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RIASSUNTO 
 
Le procedure di sost ituzione ossea vengono usate per impiant i dentali e  

per correggere difet t i st rutturali di var io t ipo.  Per ottenere un r iparo 

funz ionale a lungo termine, i sost itut i ossei,  compost i da mater iali 

metallici o  po limer ici,  devono unirsi in modo stabile  al tessuto del 

paziente.  Questo processo, chiamato osteointegrazione, è una 

conseguenza della migrazione di cellu le indifferenziate dal tessuto 

circostante all’ impianto e della  loro differenziazione in cellule mature 

(osteoblast i)  che,  producendo tessuto osseo, ancorano l’imp ianto in 

modo duraturo.  Se questo non accade, si ott iene un r iparo di bassa 

qualità funzionale con possibilità di spostamento della protesi.   

Nel nostro organismo, la maggior parte delle cellu le deve ader ire ad un 

substrato per vivere e pro liferare ed è noto che le cellule sono, ino lt re,  

in grado di r ispondere alle carat ter ist iche  delle superfici di adesione 

(per es.  rugosità,  geometr ia),  at t ivando al loro interno programmi 

different i che determinano il t ipo cellulare.  

A part ire da queste considerazioni,  questo lavoro si è proposto di 

realizzare bioprotesi t r id imensionali,  ut ilizzabili nell’ implanto logia 

ossea.  A tal fine,  è stato  ott imizzato il processo di stampaggio ad 

iniezione con formazione di p illar cilindr ici d i dimensioni micro o nano. 

Tale processo ha permesso di ottenere un elevato grado di replicazione 

delle carat ter istche di superfic ie rendendo il microstampaggio,  una 

tecnica efficace,  effic iente ed est remamente interessante da un punto di 

vista commerciale.  Le propr ietà osteoindutt ive delle superfic i micro e 

nanostrutturate sono state,  successivamente,  ver ificate in vitro  

ut ilizzando cellule staminali mesenchimali da mido llo  osseo umano. A 

diversi intervalli d i tempo, sono stat i valutat i l’adesione e la crescit a 

cellulare e il d ifferenziamento osteogenico at traverso la determinazione 

della deposiz ione di sali di calc io  e l’espressione dell’osteocalcina.   

Co llet t ivamente,  i dat i racco lt i dalla sper imentazione in vitro ,  hanno  

evidenziato che le superfic i sia micro che nanostrutturate posseggono 

proprietà osteoindut t ive,  permet tendo la differenziazione delle MSC in 



Riassun to 
 
 

II 
 

assenza di fat tori di crescit a indut t ivi.  In part ico lare,  è stata evidenziata 

una relazione t ra carat terist iche dimensionali della geometr ia  

superficia le e potenziale differenziat ivo. Infat t i,  l’aumento del diametro 

dei pillar e dell’ interasse si t raduce in un incremento della deposiz ione 

di sali calcio e dell’espressione di OC, marker tardivo della  

differenziazione osteogenica.  Al contrar io ,  le superfic i nano e 

microst rutturate e le loro caratter ist iche dimens ionali non sembrano 

avere effet t i sull’ades ione e proliferazione cellulare.  Ulter ior i studi in  

vivo  saranno necessar i per confer mare le  proprietà osteoindut t ive de lle  

geometr ie selezionate con il presente lavoro e ver ificarne 

l’osteointegrazione.  
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ABSTRACT 
 
Bone replacement  procedures can be used to  replace miss ing teeth,  for  

repair ing bone defects and restoring bone st ructures.  To obtain a  

funct ional and long-term repair,  bone subst itutes,  composed of metal or 

synthet ic mater ials,  must  firmly jo in to  natural bone. This process,  

named osseo integrat ion, is  a consequence o f the migrat ion o f 

und ifferent iated cells from the host  surround ing t issues to  the prosthesis  

and their different iat ion towards mature bone cells producing bone t issue 

that  firmly anchor the imp lant  in place.  When cells fail to  do this,  a so ft  

capsule surrounds the implant  result ing in the dislodgment  of the 

prosthesis or low qualit y repair.  In the biological environment ,  the most  

of cells  must  adhere to  a substrate to  live and pro liferate.  Moreover,  they 

are able sense the features o f the bonding surface (e.g. ,  roughness,  

geometry) and this can affect  the different iat ion pathway o f cells thus 

leading to a different  phenotype. To achieve a stable anchorage,  

mesenchymal stem cells (MSCs) must  different iate toward mature 

osteoblasts rather than connect ive t issue cell t ypes.  

In light  of these considerat ions,  the aim of this pro ject  is to develop the 

techno logy to  produce potent ially t ransplantable osteo induct ive devices 

for the replacement  and the repair of bone defects.  To achieve this 

purpose,  the inject ion molding process was opt imized to  realize 

cylindr ical micro- or nano-pillars on the scaffo ld surface.  This technique 

has allowed to  obtain a  high degree o f feature replicat ion thus making 

the micro impr int ing an effect ive and effic ient  technique that  is 

extremely interest ing from a commercia l point  of view. Subsequent ly,  the 

osteoinduct ive propert ies of micro- and nanostructured surfaces were 

tested in vitro  using bone marrow der ived MSCs. 

At  different  t ime po ints var ious assays were performed in order to  assess 

cell adhesion, morpho logy and cell viabilit y.  The analys is o f cell 

different iat ion was carr ied out  through the evaluat ion of calc ium 

deposit ion and the quant ificat ion o f osteocalcin expression.  

Co llect ively,  our data show that  both micro- and nano-st ructured 
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surfaces possess osteoinduct ive propert ies,  allowing MSC different iat ion 

without any induct ive growth factors.  In part icular,  a relat ionship 

between dimens ional features o f sur face topography and different iat ive 

potent ial has been noted. Indeed, the increase in pillar diameters and 

int erpilllar distances leads to an enhancement  of calcium deposit ion and 

OC expression. On the contrary,  both micro- and nano-st ructured 

surfaces and their features seem to be uneffect ive on cell adhesion and 

proliferat ion. Further in vivo  studies will be necessary to  confirm the 

osteoinduct ive propert ies o f the selected surface geometr ies and ver ify 

their osteo integrat ion.  
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1. INTRODUZIONE 

 
 
1.1 Il tessuto osseo 

 

I l tessuto osseo appart iene,  ins ieme al tessuto cart ilagineo, alla classe 

dei tessut i connet t ivi specializzat i deputat i a lla funz ione di protezione e 

sostegno, olt re ad essere imp licato nel mantenimento dell’omeostasi 

dello  ione calcio e nel processo emopo iet ico.  Esso origina dal 

mesenchima, come tutt i i tessut i connet tivi,  ed è cost ituito  da cellule,  

fibre e da una complessa matr ice extracellulare in cui si dist inguono una 

parte organica e una parte inorganica.  La peculiar it à del tessuto osseo è 

proprio la presenza di questa matr ice mineralizzata,  la cui fase organica 

è cost ituita prevalentemente da co llagene di t ipo I ( il 97%, il restante 3% 

è collagene di t ipo V) e da proteine non-co llageniche (osteocalcina,  

osteonect ina,  osteopont ina,  fibronect ina,  sialoproteina ossea o BSP, 

fosfatasi alcalina).  La fase inorganica è invece formata da sali di calcio e  

fosfato depositat i in forma di cr istalli d i idrossiapat ite Ca1 0(PO4)6(OH)2 , 

da carbonato di calc io e alt r i sali in quant ità minore.  L’elevato grado di 

mineralizzazione confer isce al tessuto spiccate proprietà meccaniche 

come durezza e resistenza al car ico ; le component i proteiche invece sono 

determinant i ne l garant ire elast icit à e resistenza alle frat ture. Il 

co llagene di t ipo I, in part ico lar modo, possiede una st ruttura terziar ia in  

cui t re catene po lipept idiche uguali sono avvo lte in conformazione 

elico idale,  conferendo alla moleco la,  e di conseguenza all’o sso,  rilevant i 

proprietà elast iche.  I l tessuto osseo, ino lt re,  rappresenta la fonte 

pr imar ia di ione calc io per le necessit à metabo liche dell’ int ero 

organismo; la deposiz ione e la mobilizzazione del calcio nell’osso sono, 

infat t i,  processi dinamici finemente controllat i,  at t i a regolare i livelli  

p lasmat ici dello  ione.  

La componente cellulare del tessuto osseo è cost ituita da diversi t ipi d i 

cellule: cellule osteoprogenit r ici,  osteoblast i,  osteocit i e osteoclast i.  

Sono proprio le cellule a guidare sinergicamente il processo cont inuo di 

r imodellamento dell’osso,  la sua r igenerazione e la sua r iparazione.  



In troduzione 
 
 

2 
 

I preosteoblasti  sono le cellu le osteoprogenit r ici,  dotate di una capacità  

proliferat iva che si manifesta prevalentemente durante l’accrescimento 

corporeo, ma che si mant iene anche durante la vit a adult a.  I l 

d ifferenziamento dei preosteoblast i in osteoblast i matur i è rego lato da 

numerosi fat tori,  i pr incipali dei quali sono il paratormone (PTH), 

l’ormone della  crescit a (GH) e il t ransforming growth factor-beta (TGF-

β).  

Gli osteoblasti  sono le cellu le responsabili della deposizione dei 

component i organic i della matr ice extracellu lare e della sua 

mineralizzazione. Hanno or igine mesenchimale,  sono cellule vo luminose 

di forma globosa,  con un nucleo rotondeggiante e abbondante 

citoplasma. Queste cellule sono unit e t ra loro e con gli osteocit i limit ro fi 

att raverso giunzioni comunicant i (gap junct ions),  ossia part ico lar i t ipi di 

connessioni intercellular i fondamentali per lo  scambio di mo leco le 

segnale nella coordinazione dell’at t ivit à metabo lica e nella deposizione 

di matr ice ossea.  

Gli osteociti  sono le cellu le t ipiche dell’osso maturo,  responsabili del 

suo mantenimento,  ma anche determinant i nel processo di r innovamento 

della matr ice ossea.  Hanno una limit ata att ività biosintet ica,  non 

subiscono mitosi,  ma si r it iene che mantengano la matr ice mineralizzata 

in uno stato dinamico, mediando il r ilascio a breve termine del calcio in 

essa contenuto o la sua deposizione.  L’at t ività degli osteocit i nel 

mantenimento dell’omeostasi di questo ione resta comunque diret tamente 

controllata dalla concentrazione plasmat ica de llo  ione stesso e 

indiret tamente da PHT e dalla calcitonina (Nishida,  Endo, & Yamagiwa,  

1999).   

Gli osteoclasti  sono grosse cellu le mult inucleate der ivant i da cellule 

plur ipotent i della famiglia dei monocit i/macro fagi.  Sono carat terizzate 

da una zona apicale in cui si t rovano i nuclei (da due a molte cent inaia) e 

da una zona basale frastagliata adesa alla matr ice ossea.  Queste cellu le 

sono le diret te responsabili del r iassorbimento del tessuto osseo . In 

seguito  a st imo li locali modificano la loro forma e assumono una marcata 

polar ità; tale var iazione ne consente l’at t ivazione e l’adesione alla  

matr ice ossea da r iassorbire.  Sono dotate di st rutture specializzate det te 
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podosomi che permet tono di delimitare l’area di tessuto in cui verrà 

formata la lacuna. In questa zona iniz ieranno ad agire pompe protoniche,  

enzimi proteo lit ici e lisosomiali per  catalizzare il processo di 

r iassorbimento. 

 
 
1.2 Cellule staminali mesenchimali  
 

Le cellu le staminali sono cellule non specia lizzate in grado di 

proliferare,  autorigenerarsi indefinitamente (self-renewal),  differenziarsi 

in t ipi cellular i different i in base agli st imo li ambientali che r icevono 

per r ipopo lare e r igenerare un dato tessuto in vivo .  S i possono 

suddividere in staminali embr ionali e staminali adulte.  Un part ico lare 

t ipo di staminali adult e è rappresentato dalle cellule stamina li 

mesenchimali (MSC) che r ivestono grande importanza soprat tutto  per il  

loro impiego in svar iat i protocolli c linic i.  Le MSC sono cellu le 

mult ipotent i con la capacità di d ifferenziarsi non so lo in osteoblast i,  ma 

anche in adipocit i,  condrocit i e mioblast i (Dong et  al. ,  2009).  

Inizia lmente,  l’esistenza di tali unit à bio logiche è stata evidenziata ne l 

mido llo  osseo. Oggi è appurato che le MSC sono virtualmente 

ubiquitar ie,  rappresentando, infat t i,  una componente dello  st roma di 

mo lt iss imi tessut i.  Esse possono essere r int racciate nei tessut i musco lare 

e adiposo, nel sangue, nella matr ice del cordone ombelicale e nel liquido 

amniot ico,  nel t imo e nella milza.  Nel tessuto in cui r isiedono, le MSC 

svo lgono diverse funzioni specifiche: fo rniscono protezione a sostegno 

dell’emopo iesi,  g iocano un ruo lo chiave per la r iparazione dei tessut i di 

origine e,  selet t ivamente,  anche in quelli dannegg iat i,  e r isult ano poi 

fondamentali nel controllo  dei process i infiammatori grazie alle loro 

marcate proprietà immunorego latorie.  Viste le loro capacit à 

differenziat ive,  immunomodulatorie e  di supporto nella  crescita  

cellulare,  l’int eresse verso di esse è cresciuto sempre più,  tanto da essere 

considerate attualmente le candidate ideali per la cura delle malat t ie  

degenerat ive.  

