentre le bande di assorbimento caratteristiche del carbonato non
sono piu visibili. Inoltre, dalle bande di assorbimento a 1120, 970 e 940 cm-!
s1 puo determinare la presenza di B-tricalcio fosfato. In accordo, i patterns di
diffrazione ai raggi-X di questi campioni indicano che il riscaldamento a
1000°C induce non solo un completo aumento nel grado di cristallinita della
fase apatitica, ma anche una parziale conversione dell’idrossiapatite in $-TCP
(Figura 59). La percentuale di quantita relativa di -TCP valutata dal rapporto
delle aree dei massimi di diffrazione piu intensi delle due fasi ¢ del 15% per 1
campioni deproteinati di trabecolare e del 10% per quelli di corticale. Le
costanti reticolari delle fasi apatitiche valutate dai patterns registrati dai
campioni riscaldati a 1000°C e riportate nella Tabella 11 non differiscono
apprezzabilmente. Le fasi inorganiche dei due compartimenti ossei mostrano
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singolari differenze nei rapporti molari Ca/P ¢ contenuti molto simili di
magnesio (Tabella 9).

Tabella 11: Costanti reticolari delle fasi apatitiche valutate dai diagrammi di
diffrazione di raggi-X di polveri delle fasi inorganiche ottenute riscaldando i campioni
di osso trabecolare e corticale a 1000°C. (Tra parentesi sono riportate le deviazioni
standard dell’ultima cifra significativa).

a(A) c(A) - V(A
Trabecolare 9.415(2) 6.884(2) 528.4(2)
Corticale 9.418(4) 6.891(4) 529.3(4)

177



Tt
a

| [

|

A !

\ ,f’

]

|

\

| | i | 1 | |
4000 3000 2000 1000
LUNGHEZZA D'ONDA (cm- 1)

Figura 58: Spettro di assorbimento IR di un campione deproteinato di osso

trabecolare prima (a) e dopo (b) trattamento termico a 1000°C.

178



O

20 : 30 40 50 23(°)

Figura 59: Diagramma di diffrazione di raggi-X di polveri relativo ad un campione
deproteinato di osso corticale trattato termicamente a 1000°C. Viene indicato il pit
intenso picco di diffrazione relativo al B-tricalciofosfato.
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5.3.4 Discussione

I risultati di questo studio mettono in evidenza parecchie differenze
chimiche e strutturali fra le fasi inorganiche dei due compartimenti ossei. La
quantita relativa di fase inorganica, costituita da idrossiapatite a basso grado di
cristallinita, contenente ioni carbonato e magnesio, ¢ leggermente, ma
significativamente inferiore nell’osso trabecolare rispetto a quello corticale.
Inoltre, 1’0sso trabecolare mostra dimensioni medie dei cristalli di
idrossiapatite ridotte rispetto all’0sso corticale, con una riduzione piu evidente
lungo la direzione 002 piuttosto che lungo la direzione 310. Nei tessuti
calcificati, in condizioni fisiologiche, le dimensioni del cristallo di HA
aumentano con la maturazione del tessuto [Burnell et al., 1980; Bonar et al,,
1983; Bigi et al., 1992; Handschin & Stern, 1992; Ziv & Weiner, 1993],
mentre esse mostrano, rispetto ai controlli della stessa eta, valori maggiori in
metafisi osteopetrotiche [Boskey & Marks, 1985] e valori ridotti nell’osso
fragile caratteristico dell’Osteogenesis imperfecta [Vetter et al., 1991; Landis,
1995a). La cristallinita del minerale osseo aumenta rapidamente con l’eta
dell’animale, mentre non varia di molto nelle frazioni a diversa densita
nell’ambito di una stessa eta [Bonar et al., 1983; Rey et al., 1991]. L’aumento
della dimensione media dei cristalli nell’osso normale in crescita ¢ stato
relazionato alla composizione ionica e ai cambiamentt di densita minerale
[Burnell et al., 1980; Arsenault & Grynpas, 1988]. In accordo con questo,
I’apatite dell’osso trabecolare contiene una quantita di ioni carbonato e mostra
un rapporto molare Ca/P inferiori rispetto all’apatite dell’osso corticale. Le
apatiti carbonatate di tipo A e B possono essere distinte sulla base dei loro
parametri di reticolo a e dei loro spettri IR [LeGeros et al., 1967; Bonel, 1972;
Elliott, 1980]. Sfortunatamente, la bassa cristallinita delle apatiti di entrambi 1
compartimenti ossei non permette un’accurata valutazione delle loro costanti
di reticolo. D’altro canto, il riscaldamento a 1000°C provoca non solo un
aumento di cristallinita delle apatiti di entrambi i compartimenti, ma anche la
rimozione degli ioni carbonato dalle fasi apatitiche, che percid mostrano
costanti reticolari molto simili. Comunque, le posizioni delle bande di
assorbimento negli spettri IR dei campioni non trattati indicano che, come
nella maggior parte delle apatiti bologiche, il carbonato sostituisce il fosfato,
dando origine alla cosiddetta apatite carbonatata di tipo B. La sostituzione dei
gruppi fosfato da parte degli ioni carbonato nelle apatiti biologiche ¢ stata
associata ad un aumento di stabilita dell’apatite stessa [Nancollas, 1982].
Inoltre, la presenza degli ioni carbonato nelle apatiti sintetiche ritarda o
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previene la loro decomposizione termica in B-TCP [Bigi et al., 1986a;
Apfelbaum et al., 1990]. Un altro parametro che influenza il comportamento
termico dell’apatite ¢ il valore del suo rapporto molare Ca/P [Bigi et al.,
1995b]. Infatti, mentre le apatiti stechiometriche non si convertono in
nessun’altra fase con il riscaldamento termico fino a 1000°C, le apatiti non
stechiometriche si convertono in B-TCP in un grado che aumenta al diminuire
del rapporto molare Ca/P. Il valore del rapporto molare Ca/P nell’osso
corticale € vicino a quello caratteristico dell’apatite stechiometrica, mentre
esso & apprezzabilmente ridotto nell’osso trabecolare. Percid, 1’apatite del
compartimento trabecolare, sebbene contenga quasi la stessa quantita di
magnesio dell’apatite dell’osso corticale, mostra dimensioni dei cristalliti,
rapporto molare Ca/P e contenuto di carbonato inferiori, e mostra una
maggiore entita di conversione termica in f-TCP. Va messo in rilievo che il
suo valore molto basso di rapporto molare Ca/P potrebbe giustificare un’entita
di conversione termica maggiore del 15%. Si deve concludere che la presenza
di piu del 2% di carbonato nei siti B giochi un ruolo importante sulla stabilita
dell’apatite, riducendo I’effetto destabilizzante di un rapporto molare Ca/P non
stechiometrico.