La presenza delle MSC in molt i dist ret t i e  tessut i corporei è r iconosciuta 

da tempo, ma le cellule maggiormente ut ilizzate nell’ambito della  
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r igenerazione ossea sono quelle est ratte e iso late dalla componente 

st romale del mido llo  osseo in quanto dimostrano un maggior potenzia le 

osteogenico nonostante alcuni svantaggi a car ico del paziente (Liao & 

Chen, 2014).  La facilità con cui le cellu le ader iscono al mater iale  

plast ico,  la relat iva facilità di iso lamento,  il loro elevato potenziale di 

espansione ex vivo e di self-renewal a lungo termine e l’at t itudine al 

differenziamento mult ilineare sono caratter ist iche che le rendono 

un’int eressante r isorsa per la terapia cellu lare,  per la terapia genica e per 

la medic ina r igenerat iva.  Le MSC infat t i hanno peculiar i carat ter ist iche 

che le rendono interessant i in diversi campi: sono cellule facilmente 

manipo labili,  hanno bassa immunogenicità,  se ne può guidare la  

differenziazione con opportuni st imo li e,  in condizioni ambientali 

ott ima li,  presentano una buona capacità di autoreplicazione.  

Gli st imo li esterni vengono recepit i at t raverso la matr ice extracellu lare 

(ECM), cioè l’ insieme di tutte quelle  component i che forniscono il 

supporto su cui le cellule possono crescere e proliferare,  e che sono in 

grado di influire sull’organizzazione del citoschelet ro delle cellule 

stesse.  Nel caso di ECM sint et ica l’interazione t ra cellule e substrato 

r isulta rego lata da molt i parametr i,  t ra cui la composizione del mater iale  

cost ituente il supporto, le proprietà meccaniche del mater iale,  la rugosità 

superficia le e la topografia del supporto. 

Numerose r icerche hanno evidenziato il ruolo predominante giocato dalla  

topografia,  in quanto principale responsabile  della t rasmiss ione di 

segnali fis ici capaci di indurre l’adesione, la pro liferazione e la  

differenziazione controllata delle MSC (Ravichandran, Liao, & Ng,  

2009).  Relat ivamente alle protesi,  l’efficacia e la  durata di un impianto 

dipendono fortemente dal contatto  che si instaura t ra la superficie  del 

substrato (coinvo lgendo quindi la geometr ia superficiale del supporto) e 

le MSC r ichiamate per avviare l’osteointegrazione. Le cellu le 

mesenchimali sono state impiegate in diversi studi di r igenerazione ossea 

al fine di r iparare difet t i a ossa lunghe, alveo li dentali,  e ossa del cranio  

(Tsuchida et  al. ,  2003).  
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1.3 Differenziamento in osteoblasti  
 

Come già r ifer ito  in precedenza, dalle cellule mesenchimali mu lt ipotent i 

prendono origine più linee cellu lar i: osteoblast i,  adipocit i e condrocit i,  

in part ico lar modo, presentano carat terist iche simili che fanno ipot izzare 

la presenza di precursor i comuni.   

È stata messa in luce in popolazioni cellu lar i der ivant i da st roma di 

mido llo  osseo di roditori la possibilit à che esista un precursore bipotente 

adipocit i-osteoblast i,  supportata dall’evidenza di una relazione inversa 

t ra l’espressione del fenot ipo osteoblast ico piut tosto che adipocitar io  (J.  

E.  Aubin,  2001).  

 
 
Fig. 1.1: Stadi ipotizzati di proliferazione e differenziamento lungo la linea osteoblastica, comprovati da studi in vitro 

e in vivo (J.E. Aubin, 2001) 
 

 

L’ambiente in cui le cellule sono mantenute in co ltura,  infat t i,  

condiziona il pathway genet ico coinvo lto  nel differenziamento di questo 

t ipo di precursore.  L’ut ilizzo di supplement i,  qua li glucocort ico idi e  

vit amina D in co lonie che presentano marker t ipici di entrambe le linee 

cellular i,  r iesce ad ind ir izzare il d ifferenziamento in osteoblast i,  nonché 

la regressione di adipocit i matur i pr ima  in precursor i più pro liferat ivi 

che presentano fenot ipo fibroblast ico,  e in seguito  in cellule con 

fenot ipo osteoblast ico.   

Numerose evidenze sper imentali hanno poi sugger ito  la presenza di un 
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osteo-condroprogenitore bipotente,(J.  E.  Aubin,  2001),  confermata anche 

dalla ben nota plast icità de lle MSC. In alcuni studi su pulcini è stato 

messo in evidenza un fenomeno di t rans-differenziazione da condrocita  

ipert rofico ad osteoblasto t ramit e un meccanismo che coinvo lge divis ioni 

asimmetr iche.  È importante però sottolineare che in condizioni standard i 

condrocit i matur i espr imono una var ietà  di marker comuni anche agli 

osteoblast i,  quali BSP, osteopont ina,  osteonect ina,  recet tore per il  

paratormone (PTH-R) e fosfatasi a lcalina,  sebbene si possano dist inguere 

gli uni dagli alt r i valutando il t ipo di collagene presente (co llagene di 

t ipo I e X negli osteoblast i,  co llagene di t ipo IIA e IIB nei condrocit i) .  È 

quindi necessar io  un appro fondimento ulter iore sul meccanismo che 

rego la questo processo di t rans-differenziazione e l’individuazione di 

nuovi marker sia moleco lar i che genet ici  che abbiano maggior  

spec ific ità.  

Gli osteoblast i sono morfo logicamente r iconoscibili grazie alla presenza 

dei cosiddet t i nodi di mineralizzazione, prodotto fina le della  

proliferazione e del differenziamento degli osteoprogenitor i.  La presenza 

di quest i nodi compare in co lture di cellule ossee a lungo termine a 

tempi prevedibili e r iproducibili,  evidenza che rende possibile lo  studio  

e l’analis i più appro fondit a dei processi che portano allo  sviluppo 

dell’osteoblasto maturo.    

I l processo di progressione da MSC ad osteoblasto maturo e sintet izzante 

matr ice si può r iassumere in t re fasi dist inte. 

-  Proliferazione:   le  cellu le osteoprogenit r ici presentano un 

comportamento altamente mitot ico e la tendenza a 

mult ist rat ificare,  espr imendo a livelli e levat i i geni associat i a lla  

formazione della matr ice extracellulare (proco llagene di t ipo I,  

fibronect ina,  TGF-β).  

-  Maturazione della matrice extracellulare:  dal momento in 

cui si formano agglomerat i di cellule in mult ist rato la  

proliferazione diminuisce  e viene espresso ai suo i massimi livelli  

il marker simbo lo del differenziamento lungo la linea 

osteoblast ica,  l’enzima fosfatasi alcalina.   

-  Mineralizzazione:  è carat ter izzata dall’espressione d i 
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osteocalc ina (OC), sialoproteina ossea (BSP),  osteopont ina (OPN) 

e dalla deposizione di calcio in nodi di mineralizzazione visibil i 

anche al microscopio ott ico.   

Un ruo lo cruciale nella formazione degli osteoblast i è il fat tore di 

t rascr izione Cbfa1, sia durante l’embriogenesi,  sia nella relazione t ra 

osteoblast i e condrocit i.  Questo fat tore viene st imo lato dalle  Bone 

Morphogenet ic proteins (BMPs) e da alt ri fat tor i di crescita,  ed assume 

un ruo lo importante durante il d ifferenziamento.   La sua espressione 

infat t i rego la diversi meccanismi quali:  

-  induzione dello  sviluppo osteoblast ico.  In caso di delezione 

di Cbfa1, infat t i,  s i assiste alla formaz ione di tessuto cart ilagineo 

e non osseo; 

-  espressione de l marker tardivo osteocalcina; e  

-  rego lazione della quant ità di matr ice ossea prodotta da 

osteoblast i già differenziat i.  

I l prodotto di questo lungo processo di differenziamento è un osteoblasto 

maturo,  contraddist into da morfo logia definita e specific i marcatori.  In  

vivo,  tuttavia,  i marker espressi da tutt i g li osteoblast i sono solamente 

due: la fosfatasi alcalina (ALP) e il  PTH-R. Gli alt r i marcatori 

dipendono dallo  stato  di maturazione dell’osso,  dal t ipo di osso,  dall’età 

degli osteoblast i e dal microambiente in cui r isiedono. La rego lazione è 

quindi molto complessa.   

L’individuazione di marker specific i di formazione ossea è la chiave 

necessar ia per stabilire l’avvenuto o meno differenziamento delle MSC 

in osteoblast i.  S i può r icondurre la classe dei marcatori,  mo lto var iegata 

ed eterogenea, a due grandi gruppi:  fat tori so lubili e mo leco le 

appartenent i alla matr ice extracellu lare.   

 
a)  Fattori solubili  

BMP:  sono state annoverate t ra le moleco le att ive nella rego lazione dello  

sviluppo osteoblast ico per la loro abilità  nell’ indurre la formazione d i 

osso ex-novo .  I l gruppo delle BMP è molto numeroso, ma tutte le  

proteine ad esso appartenent i condividono la loro att ivit à nell’ indurre 

l’at t ivazione della cascata di citochine e fat tori d i crescita fondamentali 
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per lo  sviluppo osseo, t ra cui il gene Cbfa1. Tra i membri della famiglia  

delle BMP la più significat iva a live llo  osseo è BMP-2, per la quale 

molt eplici studi hanno dimostrato la capacità di indurre differenziamento 

in vitro  s ia in modelli umani che animali,  favorendo lo  sviluppo di 

osteoblast i matur i e funz ionant i in modo molto simile alla fis io logia 

cellulare.  E’ stato dimostrato infat t i che BMP-2 st imo la la crescita sia d i 

cellule staminali st romali sia di osteoblast i matur i,  inducendo 

mineralizzazione a livello  di matr ice,  sebbene non induca in modo 

globale tutt i i geni co invo lt i ne l differenziamento osteoblast ico 

(Jørgensen et .  a l,  2004).   

PTH:  è  un rego latore fis io log ico della  mineralizzazione ossea.  

Nonostante sia accertato il suo contributo nel r iassorbimento osseo, i 

r isultat i degli studi condott i sul suo ruolo nel d ifferenziamento delle  

MSC sono contrastant i.  Sembrerebbe, infat t i,  che,  se somminist rato  ad 

int ermit tenza,  induca un aumento di massa ossea,  se somminist rato  per 

infusione cont inua e in modo cronico inibisca il d ifferenziamento lungo 

la linea osteoblast ica.  Nonostante questo, ulter ior i studi sembrano  

mostrare come PTH aument i la vit a degli osteoblast i diminuendone 

l’apoptosi (J.  E.  Aubin,  2001).   

 
b) Proteine della matrice 

Collagene di tipo i: è uno dei pr imi marker che viene sovrarego lato negli 

osteoprogenitor i.  La sua deposizione nella ECM sembra essere un evento 

precoce durante il processo di differenziamento,  che induce anche 

l’at t ivazione del fat tore di t rascr izione Cbfa1. Anche i pept idi termina l i 

del procollagene di t ipo 1 (PINP e PICP) sono considerat i marcatori di 

formazione ossea,  in quanto r ilasciat i in circo lo durante la sintesi di 

co llagene.  

Osteocalcina (OC) :  è una picco la proteina di 5,8 kDa che r ientra nel 

gruppo delle proteine non-co llageniche della ECM. Viene sintet izzata e 

secreta esclusivamente da cellule osteoblast iche in fase finale di 

maturazione ed è cons iderata un valido indicatore del loro 

differenziamento.  Viene r ilasciata dalle  cellule in minima parte nel 

circo lo sanguigno, mentre in maggior quant ità viene incorporata nella  



In troduzione 
 

9 
 

matr ice ossea rappresentando circa il 15% delle proteine non-

co llageniche.  In seguito  al r iassorbimento osseo viene liberata ne l 

torrente emat ico.  Interagendo con proteine e recet tori di superficie ,  l’OC 

gioca un ruo lo at t ivo nell’organizzazione della matr ice extracellulare; si 

r it iene infat t i che si leghi con a lta affinità ai cr istalli d i idrossiapat ite,  

rego landone la cresc ita e la formazione. L’espress ione di OC è modulata 

da PTH e da molteplici fat tori.  

Sialoproteina ossea (BSP) :  è una proteina altamente so lfatata,  fosfor ilata  

e glicosilata che media l’ancoraggio delle cellu le alla ECM. Grazie alla  

sua car ica negat iva,  BSP r iesce a sequestrare ioni calc io conservando 

regioni po liglutammiche che esplicano un potenzia le di formazione  di 

cr istalli d i idrossiapat ite.  In assenza di OC, si r it iene che BSP possa 

contr ibuire at t ivamente alla formazione di osso.   

Osteonectina (SPARC) e Osteopontina (OPN) :  sono entrambe 

glicoproteine abbondantemente espresse nell’osso sottoposto a 

r imodellamento.  Sono sintet izzate da cellule della  linea osteoblast ica e  

svo lgono un ruo lo importante nell’ inibire la mineralizzazione in vitro  

legandosi all’ idrossiapat ite,  calc io e collagene di t ipo I. L’espressione d i 

quest i marker sugger isce quindi che è in  atto  il r imodellamento osseo, 

seguito  dalla stabilizzazione dei cr istalli d i idrossiapat ite e  

dall’organizzazione delle moleco le di co llagene (Sila-Asna et .  al,  2007).  

Fosfatasi alcalina (ALP):  è un metalloenzima appartenente ad una classe 

di proteine della superficie cellulare legate covalentemente al fosfat id il 

inosito lo,  fosfo lipide delle  membrane cellular i.  ALP è espressa in molt e 

spec ie (piante,  bat teri,  animali),  in cui svo lge il suo ruolo di catalisi di 

fo sfomonoester i R-O-PO3 .  La posizione della  fosfatasi alcalina a livello  

di membrana cellu lare,  ino lt re,  fa  ipot izzare un suo at t ivo 

co invo lgimento nel signaling t ransmembrana (Go lub et .  a l,  2007).  

L’enzima è presente in diverse iso forme prodotte da different i tessut i 

( fegato,  osso, rene,  intest ino, milza,  placenta),  codificate da quatt ro loci 

genet ic i post i sul cromosoma 1.  Di quest i quatt ro ,  t re geni sono tessuto-

spec ific i: codificano infat t i per le forme int est inale,  placentare e simil-

placentare.  I l restante invece è considerato non-tessuto specifico  

(TNAP): codifica per le forme ossea/epat ica/renale,  che differ iscono 
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l’una dall’a lt ra per modificazioni postsintet iche di glicosilazione e 

sialilazione. L’iso forma co invo lta nella  formazione di tessuto osseo è la  

forma ossea,  r iconosc ibile perché disat t ivata dall’esposizione prolungata 

al calore (Moss,  1982).   

I l ruo lo della ALP nella formazione di osso e nel processo di 

mineralizzazione è stato  dimostrato da numerosi studi,  che la  

ident ificano qua le marker espresso dai preosteoblast i in fase precoce di 

differenziamento,  mo lto pr ima r ispet to alla mineralizzazione e alla  

espressione delle proteine non-co llageniche della matr ice.  È stato 

osservato che in co lture di MSC da mido llo  osseo si formano CFU-F che 

espr imono fosfatasi alcalina e che assumono comportamento t ipico degli 

osteoblast i,  nonché nodi di mineralizzazione. I l numero di co lonie ALP-

posit ive diminuisce in modo inversamente proporzionale all’età  

anagrafica del donatore,  confermando l’importanza dell’enzima nel 

processo di sviluppo schelet r ico (Nishida et  al. ,  1999).  L’espressione 

dell’enzima può essere indotta da molteplic i fat tori,  in part ico lar modo 

dall’arr icchimento del terreno di co ltura con desametasone (R. M. Porter, 

Huckle,  & Goldstein,  2003) (Jørgensen et  al. ,  2004) e dalla semina delle  

MSC su biomater iali modificat i superficialmente o  con caratterist iche 

osteogeniche (Reilly et .  al,  2007).  

 
 
1.4 Ingegneria tissutale e rigenerazione ossea  

 

L’enorme progresso delle conoscenze nel campo della bio logia ce llulare 

e delle biotecno logie ha consent ito ,  negli ult imi anni,  lo  sviluppo di 

approcci mirat i alla r icost ruzione in vitro  d i tessut i o  di organi,  

definendo una nuova branca delle scienze biomediche conosciuta come 

“ingegner ia dei tessut i”.  La st rategia messa in at to  consiste  

nell’avva lersi di cellule vivent i e di support i innovat ivi per sviluppare 

sost itut i t issutali bioat t ivi in alt ernat iva a impiant i inert i.  La necessità di 

tali innovazioni emerge da una r ichiesta sempre maggiore dovuta a l 

raggiungimento di una migliore qualità della vita e a un conseguente 

aumento della vita media,  fat tori che hanno portato nell’u lt imo decennio  

ad un incremento degli int ervent i di r iparazione di danni legat i al 
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deter ioramento di organi e tessut i.   

In part ico lar modo, la r igenerazione del tessuto osseo ha assunto un 

ruolo r ilevante nel campo della  chirurgia ortopedica e cranio-facc iale.  

Ogni anno milioni di persone sono sogget te a lesioni a car ico delle ossa 

conseguent i a gravi ma lformazioni congenit e,  event i t raumat ici,  

ipoplasie,  necrosi ischemiche, lesioni neoplast iche pr imar ie 

(osteosarcomi,  tumori ossei benigni) o  secondar ie (metastasi) ed 

osteoporosi (Ciapet t i et  al. ,  2003; Lin et  al. ,  2003).   

Quest i danni a l tessuto osseo possono essere t rattat i mediante 

r icost ruzione chirurgica o att raverso il  t rapianto d’organo. Tuttavia 

queste st rategie sono soggette a limit azioni terapeut iche e 

metodologiche.  

La necessit à di int rodurre nuove tecniche d’intervento ,  la domanda 

crescente di tessuto osseo (essendo questo il secondo tessuto più 

t rapiantato,  preceduto unicamente dal sangue; Stylio s et  al. ,  2007) e  

l’espansione dell’ ingegner ia t issutale,  hanno portato allo  sviluppo di  

approcci clinico-sper imentali or ientat i a l t rattamento di pazient i con 

int ervent i poco invasivi e meno do lorosi.  La possibilità di associare le  

potenzia lità del t rapianto di cellule vivent i con la tecno logia degli organi 

art ific iali consente di realizzare st rutture altamente funz ionali (Gr igo lo 

et  al. ,  2002) e alternat ive al classico t rapianto d’organo (Langer & 

Vacant i,  1993) (Chua, 2001) (Weinand et  al. ,  2006).  

I l punto di partenza è rappresentato dall’ut ilizzo di  cellule provenient i 

dal paziente stesso: esse vengono isolate e successivamente fat te 

proliferare in vitro su un sistema t r idimensionale (3D) o scaffo ld in  

presenza di fat tori di differenziazione e di crescit a fino alla sint esi di  un 

nuovo tessuto; successivamente il cost rutto  o  protesi realizzata in  

laboratorio  viene impiantato all’ int erno del difet to  osseo (Mistry et  al. ,  

2005).  

Esistono t re approcci alternat ivi:  

-  Tissue engineering:  prevede la semina e il d ifferenziamento 

ex-vivo  d i cellule osteoprogenit r ici autologhe su bio mater iali 

t ridimensionali modificat i e r iassorbibili,  che,  una vo lta 
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reimpiantat i nel paziente,  dovrebbero essere r iassorbit i e sost ituit i 

da tessut i vitali.  

-  In situ tissue engineering:  a i biomater iali vengono associat i 

fat tori indut t ivi in forma di po lver i,  so luzioni o  micropart icelle  

capaci di promuovere la r iparazione locale.  Moleco le o  fat tori che 

att ivano la proliferazione cellulare (ad esempio le BMP) possono 

essere coniugate chimicamente al mater iale per indurre a livello  

locale le cellule de ll’ospit e a r ilasciare fat tori di crescita,  che a 

loro vo lta st imo lano le cellule co invo lte  nella r igenerazione del 

tessuto in situ .   

-  Matrix based approaches:  vengono ut ilizzat i sistemi 

acellular i in cui la  st ruttura tridimensionale del biomater iale (por i 

o  pillars di dimensioni micro o nanometriche) gioca un ruo lo 

determinante nella  corretta riparazione del tessuto  (Ngiam,  

Nguyen, Liao, Chan, & Ramakr ishna, 2011).   

Quest’ult imo approccio è alla base del progetto  svo lto  nel lavoro qui 

presentato. I  biomater ia li selezionat i per  l’ingegner ia t issutale devono 

avere precise carat ter ist iche e devono possedere propr ietà bio logiche e 

fis iche adat te a soddisfare le condiz ioni fis io logiche in vitro ed  in vivo.   

Se da un lato il compito di un supporto è quello  di mimare la ECM in 

modo tale da permet tere l’iniz iale adesione delle  cellu le e favor irne il  

d ifferenziamento (Shin et  al. ,  2003),  dall’a lt ro  lato deve soddisfare 

cr iter i di base,  come avere propr ietà meccaniche simili al tessuto da 

r igenerare,  essere biocompat ibile e facilmente sterilizzabile (Burg et al. ,  

2000) (Hutmacher,  2000) (Salgado et al. ,  2004).  In aggiunta,  l’ ECM 

sintet ica deve possedere una degradabilit à controllabile in modo da 

facilitare lo  sviluppo dell’osso,  produrre prodott i d i degradazione non 

tossici e non provocare una r isposta infiammator ia di t ipo cronico (J.  R. 

Porter et  al. ,  2009).  Alt re proprietà st rutturali e fis iche come 

l’ interconnet t ività,  la porosità e la morfo logia della superfic ie,  svo lgono 

anch’esse un ruo lo chiave,  in quanto influenzano l’adesione cellu lare,  il  

comportamento e lo  sviluppo dei tessut i (Spector, 2006). 

Tutte le carat terist iche r ichieste devono promuovere process i chiave che 

nel caso specifico sono: osteoinduzione, osteoconduzione e 
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osteointegrazione.  

L’osteoinduzione  è la capacit à di reclutare cellule indifferenziate 

mult ipotent i e st imo lare il loro differenziamento in preosteoblast i.  Per 

favor ire il processo di osteoinduzione, al mater iale  inerte si possono 

ancorare agent i inducent i quali le BMP, anche se possono essere 

sufficient i st imo li di t ipo fis ico come pillars,  por i,  modifiche superficiali 

di var io  t ipo più o meno organizzate (Habibovic & de Groot , 2007). 

L’osteoconduzione  è la capacit à del biomater iale di essere r ivest ito  da 

cellule del tessuto osseo. Le caratterist iche superfic iali sono 

fondamentali per indurre il reclutamento delle cellule osteogeniche 

(preosteoblast i e osteoblast i)  già present i nel tessuto; la loro migrazione, 

la dist r ibuzione, l’ancoraggio e la sopravvivenza dipendono dal 

biomater iale  e dalla sua micro e nanostruttura.  Per innescare il processo 

di formazione dell’osso assumono una grande importanza i fat tori di 

cresc ita e lo  sviluppo di nuovi vasi sanguigni,  ma la biocompat ibilit à 

dell’imp ianto e le sue carat terist iche fis iche restano il punto chiave per  

avere osteoconduzione (Albrektsson & Johansson, 2001).  

L’osteointegrazione  è la capacità del biomater iale di ancorarsi in vivo  in  

modo diret to  ad un segmento osseo t ramit e formazione, all’ int er facc ia 

osso-scaffo ld,  di tessuto mineralizzato e non fibroso. È indubbio che lo  

stadio inizia le di osteo integrazione dipenda st ret tamente da 

osteoinduzione e osteoconduzione, ma il vero scopo 

dell’osteo integrazione è il mantenimento nel tempo di un fissaggio  

r igido a live llo  dell’osso prees istente,  con formazione di uno st rato 

int er faccia le dalla densit à ossea analoga a quella  dell’osso in cui il  

biomater iale viene impiantato.  L’ancoraggio r igido e duraturo 

dell’imp ianto è necessar io  in ortopedia e in chirurgia cranio-facciale.  

L’osteointegrazione può essere so llecitata e velocizzata dall’apposizione 

sulla superficie  del bio mater iale di fat tori bio logici (Albrektsson & 

Johansson, 2001)  

Osteo induzione, osteoconduzione e osteo integrazione sono fenomeni 

st rettamente correlat i,  ma non ident ici: l’osteoinduzione è responsabile  

della maggior parte della crescita di nuovo osso t ramite il reclutamento 

delle MSC, ad esempio a seguito  di una frat tura o  dell’ inserzione di un 
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impianto.  Il biomater iale stesso può essere osteoindut t ivo, ma non è un 

prerequis ito  necessar io  per indurre la  formazione di nuovo osso. 

Osteoconduzione e osteointegrazione dipendono non so lo dalla presenza 

di fat tori bio logici su lla superfic ie dell’ imp ianto, ma anche dalla  

r isposta fis io logica al biomater iale stesso.  Sebbene il processo di 

osteoconduzione si svo lga in un tempo relat ivamente breve,  

l’o steoinduzione garant isce l’ancoraggio a lungo termine.  

I  concet t i fondamentali che guidano lo  sviluppo di support i per  

l’ ingegner ia tessutale dell’osso si basano sul metodo di produzione e 

sulla selezione del biomater iale.  Quest’ult ima è stata oggetto  di 

numerosi studi,  che hanno selezionato diversi mater iali sia metallici,  che 

ceramici,  ma anche po limer i naturali e sintet ici o  mater iali composit i 

(Hoexter,  2002),  (Stylio s et  al. ,  2007).  

 
 
1.5 Biomateriali  
 

Gli imp iant i at tualmente studiat i e ut ilizzat i in terapia r igenerat iva ossea 

si possono dividere in due grandi gruppi,  in base alla loro composizione.  

 
1. Naturali:  implicano l’ut ilizzo di osso autologo (autotrapianto). 

Quest i rappresentano il go ld standard in quanto non inducono reazioni di 

r iget to  e hanno buone performances bio logiche in termini di 

osteoinduzione, osteoconduzione e osteointegraz ione. Nonostante ciò ,  

sono stat i messi in evidenza alcuni aspett i negat ivi,  pr imo fra tutt i la 

necess ità di r icorrere ad un’ulter iore operazione chirurgica invasiva per  

il prelievo dell’osso,  seguita da do lore,  possibile infezione post -

operatoria,  pro lungata ospedalizzazione e da un significat ivo calo della  

compliance del paziente (Chouzour i & Xanthos,  2007).  In secondo luogo, 

l’uso di autoinnest i è fortemente limitato dalla bassa disponibilità di 

mater iale autologo.  

Per ovviare al problema, sono stat i studiat i impiant i allogenici.  Le 

diffico ltà r iscontrate nella r imozione dei sit i d i immunogenic ità,  la  

limit ata vasco lar izzazione, la bassa ce llular ità e gli scarsi r isultat i in 

termini di potenziale di osteo induzione e osteoconduzione ne vanificano 
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gli aspet t i posit ivi,  quali magg iore disponibilità e il non dover r icorrere 

ad una ulter iore prat ica chirurg ica (Ngiam et  al. ,  2011).  

 
2. Sintetici:  quest i rappresentano un’alternat iva più che valida ai 

biomater iali naturali,  per questo mot ivo negli ult imi anni sono stat i 

ampiamente studiat i.  In base alla composizione chimica si possono 

dividere in quat t ro  gruppi: metallici  ( t itanio o acciaio inox per lo  più),  

ceramiche  (cost ituite da ca lcio fosfato, allumina, carbone o vetro), 

polimeri  (polist irene,  polimet ilmetacr ilato,  poliuretano, poliet ilene,  

acido polilat t ico,  siliconi) o  composti  dei pr imi t re gruppi.  Tra i lat i 

posit ivi di quest i biomater iali si possono annoverare l’ampia 

disponibilità,  l’assenza di r isposta ant igenica e la facilità di 

adat tamento. Senza dubbio però la per fo rmance bio logica in termini di 

reclutamento delle MSC, induzione del differenziamento e supporto della  

cresc ita dell’osso è net tamente infer iore r ispet to  ai biomater iali naturali 

(Habibovic & de Groot,  2007).   