Comparando questi dati con i cambiamenti caratteristici della fase
inorganica durante la maturazione dei tessuti calcificati in condizioni
fisiologiche [Burnell et al., 1980; Rey et al., 1991] si puo dedurre che 1’osso
trabecolare ha un grado di maturazione inferiore rispetto all’osso corticale. Si
puo concludere che i diversi gradi di modificazioni post-traduzionali osservati
nei due compartimenti ossei (come riportato nello studio precedente), che
suggeriscono una ridotta stabilita delle fibrille di collagene dell’osso
trabecolare, portano, come sopra ipotizzato, a differenze chimiche e strutturahi
nelle loro fasi minerali. Percio, le differenze funzionali dei due compartimenti
ossei possono essere attribuite a differenze sia nella matrice che nella fase
minerale.
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Capitolo 6

CONCLUSIONI GENERALI

L’inizio e il progredire della mineralizzazione dei tessuti in condizioni sia
fisiologiche che patologiche non ¢ stato ancora totalmente chiarito nel suo
intimo meccanismo, anche se sono stati finora proposti numerosi fattori
biologici, chimici e fisici che lo influenzano. Tra questi merita menzione il
fatto che I’induzione della mineralizzazione in sistemi diversi in vitro ed in
vivo, fra cui anche in tessuti quali I’osso [Ascenzi et al., 1990; Burger et al.,
1991; Wagner & Weiner, 1992] e la cartilagine [Sah et al., 1989], possa essere
considerata, almeno in parte, il risultato di forze meccaniche.

Il processo biologico della mineralizzazione nei vertebrati, in tutti i tessuti
eccettuati lo smalto, gli otoliti e qualche altra eccezione, implica una serie
complessa di eventi che culmina nella deposizione dell’idrossiapatite su di una
matrice organica, essenzialmente proteica, composta principalmente da
collagene. Insieme, I’idrossiapatite e il collagene, interagiscono per formare un
materiale composito le cui caratteristiche meccaniche, fisico-chimiche e
biologiche differiscono considerevolmente da quelle dei due costituenti
considerati separatamente. Quindi, la natura e le caratteristiche della matrice
collagenica e del minerale, cosi come 1’associazione matrice-minerale, sono
critiche per la solidita di un tessuto calcificato come 1’0sso. Da un punto di
vista meccanico, la resistenza di qualunque tessuto deriva principalmente da
due fattori, la componente elastica (o durezza) e la componente plastica. Per
quanto riguarda un tessuto calcificato, P’elasticita € correlata alla fase
minerale, mentre la plasticita alla matrice [Burstein et al., 1977; Curry 1989;
Jepsen et al., 1992]. Non ¢ stato ancora chiarito in quale modo queste due
proprieta siano influenzate dalla matrice e dal minerale o dalla loro
interazione. Studi di interazione ultrastrutturale tra matrice e fase organica,
condotti su una grande quantita di tessuti calcificati, inclusi casi di
Osteogenesis imperfecta, calcifilassi e dermatomiositi, hanno dimostrato che i
cristalli hanno differenti caratteristiche di struttura e di organizzazione, in
associazione con le loro corrispondenti matrici organiche [Landis, 1995a]. Cio
indica che la resistenza, la solidita e altre proprieta meccaniche dei tessuti
calcificati dipendono in parte dalla struttura molecolare e dall’arrangiamento
dei cristalli di minerale all’interno della loro matrice organica. E dunque