 
Metalli e materiale ceramico. Per sost ituire o  r iparare part i d i tessuto 

osseo dannegg iate,  sono stat i ut ilizzat i metalli e ceramiche al fine di 

creare delle protesi art ificia li d i mater iale inorganico. I  principali 

metalli usat i sono stat i l’accia io inossidabile,  leghe a base di cobalto  o 

di t itanio,  mentre t ipiche ceramiche sono rappresentate da allumina,  

zirconia,  fo sfato di calcio e bioglass.  Diversi studi hanno proposto 

l’ut ilizzo di protesi metalliche per curare difet t i ossei su animali (Do lder  

et  al. ,  2003),  in quanto esse presentano ott ime propr ietà meccaniche 

(Karageorgiou et  al. ,  2005).  Tut tavia,  i metalli presentano diversi 

svantaggi come la mancanza di adesione da parte delle ce llule del tessuto 

da r iparare (Hulbert  et  al. ,  1970),  la bassa degradabilità in situ ,  la  

necess ità di un secondo intervento per sost ituire la protesi e,  nel caso di 

una protesi permanente,  la possibilit à di accumulo di ioni metallici a  

causa della corrosione a cui è esposto l’imp ianto stesso (Rubin & 

Yaremchuk, 1997).  I biomater iali in ceramica impiegat i per l’osteogenesi 

sono pr incipalmente basat i su idrossiapat ite o  su mater iali composit i per 

formare un mater iale simile a ll’apat ite dell’osso,  mig liorando in questo 

modo l’osteointegrazione. Quest i compost i sono in grado di legare e  
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concentrare citochine come nel caso dell’osso naturale.  Gli svantaggi 

pr incipali associat i a l loro uso sono la fragilità e la loro lenta 

degradazione (Karageorgiou et  al. ,  2005).  A causa degli aspet t i negat ivi 

associat i a ll’uso di metalli e di mater iali in ceramica,  negli ult imi ann i 

l’at tenzione della comunità scient ifica e  medica si è indir izzata verso 

mater iali po limer ici.  

 
Polimeri naturali.  Molt i polimer i di der ivazione naturale possiedono il 

grande vantaggio di essere  biocompat ibili  e biodegradabili,  perché simili 

ai component i st rutturali di diversi tessut i (es.  co llagene e 

glicosamminoglicani).  I  po limer i naturali usat i sono l’amido, il  

co llagene, la chit ina,  il chitosano, i quali sono stat i ut ilizzat i per la  

r iparazione di diversi tessut i compreso l’osso (Chua, 2001).  Tut tavia,  la  

bassa resistenza meccanica e/o l’alt a velocità di degradazione, porta a 

non usare quest i biomater iali singo larmente ma in associazione o dopo 

modifica delle loro proprietà chimiche att raverso cross-linking per 

migliorare la resistenza meccanica e aumentare il tempo di degradazione.  

Le modificazioni chimiche possono comportare effet t i tossici e diminuire 

la biocompat ibilit à (Luyn, 1992) ; per queste ragioni l’uso dei 

biopo limer i naturali come scaffold è decisamente molto limit ato. 

  
Polimeri sintetici.  I polimer i di or igine sintet ica possono avere st ruttura 

chimica molto var ia grazie all’elevato numero  di monomeri di partenza 

attualmente disponibili.  Ino lt re le  carat terist iche st rutturali e  

geometr iche ottenibili sono molto var ie,  così come le proprietà 

meccaniche e le cinet iche di degradazione. Diverse classi di po limer i 

possono essere usate al fine di realizzare uno scaffo ld come sost ituto 

osseo; i p iù diffus i sono i po liester i,  le polianidr idi,  i po liortoesteri,  i  

polifosfazeni.  Molt i di quest i po limer i sono degradat i at t raverso idro lisi 

chimica a pH fisio logico. La classe più importante di po limer i è  

rappresentata da poliester i e copoliester i dell’acido lat t ico e dell’acido 

glico lico,  i quali sono stat i approvat i dalla Food and Drug 

Administ rat ion (FDA).  Ad oggi,  mo lt i po liester i sono stat i propost i come 

scaffo ld per la r igenerazione ossea,  compreso l’acido polig lico lico  

(PGA), l’acido polilat t ico (PLA), i quali sono anche largamente usat i 
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come fili per suture chirurgiche in campo ospedaliero.  Alt r i po limer i 

attualmente in uso sono l’ac ido polilat t ico-co-glico lico (PLGA) e il ε-

policapro lat tone (PCL) (Kikuci et  al. ,  1997) (Stylio s et  al. ,  2007).  Tutt i i  

polimer i dell’ac ido poliglico lico (PGA) possono essere ottenut i con un 

alto  grado di cr istallinità (40-75%), (Perr in et  al. ,1997, Middleton et 

al. ,2000),  ragion per cui il PGA non è so lubile in molt i so lvent i organic i 

ad eccezione di quelli a lt amente fluorurati come l’esafluoro isopropano lo  

(HFIP).  Ino lt re,  a causa della  sua natura idro filica,  il PGA tende a 

perdere le proprietà meccaniche (~50%) in un per iodo di circa 2 

set t imane e viene completamente assorbito  in 4-6 mesi dopo l’impianto 

(Yang et  al. ,2001).  

 
Acido polilattico  

L’acido polilat t ico (PLA) è at tualmente considerato uno dei più 

promet tent i biopo limer i grazie al largo spet t ro delle sue potenziali 

applicazioni,  come si può vedere anche dall’ampia let teratura che si è  

resa disponibile negli ult imi anni sull’argomento (Stylio s et  al. ,  2007) 

(Shue et  al. ,  2012) (Gar lot ta,  2001).  Tra i suo i punt i di forza vi sono la 

versat ilità nell’essere processato con diverse tecno logie industr iali e la 

sua ampia disponibilit à commercia le in different i t ipo logie.  

 

 

 

 

 

 
Fig. 1.2: Struttura chimica dell’acido polilattico 

 

I l PLA possiede una st rut tura molto simile al PGA,  ma con 

carat terist iche chimiche, fisiche e meccaniche molto diverse,  a causa 

della presenza di un gruppo met ilico sul carbonio α .  A causa di questa 

st ruttura, il carbonio α  r isulta essere chirale,  così il PLA presenta tre 

isomer i D, L e DL. L’isomero poli-L- lat t ico (PLLA) è semicr istallino e 

relat ivamente r igido e la sua st ruttura chimica lo  rende più idro fobo e,  
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dunque, più resistente agli at tacchi idro lit ic i,  mentre il po li-D;L lat t ico 

(PDLLA) è un mater iale amorfo e t rasparente (Gar lotta,  2001).  Il grado 

di degradazione di PDLLA r isu lta essere più rapido r ispet to a PLLA: a 

seconda delle dimensioni e dello  spessore  dell’ impianto la degradazione 

del campioni può avvenire in un per iodo di circa 2-12 mesi.  

I l PLA è pr ivo di component i allogeniche e xenogeniche e non induce 

una r isposta ant igenica significat iva (Shue et  al. ,  2012).  In base allo  

spessore,  alla st ruttura e alla composizione chimica permet te di o ffr ire  

diversi gradi di stabilità; l’associazione con alt r i copo limer i ne mig liora 

la maneggevo lezza rendendo lo più flessibile  e so ffice e ne rallenta la  

velocit à di r iassorbimento.  Tra gli aspet t i negat ivi del PLA si r icordano: 

un costo abbastanza elevato e una relat iva fragilit à (Shue et  al. ,  2012).  

Tuttavia le sue interessant i propr ietà,  le sue carat ter ist iche di 

biodegradabilità e la sua capacità di essere processato come un normale  

polimero termoplast ico nei già esistent i impiant i industr ia li,  lo  rendono 

un biomater iale ot t imale per la r igenerazione ossea.  

 
Come già accennato,  uno dei punt i chiave negli studi di ingegner ia 

t issutale è lo  sviluppo di scaffo ld che possano st imo lare il  

d ifferenziamento delle MSC in osteoblast i senza l’aus ilio  di t rattament i 

chimici o  di fat tori so lubili.  Queste cosiddet te “st rutture biomimet iche”,  

infat t i,  r icalcano la stessa complessa st ruttura fis io logica dell’osso e 

della matr ice,  in modo che la superficie fornisca segnali fisic i,  

geometr ici,  meccanici e st rutturali at t i a guidare la  r isposta cellu lare,  a  

st imo lare il d ifferenziamento e l’apposiz ione di nuovo osso.  

La creazione di una st ruttura topografica adeguata può influenzare 

diversi event i a live llo  cellulare,  modulando ades ione, or ientamento, 

morfo logia,  organizzazione del citoschelet ro,  proliferazione, espressione 

genica e differenziamento.   Inolt re la geometr ia della superficie può 

modulare la r isposta cellulare: numerosi studi hanno dimostrato che 

biomater iali sia micro che nanostrut turat i inducono, seppur in modo 

differente,  l’espressione di marker specifici di deposiz ione ossea.  In 

part ico lar modo, l’ut ilizzo di superfic i modificate con por i o  pillars di 

dimensioni nanometr iche ha un effet to  favorevo le sul differenziamento 
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di MSC sia di or igine mur ina che umana (Brammer et  al. ,  2011; Olivares-

Navarrete et  al. ,  2010).  Olt re alle dimensioni,  anche la d isposiz ione 

spaz iale dei pillars o  dei por i sulla superficie del biomater iale  influenza 

il d ifferenz iamento osteogenico. La distanza t ra due pillars at t igui,  la  

densit à dei por i,  la forma quadrata o  esagonale,  la  disposizione ordinata 

o random influenzano il comportamento cellulare in maniera notevo le,  

r ilevabile t ramite la misurazione dei filopodi,  marker fis ici di 

migrazione e adesione cellu lare (Dalby et  al. ,  2007).  L’organizzazione 

citoschelet r ica è infat t i un nodo cr it ico nella t rasmissione del segnale 

che conduce alla pro liferazione e al differenziamento delle cellule 

stamina li.  Un indice dell’adesione cellulare è data dalla  presenza di 

filopodi,  st rut ture filiformi di act ina che sondano il terreno per valutare 

se la superfic ie è idonea all’adesione e alla pro liferazione. I l fa llimento 

dell’adesione cellu lare,  infat t i,  provoca, da ult imo, la morte della  cellu la 

(John et  al. ,  2006).  

 
 
1.6 Nanotecnologie per la rigenerazione di tessuti ossei 
 

L’obbiet t ivo dell’ ingegner ia dei tessut i e della medicina r igenerat iva è lo  

sviluppo di sost itut i bio logic i capaci di r ipr ist inare,  mantenere o 

migliorare il tessuto danneggiato e la funzionalit à di un organo. Se da un 

lato  sono molto promet tent i i r isultat i o ttenut i in tali campi nell’ult imo  

decennio,  r imangono ancora numerose problemat iche legate soprat tutto 

ai mater iali t radizionalmente impiegat i.  Le nanotecno logie,  ossia  

l’ impiego di nanomater iali,  e l’ut ilizzo di topografie nanometr iche,  

rappresentano la via più promet tente per cercare di replicare le  

architet ture bio logiche fornendo gli opportuni st imo li per incent ivare il  

processo rigenerat ivo (Zhang & Webster,  2009). Queste nano-

carat terisct iche giocano un ruo lo chiave nello  st imo lare la cresc ita  

cellulare e nel guidare la r igenerazione del tessuto coinvo lto ,  ossia  

r isultano essere fondamentali in quell’ int ima unione t ra osso e protesi 

che determina l’osteo integrazione.  

Inizia lmente la progettazione di impiant i ortopedici mirava all’ut ilizzo 

di mater iali bio logicamente inert i,  per evit are una r isposta immunit ar ia  
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dell’ospit e; negli ult imi vent’anni ci si è concentrat i sull’ impiego di 

mater iali bioat t ivi,  capaci di r ichiamare gli element i osteogenic i e di 

sostenere la r igenerazione de l tessuto e con proprietà meccaniche e 

chimiche simili a que lle dell’osso nat ivo.  

Per microtopografia e nanotopografia si intende la presenza su una 

superficie di profili d i dimens ioni micrometriche e nanometr iche (da 

qualche unità fino a qualche cent inaia di unit à).  

Nonostante fosse già chiaro che la geometria di un substrato influenza il  

comportamento delle cellu le,  si è dovuto attendere lo  sviluppo dei 

processi di manipo lazione e fabbr icazione delle mater ie pr ime per  

appurare gli effet t i delle diverse geometr ie a live llo  bio logico.  

Dalla maggior parte degli studi condott i emerge una chiara relazione t ra 

le topografie micrometr ica e nanometr ica e l’or ientazione, la migrazione,  

la  morfo logia,  la  pro liferaz ione e la differenziazione delle  cellu le.  Per  

cercare di capire a fondo tale relazione sono state var iate le  

carat terist iche superficia li dei mater iali.  Sono stat i esaminat i 

microcanali che hanno st imo lato la pro liferazione con la possibilit à di 

indir izzare la cresc ita lungo una direzione preferenzia le (Mart inez et  al. ,  

2009).  Superfici modificate con pattern di micropillars circo lar i hanno, 

invece,  dimostrato una scarsa influenza sull’adesione cellulare 

(Dolatshahi-pirouz et  al. ,  2011).  Variazioni sulle  dimensioni,  la  

dist r ibuzione e la forma dei pillars non hanno influenzato la  

proliferazione cellulare che è di contro condizionata dal diametro e dal 

passo di queste microst rutture (Ko lind et  al. ,  2014).  La realizzazione di 

pillars nanometr ici in mater iale po limer ico per colture di MSC influisce 

su adesione, crescit a e migrazione r ispet to  ad una corr ispondente 

superficie piana.  

Nonostante alcuni r isultat i contraddit tori dovut i alla  molteplic ità di t ip i 

cellular i,  mater iali e geometr ie ut ilizzat i per condurre gli esper iment i,  

appare sempre più r ilevante l’effet to bio logico che esercita la  

nanotopografia in termini di adesione, crescit a e differenziazione delle  

cellule co lt ivate su un substrato (Mart inez et al. ,  2009) (Ravichandran et  

al. ,  2009).  
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Negli u lt imi anni è cresc iuto l’int eresse nei confront i dell’effet to 

meccanico dei pillar,  ossia forze di t razione e r ilassamento.  Olt re 

all’e ffet to geometrico delle micro o nanocarat terist iche  in quanto tali,  s i 

sono r ilevat i significat ivi effet t i r iconducibili a lla t ipo logia del 

substrato; in part ico lare idro fobicit à e rigidezza.  In confronto ad una 

superficie piat ta l’ango lo di contatto  raggiungibile con superfici dotate 

di pillars micro o nanometr ici è mo lto maggiore,  ciò  comporta un 

aumento dell’ idro fobic ità che favor isce il  contatto  t ra le cellule e quind i 

l’organizzazione in co lonie (Brammer et  al. ,  2011).  
 

Fig. 1.3: Variazione dell’angolo di contatto, ossia dell’idrofobicità, al variare della topografia del substrato 
 

Anche la r igidezza dello  scaffo ld è influenzata dalla presenza dei pillar.  

Da studi recent i (Engler et  al. ,  2006),  la  r igidezza del substrato appare 

sempre più come un aspet to  chiave nel regolare la  r isposta di una cellula 

all’ambiente esterno con cui interagisce: il grado di elast icit à della  

superficie è infat t i st ret tamente correlato al percorso differenziat ivo  

delle MSC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1.4: Influenza dell’elasticità del substrato sul processo di differenziazione delle MSC. 
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Alla luce di quanto visto  è dunque chiaro come i progressi nella micro e 

nano ingegner ia possano essere sfrut tat i per controllare il comportamento 

e la differenz iazione delle MSC, sviluppando delle superfic i 

contraddist inte da opportune carat ter ist iche in grado di fornire st imo li 

appropr iat i.  Sono perciò numerosi i progett i d i r icerca vo lt i ad applicare 

le tecno logie produt t ive per dimensioni micrometr iche e nanometr iche 

nell’ambito dell’ ingegner ia t issutale e  della  medicina r igenerat iva.  Tra 

quest i vi è anche il proget to NanoBones.   

 
 
1.7 Progetto Nanobones   
 

I l lavoro svo lto  in questa tesi r ientra nel progetto  NanoBones che ha 

come scopo la realizzazione di support i in mater iale po limer ico,  

bior iassorbibili,  osteoindut t ivi carat terizzat i da modifiche superfic iali 

mediante l’int roduzione di carat terist iche micro o nanometr iche,  così da 

r iuscire a st imo lare la differenziazione delle  MSC in osteoblast i.  I l 

progetto  è stato  finanziato dal Dipart imento della Sanità pubblica e  

dell’Innovazione del Ministero della Salute e sviluppato mediante la  

co llaborazione del Laboratorio  di Tecno logie e Sistemi d i Lavorazione 

(Te.Si.) ,  del Dipart imento di Ingegner ia Industr iale  (DII) dell’Università  

di Padova. I l fine di tale progetto è quello  di sviluppare,  a part ire da 

polimer i sintet ici,  potenzia li nuovi disposit ivi t rapiantabili con marcate 

proprietà osteoindut t ive,  ut ilizzabili  in campo ortopedico ed 

odontoiat r ico. 

I  pr incipali vantaggi ottenibili da quest i nuovi d isposit ivi sono: 

• la possibilit à di impiegare mater iali bioriassorbibili,  r ipr ist inando una 

condizione del tutto  naturale,  senza la permanenza dell’ impianto o la  

necess ità di r imuover lo successivamente; 

• la possibilità di lavorare mediante microstampaggio ad iniezione,  

tecnica che permet te di contenere i cost i e che offre elevata veloc ità e  

r ipet ibilità.  

Tra tutte le possibili tecniche di micro formatura,  questa infat t i è quella  

che garant isce il miglior compromesso t ra precisione e capacit à di 

produzione di massa a basso costo unitar io ,  avendo poi come ulter ior i 
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aspet t i posit ivi il r idot to  tempo ciclo,  la possibile completa automaz ione 

del processo e la disponibilità di un notevo le know-how trasfer ibile dal 

processo di stampaggio ad iniezione t radizionale.  Per contro, la cr it icità  

di tale scelt a è associata all’accuratezza ot tenibile  nella  replicazione 

delle micro e nanocarat terist iche,  ragion per cui i parametr i che 

influenzano  lo  stampaggio devono essere calibrat i al meglio .  

I l progetto  NanoBones prevede le seguent i t re fasi:  

1.  fabbr icazione e carat terizzazione di superfici po limer iche micro e 

nanostrutturate; 

2.  valutazione in vitro  dell’e ffet to della topografia superficia le sul 

comportamento delle MSC; e  

3.  valutazione in vivo  dell’ integrazione delle superfici po limer iche con il 

tessuto osseo. 

Fino ad ora la sper imentaz ione è stata condot ta entro le pr ime due fasi,  

sfrut tando var i support i con un pat tern a schema quadrato di micro e 

nanopillars a sezione circo lare,  var iando le dimens ioni sia dei pillars sia  

della dist r ibuzione degli stessi ne l piano.  

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1.5: Supporto in materiale polimerico stampato per il progetto NanoBones e relativo schema della topografia 

dotata di micro pillars. 
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2. MATERIALI E METODI 

 

2.1 Superfici modificate con micropi llars 

I support i ut ilizzat i per la crescita e la differenziazione cellulare sono 

stat i progettat i dal gruppo dei prof.  Pao lo Bar iani e Giovanni Lucchet ta 

del Dipart imento di Ingegner ia Industriale,  Universit à di Padova, e  

realizzat i nel laboratorio  Te.Si.  di Rovigo. Tali support i sono stat i 

ottenut i per microstampaggio a iniezione su polist irene non t rattato per 

co lture cellular i,  mater iale biocompat ibile,  semplice da processare ed 

economico, di dimensioni tali (5.9 mm di diametro e 2 mm d i altezza) da 

poter essere contenut i nei pozzet t i d i una piast ra a 96. Le superfic i 

presentavano dei micropillars le cui dimensioni sono state var iate in 

termini sia di diametro che di int erasse t ra pillars adiacent i.  

 

Ottenimento dello stampo micrometrico 

Il foto resist TMSPM-Zr:sintesi  

Lo stampo microst rutturato è stato  ottenuto ut ilizzando un mater iale so l-

gel diret tamente pat ternabile per fotolitografia,  depositato  su un 

supporto di acciaio.  

I l fotoresist ,  denominato TMSPM-Zr, è stato  sintet izzato a part ire da 

Butossido di Zirconia (Zr(OBut)4) 3-(t rimetossis ilil)propil metacr ilato 

(TMSPM). Quest’ult imo è un alcossido  organicamente modificato che 

presenta il legame Si-C indispensabile per ottenere un mater iale ibr ido, 

in cui ret ico lo organico e inorganico sono legat i covalentemente.  Al 

TMSPM è stato aggiunto butossido di zirconia (Zr(OBut)4) che prende 

parte al ret ico lo inorganico, e acido metacr ilico (MAA) con funzione di 

agente chelante,  rallentando la reazione di idro lis i del Zr-But .  La 

polimer izzazione organica dei doppi legami C=C di TMSPM e MAA 

present i è stata preservata in fase di sintesi e sfrut tata in fase di 

fotolitografia,  in quanto avveniva mediante esposizione alla  radiazione 

UV. TMSPM e Zr(OBut)4  opportunamente misce lat i permet tevano quindi 

di ottenere ret ico li inorganici del t ipo Si-O-Si,  Si-O-Zr e Zr-O-Zr,  a cui 
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era legato il ret ico lo organico grazie alla  stabilit à del legame Si-C nelle  

condizioni di sintesi.  

La sintesi ha previsto  l’idro lis i del TMSPM in catalis i acida per 1 h a  

temperatura ambiente (TA). I  rapport i mo lar i dei reagent i erano TMSPM: 

H2O, HCl 1N=1:3:0,01. Alla so luz ione sono stat i aggiunt i po i goccia a  

goccia Zr(OBut)4  e acido metacr ilico (MAA), agitat i separatamente per 5 

min, e  il tutto  è stato  messo in agit azione per un’ora,  sempre a TA. I l 

rapporto molare t ra i precursori era il seguente 

TMSPM:Zr(OBut)4 :MAA=1:0,5:1.  Tetraidrofurano (C4H8O) è stato 

aggiunto come so lvente per ottenere la diluiz ione desiderata (110 or 80 

g/ l SiO2+ZrO2).  La so luzione è stata infine filt rata mediante un filt ro  in 

teflon con for i di 0.2 µm a l fine di ot tenere film di miglior qualità per  

spin-coat ing.  

 

 
Fig. 2.1: Formule chimiche del butossido di zirconia (Zr-But), 3-Trimethoxysilyl)propylmethacrylate 

(TMSPM) e dell’acido metacrilico (MAA) 
 
 

Il processo di fotolitograf ia con TMSPM-Zr 

Allo scopo di ott imizzare la po limer izzazione del ret ico lo organico del 

fotoresist ,  mediante esposiz ione UV, è stato  scelto  di aggiungere alla  

so luzione il fotoiniz iatore 2-Benzyl-2-dimethylamino-1-(4-

morpho linophenyl)-butanone-1 (Ciba® IRGACURE® 369),  in 

concentrazione 1% molare r ispet to alle moli di TMSPM. Tale iniziatore 

aumentava, infat t i,  l’assorbimento UV del TMSPM-Zr intorno ai 360 nm,  

che corr ispondeva alla r iga di emiss ione più intensa della lampada UV 

ut ilizzata nel processo di fotolitografia (Hamamatsu Lightningcure LC5).  

I l procedimento sper imentale di fotolitografia consisteva nel depositare 

un film di fotoresist  sul substrato desiderato, in questo caso un inserto in 

accia io da alloggiare nella macchina per  micro stampaggio a iniezione,  

att raverso la tecnica dello  spin-coat ing. Successivamente,  una maschera 
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in quarzo che r iportava le st rutture da replicare è stata appoggiata sul 

film ( litografia per contatto).  La funzione esplicata dalla maschera era 

quella di non far filt rare,  nelle zone rese opache dal cromo, i raggi UV, 

in modo da ottenere su l film un’immagine latente del pat tern desiderato. 

Infine,  si è proceduto con la fase di sviluppo del film per 15 sec in  

so luzione etano lo-acetone in rapporto 100:1.  Durante questa fase le zone 

non esposte alla radiazione UV, il cui ret ico lo organico non era qu indi 

stato  polimer izzato,  sono state discio lte nella so luzione di sviluppo. I l 

comportamento del fotoresist  TMSPM-Zr sint et izzato era quindi 

negat ivo.  

 

 
Fig.2.2: Rappresentazione del processo di fotolitografia per irradiazione con raggi UV 

 
 

Lo stampo rappresenta la parte più importante del processo: cont iene 

l’ inserto  che determina la forma del prodotto  finito ,  i canali di 

alimentazione, gli est rattori e  il s ist ema di condizionamento.  Deve avere 

una forma negat iva r ispet to  a quella che si vuo le impart ire a l prodotto 

finito ,  di conseguenza, la qualità del prodotto  finito  va di par i passo con 

quella dello  stampo. Gli insert i o t tenut i sono stat i carat ter izzat i con due 

numer i,  il pr imo r ifer ito  al diametro (Ø) in µm de i micropits,  il secondo 

alla distanza in µm tra il centro di due micropits att igui ( int erasse I).  Le 

geometr ie realizzate sono state Ø2 - I8, Ø3 - I9,  Ø4 – I10. Per prat icità  

ciascun supporto è stato  ident ificato con le due cifre indicant i diametro e 

int erasse (2-8,  3-9,  4-10).  È stata,  ino lt re,  fornita una superficie  non 

modificata che è stata ut ilizzata come controllo  ( indicata come superficie  

non t rattata-NT). 
 
 
2.2 Superfici modificate con nanopillars 

I support i ut ilizzat i per la crescita e la differenziazione cellulare sono 
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stat i progettat i dal gruppo dei prof.  Pao lo Bar iani e Giovanni Lucchet ta 

del Dipart imento di Ingegner ia Industriale,  Universit à di Padova, e  

realizzat i nel laboratorio  Te.Si.  di Rovigo. Tali support i,  sono stat i 

realizzat i per microstampaggio a iniezione di Acido Polilat t ico (Purasorb 

Pl-10),  mater iale biocompat ibile  e biodegradabile,  di dimensioni tali (5.9  

mm di diametro e 2 mm di altezza) da poter essere contenut i nei pozzet t i 

d i una piast ra a 96. Le super fici presentavano nanoopillars le cui 

dimensioni sono state var iate in termini sia d i diametro che di interasse 

t ra pillars adiacent i.  

 

Ottenimento dello stampo nanometrico 

Sintesi del resist GZ 

Al fine d i ottenere stampi nanostrutturat i è stata ut ilizzata la tecnica de l 

nano impr int ing con resist  ibr ido ottenuto a part ire da 3-

glyc idoxypropylt r imethoxys ilane (GPTMS) e ZrBut .  I l GPTMS è un 

alcossido di silicio  organicamente modificato,  caratterizzato da un anello  

epossidico a fine catena,  in grado di dar luogo al ret ico lo organico, e da 

gruppi alcossido legat i a l silic io  che a seguito  di idro lis i e  

condensazione formano un ret ico lo inorganico. Al GPTMS è stato 

aggiunto butossido di zirconia (Fig.  2.3) che concorre anch’esso alla  

formazione della parte inorganica.  I l Zr-But ,  agendo come acido di 

Lewis,  è in grado di apr ire  gli anelli epossid ici del GPTMS già durante 

la  sintesi,  permet tendone così la  po limer izzazione. Si è ottenuto,  quindi,  

un mater iale che presentava i due ret ico li organico e inorganico legat i 

covalentemente t ra loro. 