182



logico, nel cercare di approfondire questa interazione, studiare sia la matrice
che il minerale dei due compartimenti ossei, cosi come approfondire le
conoscenze biochimiche dell’enzima che catalizza la sintesi del fosfocitrato,
c10 anche in una prospettiva terapeutica riguardante quest’ultimo composto.
Considerato che il fosfocitrato & uno dei composti in grado di influenzare il
complesso fenomeno della mineralizzazione, il primo progetto sviluppato in
questo studio & stato volto a caratterizzare Iattivita enzimatica responsabile
della sua sintesi. I risultati ottenuti dimostrano che I’attivita fosfocitrato
sintetasica € presente sia nei mitocondri che nel citoplasma degli epatociti di
ratto; ha un’attivita a pH prevalentemente basico, con un massimo a pH 7.6, ed
¢ particolarmente resistente alle alte temperature. Inoltre, la presenza
dell’attivita fosfocitrato sintetasica in diversi organi di ratto e anche nel rene
umano, induce a ritenere che il fosfocitrato, oltre a prevenire la trasformazione
del fosfato di calcio amorfo in cristalli di idrossiapatite, potrebbe svolgere
anche altri ruoli, venendo sintetizzato dalla cellula al momento della sua
richiesta. La ricerca € proseguita con lo studio delle caratteristiche
biochimiche del collagene dei due compartimenti ossei, il corticale e il
trabecolare che, come ¢ noto, svolgono una differente funzione. Poiché la
funzione biologica ¢ il risultato di una struttura biochimica, e visto che la
struttura biochimica del collagene ¢ determinata dalle modificazioni post-
traduzionali intra ed extracellulari che influenzano il diametro e
I’arrangiamento spaziale delle fibrille, cioé 1’architettura della matrice, si sono
analizzate le modificazioni post-traduzionali nei due compartimenti ossei. I
nisultati mostrano che, nel ratto di entrambi i sessi, I’0sso corticale contiene
una maggiore quantita di residui di idrossilisina e di cross-links del piridinio,
mentre 1’osso trabecolare mostra una maggior quantita di idrossilisina
glicosilata. La matrice corticale risulterebbe quindi piu stabile, visto il maggior
numero di cross-links non riducibili che conferiscono forza meccanica alla
struttura ossea, anche se il diametro delle fibrille non risulta diverso da quello
dell’osso trabecolare, poiché il maggior numero di residui di idrossilisina
compenserebbe la maggior glicosilazione dell’osso trabecolare. Per altro,
I’0sso trabecolare, che ¢ piu glicosilato, non solo risulterebbe meno stabile ma,
poiché le fibrille potrebbero avere un diverso orientamento spaziale rispetto
all’osso corticale, anche meno “fisiologico”, quindi a piu rapida rimozione. In
altri termini, 1’aumento dei residui zuccherini potrebbe essere la causa del fatto
che ’osso trabecolare ha un turnover otto volte maggiore rispetto all’osso
corticale [Eyre et al., 1988]. Poiché in letteratura viene riportato che la natura
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molecolare della matrice organica dei tessuti che calcificano potrebbe
criticamente influenzare la formazione, la struttura e la localizzazione del
minerale [Landis, 1995a; Landis et al., 1995b], si & ipotizzato che anche la
matrice possa influenzare la mineralizzazione. Nell’ultimo progetto sviluppato
i nsultati danno ragione a questa ipotesi. Le differenze riscontrate nella
componente minerale dell’osso corticale e trabecolare sono in accordo con le
diverse funzioni dei due compartimenti gia precedentemente menzionate.
L’osso corticale infatti presenta un maggior contenuto di minerale, il cui
rapporto molare calcio/fosfato di 1.63 si avvicina a quello teorico
dell’idrossiapatite che € di 1.67. Inoltre le dimensioni dei cristalliti sono
maggion di quelle dell’osso trabecolare. In questo senso 1’osso trabecolare,
che presenta una minor quantita di minerale, con un rapporto calcio/fosfato di
1.50 che si allontana rispetto a quello dell’idrossiapatite e con un diametro dei
cristalliti significativamente inferiore all’osso corticale, ha le caratteristiche di
un 0sso immaturo e pertanto di un osso che viene rapidamente rimosso e
sostituito.

In conclusione, 1 dati presentati in questa tesi non solo portano ulteriore
sostegno all’ipotesi dell’esistenza di una relazione tra le componenti organica
¢ minerale dell’osso, contribuendo a far luce sul complesso fenomeno della
biomineralizzazione, ma anche dimostrano che le differenze funzionali tra i
due compartimenti ossei risultano dovute a reali differenze molecolari, sia
della fase organica che di quella minerale.
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