 

 
Fig 2.3: Formule chimiche del butossido di Zirconia (Zr-But) e del 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) 
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La sintesi era la seguente: sono stat i mess i in agitazione per 1 h  

GPTMS, H2O e HCl 1N (si è ut ilizzata quindi la catalis i acida) secondo i 

rapport i mo lar i 1:1,5:0,005. Separatamente 2-metossietano lo e butossido 

di zirconia (Zr(But)4),  sono stat i lasc iat i in agit azione per 15 min e 

aggiunt i po i alla  so luzione di GPTMS, al fine di ot tenere un rapporto 

molare GPTMS:ZrBut  di 80:20. Infine,  la  so luzione così ottenuta è stata 

messa in agit azione per 90 min in un sistema di reflusso a 80 °C, e  

successivamente filt rata con un filt ro  in teflon con for i di 0.2 µm. 2-

metossietano lo è stato  aggiunto come solvente alla so luzione fina le in  

quant ità opportuna per ottenere la diluizione desiderata.  La so luzione 

così ottenuta è stata chiamata GZ.  

 

Il processo di nano imprinting con il sistema GZ 

Per l’ot tenimento degli stampi nanostrutturat i è stata ut ilizzata la tecnica 

del nano impr int ing. L’impr int ing è un part ico lare processo di litografia  

che prevede l’ut ilizzo di un resist  a bassa viscosità,  in genere liquido, e 

di uno stampo, mold, sulla superfic ie del qua le compare il pat tern 

nanometr ico da t rasfer ire.  Lo stampo, generalmente in s ilic io ,  viene 

pressato sul resist  stesso con lo  scopo di facilit are l’ ingresso,  per  

capillar it à,  del precursore liquido nelle  cavità del pat tern.  Una vo lta  

r iempito lo  stampo, avvengono le reazioni di po limer izzazione e/o di 

idro lis i e condensazione, nel caso di resist  so l-ge l,  mediante 

r iscaldamento o esposizione UV, che determinano il passaggio da un 

r icopr imento liquido ad uno so lido, sul quale è presente la replica del 

pat tern.   

I l pr imo step è stata la definiz ione dei layout  dei master in silicio  da 

realizzare per litografia  a fascio elet t ronico (EBL). Si è optato per una 

configurazione di pillar cilindr ic i,  imponendo però il vinco lo di element i 

con aspect  rat io  par i a  2.  Diversi layout  sono stat i definit i var iando sia  il 

d iametro dei pillar sia  il loro  passo.  Le specifiche dimens ionali dei var i 

schemi sono r iportate in tabella 1.  
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Tabella 1: Specifiche dimensionali dei layout scelti per gli inserti nanostrutturati 

 
 
Microstampaggio a iniezione 

I support i in po list irene sono stat i stampat i a part ire dagli insert i in 

accia io con micropits con pressa Wit tman Bat tenfeld Micropower 15. Lo 

stampaggio ad iniezione rappresenta una tecno logia di t ipo discont inuo, 

adat ta a formare manufat t i d i forme t r idimensionali su media e larga 

scala,  con un costo limitato.  Inolt re,  in aggiunta ad entrambe le classi di 

polimer i,  termoplast ic i e termoindurent i,  è possibile  stampare anche alt r i 

t ip i di mater iale,  come ceramiche, fibre e po lver i eventualmente 

r inforzate con polimer i.  Una pressa ad iniezione è essenzia lmente 

cost ituita da un cilindro di forza contenente una vite elico idale che,  

ruotando, t rasporta e fonde il po limero granulato sino alla testa della  

vit e,  ove è situata la camera calda di iniezione. Un ugello  di iniezione 

met te in comunicazione tale camera con lo  stampo (mantenuto sempre a 

temperatura relat ivamente bassa).  Una vo lta r iempit a la camera di 

iniezione, la massa fusa accumulata scaldata t ramit e resistenze elet t riche 

è sufficiente a r iempire lo  stampo. I l fuso polimer ico viene spostato 

nella camera calda dello  stampo, il po limero nello  stampo si raffredda,  

so lidifica e si procede con la fase di est razione. Una rappresentazione 

schemat ica dell’ intero processo è r iportata nella figura seguente.  

 

 
Fig.2.4: Pressa Wittman Battenfeld Micropower 15 utilizzata per la produzione tramite microstampaggio a 

iniezione di superfici con micropillars 
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2.3 Colture cellulari  

 
Cellule MC3T3-E1 

La linea cellulare MC3T3-E1, formata da preosteoblast i mur ini,  è stata 

acquistata al Leibniz-Inst itut  DSMZ Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), e co lt ivata con alpha 

Minimum Essent ial Medium (α-MEM, Life techno logies,  Balt imore,  

MD), supplementato con 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma Aldr ich,  

ST. Louis,  MO) e 1% penic illina/st reptomic ina (Sigma Aldr ich).  Le 

co lture sono state mantenute in condizioni standard (97% umid ità  

relat iva,  5% CO2 ,  37°C) e il terreno è stato sost ituito  ogni 48 h con 

terreno fresco.  

 
Cellule mesenchimali stromali umane da midollo osseo (MSC)  

Tali cellule sono state gent ilmente fornit e dal prof.  Mauro Krampera de l 

Dipart imento di Med icina dell’Universit à di Verona. Provenivano da 

prelievi di mido llo  osseo da donatori sani,  ottenut i dopo l’ottenimento 

del consenso informato come previsto  dal comit ato et ico dell’Azienda 

ospedaliera Univers itar ia Integrata di Verona (N. Prog. 1828, May 12, 

2010 - ‘Inst itut ion of cell and t issue co llect ion for biomedical research 

in Onco-Hematology’).  Le MSC sono state colt ivate in α-MEM (Life 

technologies) supplementato con 1% penic illina/st reptomicina (Sigma 

Aldr ich) 1% Glutammina (Sigma Aldr ich) e 18% Fetal bovine serum 

16000 (FBS 16000, Life Techno logies).  Le co lture sono state mantenute 

in condiz ioni standard e il terreno è stato  sost ituito  a giorni alterni con 

terreno fresco. Tali cellu le sono state ut ilizzate per ver ificare in vitro  le  

proprietà osteoindut t ive delle superfici modificate con micro e 

nanopillars.   

 

2.4 Colture cellulari su support i modificati con micro e nanopillars 

I support i modificat i superfic ialmente con micro e nanopillars sono stat i 

ster ilizzat i con lavaggi successivi in Amuchina,  in so luzione salina 

tamponata (PBS) e in alco le asso luto.  I  residui di alco le sono stat i 

a llontanat i per evaporazione sot to  cappa a flusso laminare,  i support i 

sono stat i inser it i ne i pozzet t i d i piast re a 96 ed incubat i overnight  in  
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PBS addiz ionato di penicillina/st reptomic ina al 2%. Successivamente,  le  

MSC sono state seminate ad una densità par i a 5000 cell/pozzet to.  Per i 

pr imi set te giorni,  le cellule sono state colt ivate come precedentemente 

descr it to .  A part ire dall’8° giorno dalla  semina e fino alla fine della  

sper imentazione, la concentrazione di FBS 16000 è stata ridot ta al 10%.  

Non sono stat i ut ilizzat i terreni indut t ivi contenent i supplement i 

osteogenic i,  quali desametasone, β-glicerofosfato e acido ascorbico 

(Porter et  al. ,  2003),  per evidenziare unicamente l’effet to  delle  

modifiche di superfic ie sul comportamento differenziat ivo delle  MSC. La 

valutazione delle  propr ietà osteoindut t ive è stata effet tuata a 24 h,  72 h,  

7,  14 e 21 giorni dalla  semina t ramite analis i morfo log ica delle co lture,  

determinazione de ll’adesione e della  proliferazione cellulare,  ver ifica 

del differenziamento in senso osteogenico t ramit e misurazione della  

deposizione di sali di calc io e valutazione dell’espressione di 

osteocalc ina.  

 

2.5 Microscopia elettronica a scansione 

I l microscopio elet t ronico a scansione, indicato con la sigla SEM 

(Scanning Electron Microscope),  è stato  ut ilizzato per r icavare 

informazioni con alta r iso luzione (2-5 nanometr i)  sull’aspet to ,  la natura 

e le propr ietà delle superfici de i support i modificat i con micro e 

nanopillars e sulla morfo logia delle cellule.  Co lpendo la superficie con 

un fascio di elet t roni,  lo  st rumento (JEOL JSM-6490) permet te di 

esplorare la  superficie  nei det tagli.  Gli elett roni secondar i generat i punto 

per punto dalla superficie  vengono raccolt i da un e let t rodo collet tore, 

che produce un segnale elet t rico: sullo  schermo quindi si forma un 

immagine con grande pro fondit à di fuoco. Per consent ire l’osservazione 

e la determinazione di morfo logia e st ruttura dei campioni al SEM, i 

support i sono stat i opportunamente t rattat i per render li anidr i evit ando 

che l’acqua presente in essi venisse r ilasciata nel mo mento in cu i si 

forma il vuoto all’ interno dello  st rumento.  Al t ime po int  predefinito ,  le  

co lture sono state pr ivate del terreno di coltura,  lavate con PBS, e fissate 

per 20 min con 3,7% formaldeide (Sigma Aldr ich).  Successivamente,  

sono state lavate 3 vo lte con PBS e dis idratate ut ilizzando etano lo in 
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acqua deionizzata in concentrazione crescente: 10%, 20%, 40%, 50%,  

70%, 80%, 90%, 95%, 100%. Ogni alco l è  stato  lasciato in piast ra 2 min.  

I  campioni sono stat i quindi fissat i su uno specia le nast ro bi-adesivo  

condut t ivo a base d i grafite (carbon tape),  ed ancorat i ad un supporto 

metallico,  per po i subire il processo di metallizzazione o coat ing. La 

copertura dei support i con un sott ile  st rato  superfic iale  di oro ha reso il 

campione, di per sé non condut t ivo, idoneo a t rasmet tere il segnale 

elet t rico.  

 

2.6 Immunofluorescenza (IF)  

Le act ine citoplasmat iche,  che fanno parte del sistema di micro filament i 

delle proteine del citoschelet ro,  sono t ra le proteine eucar iot iche più 

conservate t ra quelle espresse nei mammifer i e negli uccelli.  L'act ina è 

una proteina con sei iso forme che differ iscono per la sequenza di 

aminoac idi e sono accomunate dalla stessa massa moleco lare (42 kD). Le 

iso forme presentano una omologia complessiva del 90% per quanto 

r iguarda la sequenza e una omologia par i appena al 50–60% per quanto 

r iguarda i residui dell 'N-termina le.  La regione N-termina le sembra essere 

una grande area ant igenica .  Esistono diverse iso forme α che sono 

spec ifiche dei tessut i musco lar i,  ad esempio  il musco lo schelet r ico,  il 

musco lo card iaco e il musco lo liscio .  Le β e γ-act ine possono essere 

present i nelle  cellu le musco lar i o lt re che in molt i a lt r i t ip i di ce llule 

dell'organismo, comprese cellule non musco lar i.  

Le co lture,  dopo 24 h dalla semina,  sono state lavate due vo lte con PBS 

per eliminare i residui del terreno di co ltura.  Le cellule sono state fissate 

con acetone freddo per 10 min a +4°C e a seguire sono stat i effet tuat i t re 

lavaggi con PBS. La permeabilizzazione delle membrane cellular i è stata 

eseguita con 0,5% Tr itonX100 (Sigma Aldr ich)  in dH2O per 10 min a 

TA. Lavate le cellule con PBS, per  impedire i legami aspecifici 

dell’ant icorpo, è stato  effet tuato il b locco dei sit i d i legame mediante 

incubazione con bovine serum albumin (BSA) al 2% in PBS e quindi 

l’ incubaz ione overnight  a +4°C con l’ant icorpo primar io mouse ant i-

Act ina panα  (diluizione 1:100 in PBS addizionato di BSA al 2%). In 

seguito  ad accurat i lavaggi,  è  stata eseguita  l’ incubazione con 
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l’ant icorpo secondar io goat  ant i-mouse coniugato Alexa fluor488 

(Invit rogen, Life Techno logies) diluito  1:200 in PBS + 2% BSA  per 1 h 

a TA e al r iparo dalla luce.  Terminata l‘ incubazione si è proceduto con 

due lavaggi con PBS + 2% BSA e successivamente i vetr ini sono stat i 

montat i con montante Fluoro-gel contente DAPI (Electron Microscopy 

Sciences,  Hat fie ld,  PA).  

Per ogni vetr ino è stato  eseguito  un controllo  negat ivo cost ituito  da 

campioni incubat i con il so lo ant icorpo secondar io ,  omet tendo 

l’ant icorpo primar io (controllo  di specificit à).  I  campioni sono stat i 

analizzat i mediante microscopio a fluorescenza Leica DM4000B (Leica 

Microsystems GmbH, Wetzlar,  Germany).  

 

2.7 MTS test 

La vitalità cellu lare delle MSC è stata determinata att raverso il metodo 

co lor imetr ico MTS-test . La metodica prevede l’ut ilizzo di un composto 

tet razolico [3-(4,5-dimet ilt iazo l-2yl)-5-(3-carbossimetossifenil)-2-(4-

so lfo fenil)-2H tet razolio ,  MTS] noto anche come reagente di Owen 

(Promega).  In seguito  ad un processo di r iduzione, il composto si 

t rasforma in un sale di formazano so lubile e co lorato in vio la,  indice 

della presenza di cellule metabo licamente at t ive in cui le deidrogenasi 

mitocondr iali producono NADPH e NADH.  

Ad ogni t ime-po int ,  il terreno di co ltura è stato  rimosso e i support i (4 

supporti per tipo per ogni tempo) sono stat i spostat i in un pozzet to  adiacente 

vuoto per evitare una sovra-st ima dovuta all’eventuale presenza d i 

cellule adese su l fondo del pozzet to .  Ad ogni supporto sono stat i 

aggiunt i 200 µL d i α-MEM contenente 1% Gln e 10% MTS. La piast ra è 

stata mantenuta in incubazione 4 h a 37°C, al termine delle quali 150 µL 

di terreno sono stat i prelevat i e ut ilizzat i per la determinazione 

dell’assorbanza mediante Microplate Autoreader EL 311 (Bio-Tek 

Inst ruments) a  λ= 490 nm.  I  valor i di assorbanza erano proporzionali al 

numero di cellule vitali present i in co ltura,  che è stato  determinato 

t ramit e una ret ta di taratura (Fig.2.5),  prevent ivamente allest ita  

determinando i valor i di assorbanza relat ivi a numer i not i di MSC. I  

r isultat i,  media di 3 esper iment i separat i,  sono stat i espress i come 
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numero di cellu le ± deviazione standard.  L’analis i stat ist ica è stata 

effet tuata con il t  test  di Student .  
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Fig.2.5: Retta di taratura per MTS test 

 

 

2.8 Valutazione della deposizione di sali  di calcio  

Per valutare la deposizione di sali di calcio e la presenza di nodi di 

mineralizzazione, indice del differenziamento delle MSC lungo la linea 

osteogenica,  è stata ut ilizzata l’a lizar ina Red S, co lorante 

antrachinonico, che è in grado di chelare il calc io e permet te sia la  

visualizzazione al microscopio ott ico dei deposit i del minerale,  sia  una 

loro st ima (Gregory et  al. ,  2004).  La fo rmazione del complesso non è 

st rettamente specifica per il calcio,  in quanto può avvenire anche con  

magnesio,  manganese,  bar io ,  st ronzio e ferro.  Tuttavia,  tali e lement i 

sono present i in concentrazioni talmente basse da non int er fer ire con la  

co lorazione. I l protocollo  prevede il t rattamento delle co lture con il 

co lorante,  la r imozione del suo eccesso, la successiva est razione 

dell’alizar ina complessata e la sua quant ificazione t ramit e 

determinazione dell’assorbanza a 405 nm.    

A 7,  14 e 21 giorni,  è stato  rimosso il terreno di co ltura,  è stato 

effet tuato un lavaggio con PBS e i support i (6 supporti per tipo per ogni 

tempo) sono stat i t rasfer it i su un pozzet to vuoto adiacente.  Le cellule 

sono state fissate con 3,7% formaldeide per 30 min a TA e nuovamente 

lavate con dH2O per due vo lte.  In ogni pozzetto  poi sono stat i aggiunt i 



Mater ial i  e metodi  
 
 

36 

200 µL di 40  mM Alizar in Red So lut ion (Alizar in Red S, Sigma Aldr ich)  

in dH2O, pH 4,1 e lasciat i ad incubare per 30 min a TA. Dopo aver 

r imosso il co lorante,  i pozzet t i sono stat i lavat i abbondantemente con 

dH2O. 

Per la determinazione quant itat iva dei sali di calc io,  200 µL di 10% 

acido acet ico sono stat i aggiunt i ad ogni pozzetto e lasciat i ad incubare 

per 30 min in agitazione. I l monostrato di cellule,  scarsamente ancorato 

al supporto,  è stato  poi sottoposto a scrape e l’acido acet ico e la  

sospensione cellu lare in esso presente sono stat i recuperat i in eppendorf 

e agitat i in Vortex.  I tubi sono stat i quindi scaldat i a 85°C per 10 min,  

raffreddat i in ghiaccio e centr ifugat i per 15 min a 16000 x g.  I  campioni 

sono stat i po i t rasfer it i in Savant  (Savant  Speed Vac Concentrator, 

Thermo Scient ific) e lasciat i a lio filizzare overnight .  Successivamente,  

sono stat i r isospesi con 150 µL di 10% acido acet ico  tamponato a pH 

4,1.  In una nuova piast ra da 96 pozzett i sono quindi stat i t rasfer it i 100 

µL di ogni campione e l’assorbanza è stata determinata a λ= 405 nm 

ut ilizzando il Microplate Autoreader EL 311. I  valor i regist rat i sono stat i 

convert it i in concentrazione di co lorante,  ut ilizzando una ret ta di 

taratura (Fig.2.6),  precedentemente ottenuta determinando l’assorbanza 

di campioni di alizar ina a concentrazioni note da 30 a 0,47 µM, come 

r iportato nella figura sottostante.  I  risultat i sono stat i espressi in  

percentuale r ispet to  alla superfic ie di controllo .  

 

 
Fig.2.6: Retta di taratura per determinare la concentrazione di Alizarina 
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2.9 Estrazione e quantificazione di RNA  

A diversi t ime po int ,  le co lture,  sono state lavate con PBS 1X e t rattate 

per 5 min a TA con 0.5 mL di TRI Reagent  (Sigma Aldr ich),  una 

so luzione monofas ica di feno lo e guanidina isot iocianato in grado di 

inibire irrevers ibilmente le r ibonucleasi e di lisare le cellule permet tendo 

la  completa dissociazione nucleo-proteica (Chomczynski & Sacchi,  

2006).  Si è proceduto con l’aggiunta di 0.1 mL di cloro formio (Sigma 

Aldr ich),  i campioni sono stat i agitat i vigorosamente per 15 sec,  lasciat i 

incubare a TA per 10 min ed infine centr ifugat i a 12000 rcf per 15 min a 

4°C. Dopo la centr ifugazione ciascun campione era separato in 3 fasi:  

una fase infer iore di co lore rosso pallido ( feno l-cloro formio),  un 

int er fase,  ed una fase super iore acquosa inco lore.  La fase acquosa 

super iore contenente l’RNA (circa il 60% del vo lume inizia le di t r izo lo) 

è stata t rasfer it a in un nuovo tubo RNase free (Sarstedt), senza toccare 

l’ inter fase sottostante.  Tale fase è stata t rattata con 0.25 mL di 

isopropano lo (Car lo Erba) per 10 min a TA per favor ire la precip itazione 

del RNA. Dopo una centr ifugazione a 12000 rcf per 10 min a 4°C, i l 

pellet  è stato  lavato con etano lo 75% e centr ifugato a 7500 rcf per 5 min 

a 4°C. Al termine il pellet  è stato  risospeso in 20 µL d i acqua RNase free 

(Invit rogen).  

Per determinare la concentrazione dell’RNA estrat to  e ver ificare 

l’assenza di contaminant i,  quali proteine,  polisaccar id i o  feno lo,  l’RNA 

è stato  ana lizzato mediante il Nanodrop 2000 (Thermo  Scient ific).  

Questo st rumento è uno spet t rofotometro UV-Visibile a spet t ro  totale  

(220-750 nm) in grado di effet tuare analisi di vo lumi est remamente 

r idott i d i campione (1µL).  La sorgente luminosa è cost ituita da una 

lampada allo  xenon e la luce che at t raversa il campione viene analizzata 

da uno spet t rofotometro.  Lo st rumento viene controllato  da un so ftware  

la  cui inter faccia grafica rest ituisce per  ciascun campione la  curva di 

assorbimento e la concentrazione espressa in ng/µL.  

Lo st rumento permet te di misurare l’assorbanza (A) a 260 nm, lunghezza 

d’onda di assorbimento carat terist ica degli anelli eterociclici aromat ic i 

degli acidi nucleic i.  Ino lt re l’assorbanza viene misurata anche alle  

seguent i lunghezze d’onda:  
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• λ  = 230 nm: lunghezza d’onda di assorbimento di carbo idrat i e  

feno li;  

• λ  = 280 nm: lunghezza d’onda di assorbimento di proteine;  

• λ  = 320 nm: rumore di fondo dovuto ad un assorbimento aspecifico.  

Not i quest i valor i è possibile:  

• determinare la concentrazione (ng/ µL) di RNA calco lata dallo  

st rumento; e  

• st imare il grado di purezza dell’RNA (o DNA). 

Buone preparazioni di RNA devono avere i seguent i rapport i:  

A2 6 0 /A2 8 0  = 1,8-2 

A2 6 0 /A2 3 0  = 1,8-2,2  

 

2.10 One step RT-PCR 

Per evidenziare l’espressione di OC, marker di differenziamento 

osteogenico, è stata esegu ita l’est razione di RNA da 16 support i 

microst rutturat i per ogni t ipo e per ogni tempo, e success ivamente 

analizzato t ramit e one step-RT PCR. Come gene housekeeping, è stato 

usato Gliceraldeide 3- fosfato deidrogenasi (GAPDH). 

Lo studio è stato  condotto  ut ilizzando il Qiagen® One Step RT-PCR Kit .  

La st rategia Qiagen consente di eseguire in un unico tubo pr ima la  

ret rotrascr izione dell’RNA in cDNA e poi la sua amplificazione, 

ut ilizzando una miscela di enzimi apposit amente formulata e formata da 

Omniscr ipt  e Sensiscr ipt  Reverse Transcr iptases (retrotrascrizione) e  

HotStarTaq DNA Po lymerase (amplif icazione).  L’azione specifica ed 

effic iente del sistema è dipendente dalla  temperatura: durante la  

ret rot rascr izione la HotStarTaq DNA Polymerase è completamente 

inat t iva mentre si at t iva alla temperatura di 95°C durante 

l’amplificaz ione, simultaneamente alla disat t ivazione della t rascr it tasi 

inversa.  La miscela di reazione (25µL)  è stata preparata in ghiaccio  

ut ilizzando 1 µL di RNA alla concentrazione di 30 ng/µL, 3 µL forward 

primer (5 µM), 3 µL reverse primer (5 µM), 1 µL dNTP mix (10 mM), 1 

µL Qiagen® One Step RT-PCR Enzyme Mix,  1 µL RNAse inhibitor (125 

U),  5 µL 5X buffer e acqua RNAse f ree .  La One Step RT-PCR è stata 

effet tuata con il termocic latore iCyc ler iQ™ (Bio Rad) alle  condizioni 
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r iportate nella tabella sottostante .  Le sequenze dei pr imers ut ilizzat i 

sono r iportate in Tab.2.  

 

FASI TEMPO TEMPERATURA 

Retrotrascrizione 30 min 50°C 

Step iniziale di attivazione 15 min 95°C 

Denaturazione 1 min 94°C 

Annealing 1 min 64°C 

Estensione min 72°C 

Estensione finale 10 min 72°C 

                  

Gene Sigla Sequenza del primer Sequenza di 
riferimento 

Osteocalcina hOC F: TCACACTCCTCGCCCTATT 
R: CCTCCTGCTTGGACACAAA NM_199173.4 

Gliceraldeide 
3-fosfato 

deidrogenasi 
GAPDH 

F: ACCACAGTCCATGCCATCAC 
R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

 
NM_002046.5 

Tabella 2: Oligonucleotidi impiegati nell’analisi di espressione genica mediante One Step RT-PCR analysis  
(F = Forward; R = Reverse) . 

 
 
Elettroforesi su gel di agarosio.  

L’analis i elet t roforet ica dei prodott i d i reazione della one step RT-PCR è 

stata eseguita su gel di agarosio (Sigma-Aldr ich) preparato al 2% con la  

so luzione tampone TBE 1X (0.04 mM tr is-Borato,  0.001M EDTA, pH 8) 

(Sigma-Aldr ich) ed il Gel Red (0.1 µL/mL) (Biot ium) come marcatore di 

acidi nucleic i.  Per il car icamento,  sono stat i ut ilizzat i 6 µL di 

amplificato addiz ionat i di 2 µL di co lorante Gel Loading Buffer (Sigma-

Aldr ich).  Come marcatore di r ifer imento per i pesi mo leco lar i compresi 

t ra 100 e 1000 pb, è stato ut ilizzato il prodotto PCR 100 bp Low ladder 

(Sigma-Aldr ich).  Le bande dei campioni amplificat i sono state 

visualizzate mediante esposizione ai raggi UV e le immagini sono state 

acquis ite con lo  st rumento Gel Doc 2000 (Bio Rad).  Le intensità delle  

bande ottenute sono state poi normalizzate per il valore relat ivo al gene 

GAPDH, ut ilizzato come housekeeping.  
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2.11 Real time PCR 

Per valutare l’espressione dell’mRNA per  OC, è stata effet tuata la Real-

Time PCR sugli est rat t i provenient i dalle co lture a  7 e 21 giorni dalla  

semina.  

I  campioni di cDNA, ot tenut i dopo la ret rotrascr izione effet tuata 

sull’RNA estratto ,  sono stat i analizzat i mediante Real Time PCR 

ut ilizzando il SYBR Green (Quiagen) come indicatore di fluorescenza e  

per ver ificare la  specific ità dei prodott i amplificat i mediante curva di 

melt ing. Questa tecnica misura l’amplificazione in tempo reale durante 

la  fase esponenziale della  PCR, quando cioè l’efficienza d i 

amplificazione è influenzata minimamente dalle  var iabili d i reazione, 

permet tendo di ottenere r isult at i mo lto più accurat i r ispet to  alla PCR 

tradizionale.  Questo è reso possibile  mediante il r ilevamento di una 

fluorescenza che è proporzionale al prodotto di PCR. Sfrut tando tale 

st rategia è  possibile quant ificare l’espressione genica,  ident ificare il  

prodotto di amplificazione specifico r ispetto  a prodott i aspecifici,  si può 

effet tuare l’analisi simult anea di due campioni nella stessa reazione e 

individuare mutazioni punt iformi.  I  metodi comuni di quant ificazione 

inc ludono l’uso delle  moleco le fluorescent i,  che si intercalano con il 

DNA a doppio filamento,  come, per esempio, il SYBR Green.  

I l SYBR Green è una moleco la fluorescente non specifica che si lega al 

so lco minore del DNA. All’ iniz io del processo di amplificazione, la  

miscela di reazione cont iene DNA denaturato,  i pr imer  e la  moleco la 

fluorescente.  Dopo l’annealing dei pr imer,  si legano poche mo leco le 

fluorescent i alla  doppia elica e durante l’elongaz ione di ver ifica un 

aumento di fluorescenza che corr isponde all’aumento del numero di 

copie de ll’amplicone, cioè dei prodott i della PCR. La moleco la 

fluorescente,  non essendo specifica,  si lega in modo casuale a tut te le 

doppie eliche,  inc lus i i d imer i di pr imer ed eventuali prodott i aspecific i.  

Tuttavia,  considerando che il SYBR Green non fluoresce in assenza di 

DNA a doppia elica,  se dopo l’amplificazione i campioni vengono 

r iscaldat i e viene regist rata var iazione di fluorescenza al var iare della  

temperatura,  si può generare una curva di disassociazione (det ta Curva di 

Melt ing),  carat terist ica di ogni prodotto  di amplificaz ione. Più 



Mater ial i  e metodi  
 
 

41 

precisamente,  la  temperatura di me lt ing (Tm) viene definit a come la  

temperatura alla qua le metà del DNA si t rova nello  stato  a doppia elica e  

l’alt ra metà in quello  denaturato.  La Tm d ipende sia dalla  lunghezza 

totale della moleco la di DNA, sia dalla specifica sequenza de i 

nucleot idi; pertanto ad ogni prodotto di PCR corr isponde una T m  

carat terist ica.  

I  vantaggi della Rea l Time r ispet to  alla PCR classica sono molteplici:  

-  la maggiore sensibilit à (può testare con affidabilit à fino a 0,5  

picogrammi di DNA) e specificit à (dovuta all’appaiamento 

spec ifico dei pr imer e della sonda all’ interno dell’amplicone) ; 

-  la possibilit à di monitorare la reazione di PCR mentre questa si 

ver ifica e regist rare l’emissione della  fluorescenza durante la  

reazione; 

-  permet te di acquis ire un dato quant itat ivo con un ampio range (101-

107  copie) ; 

-  r iduz ione dei tempi di analis i e dei r ischi d i contaminazione, in  

quanto al termine della  reazione di amplificazione non è r ichiesta 

elet t roforesi o  alt ra manipo lazione.  

Lo studio della var iazione dell’espressione genica prevede 4 fasi:  

• Estrazione mRNA dalle cellule seminate (vedi par.  2.9);  

• Trattamento di mRNA con RQ1 RNase-Free DNase;  

• Reazione di ret rot rascr izione del RNA estratto; 

• Amplificazione t ramite Real t ime PCR; 

• Analis i dei r isu ltat i mediante quant izzazione relat iva (ΔCt). 

 

Trattamento di RNA con RQ1 RNase-Free DNase 

RQ1 (RNA Qualified) Rnase-Free Dnase  (Promega) è una Dnasi di t ipo I 

(endonucleasi) in grado di degradare le  doppie e le s ingo le eliche di 

DNA producendo nucleot idi 3’-OH. Per questo t ipo di t rat tamento è stata 

preparata una miscela contenente 1 µL di RNA (1 µg/µL),  1 µL di RQ1 

Rnase-Free Dnase  10X React ion Buffer,  1 µL di RQ1 Rnase-Free Dnase  

e 7 µL di acqua DEPC. Dopo incubaz ione a 37°C per 30 min, alla  

miscela è stato  aggiunto 1 µL di RQ1 Dnase stop solution .  I l t rattamento 

è stato  completato con un’incubaz ione a 65°C per 10 min.  
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Reazione di retrotrascrizione  

I  campioni di RNA sono stat i ret rot rascr it t i a cDNA mediante 

allest imento di una reazione che ha previsto  l’ut ilizzo di 1 µg d i RNA 

estratto ,  1 µL di Oligo(dT)2 3  Primers Anchored (Sigma-Aldr ich),  1 µL di 

dNTPs (Sigma-Aldr ich) e acqua RNase free.  La miscela è stata incubata 

a 70°C per 10 min, po i i tubi sono stat i post i in ghiaccio.  A seguire sono 

stat i aggiunt i: 2 µL di Buffer M-MLV (Sigma-Aldr ich),   1 µL di 

t rascr it tasi inversa del virus Moloney della leucemia mur ina (M-MLV) 

(Sigma-Aldr ich),  0.5 µL di inibitore RNase (Sigma-Aldr ich) e 3.5 µL di 

acqua DEPC (Sigma-Aldr ich) ottenendo un vo lume fina le d i 20 µL. La 

so luzione è stata incubata per 10 min a TA, po i a 37°C per 50 min e 

infine 10 min a 94°C. Dopo aver ottenuto e quant ificato t ramit e Nanodop 

il cDNA, si è passat i alla sua amplificazione ut ilizzando la Plat inum 

SYBR Green qPCR Super-mix-UDG (Invit rogen) .  

 

Real time PCR 

L’analis i dell’espressione genica per OC e per  il gene housekeeping 

HPRT è stata condotta sui campioni conservat i a -80°C.  

Le sequenze nucleot idiche dei geni di interesse sono state individuate 

t ramit e consultazione del database online 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide?cmd=search. I  pr imer sono stat i 

disegnat i a cavallo  t ra 2 esoni adiacent i,  in modo tale da escludere 

l’amplificaz ione di eventuale DNA contaminante.  

La reazione d i qPCR è stata allest ita ut ilizzando, per ciascun campione, 

12.5 µL di Plat inum®  SYBR Green qPCR SuperMix UDG, 1.5 µL d i 

forward primer (10 µM), 1.5 µL di reverse primer (10 μM), 1 µg/μL d i 

cDNA e acqua dist illata fino a vo lume finale di 25 µL. Nel controllo  

negat ivo è stato ut ilizzato 1 µL di acqua RNase  free al posto del cDNA.  

L’amplificazione è stata condotta ut ilizzando lo  st rumento DNA Engine 

Opticon Real Time Thermal  cycler (BioRad) con il programma che ha 

previsto  un’incubazione iniz iale a 50°C per 2 min per at t ivare l’enzima 

UDG e, successivamente a 95°C per 2 min. Sono stat i eseguit i 40 cicli d i 

amplificazione con lo  step di denaturazione a 95°C per 30 sec,  quello  di 
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annealing  a 64°C per 30 sec ed infine quello  di estensione a 72°C per 1  

min.  

 

Analisi dei dati  

I dat i relat ivi all’espressione del gene sono stat i racco lt i in termini di Ct  

(ciclo  soglia)  ed analizzat i ut ilizzando il metodo del ΔCt ,  ovvero 

mediante quant ificazione relat iva con cui è possibile valutare se un 

determinato gene è più o meno espresso in diverse condizioni 

sper imentali.  

Questa quant ificazione viene effet tuata paragonando i Ct  dei diversi 

campioni e normalizzando l’espressione del gene studiato con 

l’espressione di un gene housekeeping, ossia un gene che viene 

cost itut ivamente espresso dalla cellula  a live lli medio-alt i come la  

hypoxanthine guanine phosphor ibosylt ransferase (HPRT) la cui 

espressione è costante e  non influenzata dal t rattamento in studio.  Tali 

geni cost itut ivi sono carat terizzat i dal fat to  che la  loro espressione segue 

l’at t ività t rascr izionale della  cellu la: ne consegue che la quant ità di RNA 

e quindi di cDNA ut ilizzato quale templato è ad essa proporzionale.  Tale 

valore,  che r isulta  at tendibile  a par ità d i efficienza di amplificazione del 

gene terget  e dell’  housekeeping,  espr ime dunque l’ent ità 

dell’espressione differenziale del gene d’int eresse t ra il campione ed il 

suo controllo .   

Per ogni campione (analizzato in t r iplicato) è stato  individuato il valore 

di Ct  del gene d i interesse e di quello  housekeeping. In part ico lare i Ct  

dei geni studiat i sono stat i r iportat i a l gene housekeeping calco lando il 

ΔCt per eliminare la var iabilità dovuta al fat to  di avere più o meno 

cDNA nel campione. Per ogni gruppo di t rattamento è stato  calco lato il 

∆Ct medio e la deviazione standard.  La differenza t ra il ∆Ct  di un 

qualsiasi gruppo di t rattamento ed il ∆Ct del gruppo controllo  

rappresenta il ∆∆Ct, der ivandone che il ∆∆Ct del gruppo controllo  è par i 

a zero.  L’espressione matemat ica 2 -∆∆ Ct ,  che per il gruppo dei campioni 

controllo  è quindi uguale ad 1,  rappresenta il numero di vo lte ( in più o in 

meno) in cui il gene di interesse è espresso r ispet to  all’espress ione 

basa le (quella  r iscontrata nei campioni di controllo).  Con tale metodo, 



Mater ial i  e metodi  
 
 

44 

per ogni campione, la quant ità del gene di int eresse analizzato è quind i 

espressa come “n” vo lte r ispet to  alla  quant ità presente nelle cellule 

co lt ivate sulla superfic ie liscia (controllo).  

L’analis i di espressione del gene OC e del gene HPRT è stata eseguita  

sugli est ratt i provenient i dalle co lture  seminate sulle superfici lisce e 

nanostrutturate,  ut ilizzando i primers  indicat i in Tabella  3.  I  r isult at i,  

media di 3  esper iment i separat i,  sono stat i espressi come numero di 

cellule ± deviazione standard.  L’analis i stat ist ica è stata effet tuata con il 

t  test di Student .  

 

Gene Sigla Sequenza del primer Sequenza di 
riferimento 

Osteocalcina hOC F: TCACACTCCTCGCCCTATT 
R: CCTCCTGCTTGGACACAAA NM_199173.4 

Hypoxanthine-
guanine 

phosphoribosyl 
transferase 

HPRT F: ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT 
R: TGAGCACACAGAGGGCTACAATG 

NM_000194.2 

Tabella 3: Sequenza di primers utilizzati nell’analisi di espressione di Osteocalcina mediante qPCR 
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3. RISULTATI E DISCUSSIONE 

 
 

3.1 Produzione di supporti in polistirene con superfici 
microstrutturate 

 
 

Per l’ot tenimento di superfici microst rutturate è stata ut ilizzata la 

tecnica del micro-stampaggio a iniezione (µIM), nell’ot t ica di una 

successiva produzione industr iale.  Come mater iale base,  è stato  scelto  il 

polist irene non t rat tato  per colture cellular i,   in quanto biocompat ibile.  

Lo stampo, o  master,  da cui po i è stato  possibile  produrre tutt i i support i 

per i saggi bio logici,  è stato  ot tenuto tramit e litografia UV. I l mater iale  

ut ilizzato per tale scopo era una miscela di zirconia e 3-

(t rimetossisilil)propil metacr ilato  (TMSPM-Zr) che,  t ramit e spin coat ing,  

r icopr iva un substrato metallico.  Dopo tale passaggio il film po limer ico 

veniva pat ternato per foto litografia in modo da ot tenere la microst ruttura 

superficia le desiderata che,  successivamente,  è stata replicata 

negat ivamente in po list irene t ramite microstampaggio a iniezione. I  

vantaggi der ivant i dall’ut ilizzo di un resist  diret tamente pat ternabile  

r ispet to  al processo fotolitografico tradiziona le,  che prevede la  

deposizione di maschere metalliche,  etching e lift -o ff,  o  all’ut ilizzo di 

stampi metallici,  sono i seguent i: un risparmio economico e una 

r iduzione de i tempi di realizzazione, una minor dispersione termica del 

mater iale  ibr ido ut ilizzato rispet to  agli stampi metallic i,  che aumenta 

l’accuratezza della  replicazione, la  possibilit à di realizzare numerose 

st rutture senza limitazioni dimens ionali e con una maggior precis ione 

nella finitura della superfic ie.  I l processo di fotopolimer izzazione del 

TMSPM-Zr addizionato di Irgacure 369 (un fotoiniz iatore) è riportato 

nella fig.  3.1.  L’α-ammino-alchilfenone a seguito  dell’esposizione genera 

un radicale libero altamente reat t ivo e che determina l’ iniz io del 

processo di po limer izzazione.  
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Fig.3.1: Processo di fotopolimerizzazione del TMSPM addizionato di Irgacure 369 

 
 
Durante l’esposizione ai raggi UV, i cambiament i chimic i all’ interno del 

polimero sono stat i monitorat i t ramit e FTIR (Fig.  3.2) Durante 

l’ irradiazione UV sono stat i  notat i i seguent i cambiament i ne llo  spet tro:  

- la banda corr ispondente ai legami C=C diminu iva paralle lamente 

all’avanzamento della reazione di po limer izzaz ione; 

- il p icco a 1547 cm-1  ,che individua gli stat i d i coordinazione dei 

gruppi COO -,  s i spostava a lunghezze d’onda maggior i e si 

r iduceva di intensit à mano a mano che si incrementava la dose di 

raggi UV; e  

- il p icco relat ivo agli ester i,  a 1725 cm-1 ,  subiva uno spostamento a 

lunghezze d’onda maggior i a causa del cambiamento di 

configurazione dopo la reazione di po limer izzazione.  

 
Fig.3.2: spettro FTIR del film di TMSPM-Zr esposto a dosi crescenti di raggi UV 

 
 
La so luzione di TMSPM-Zr è stata deposta,  t ramite spin coat ing, su 

support i di metallo  a formare un film di copertura omogeneo di circa 2 
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µm di spessore.  La miscela po limer ica è stata sottoposta poi a litografia  

UV e, t ramit e l’ut ilizzo di una maschera di quarzo, è stato  possibile  

ottenere le geometr ie desiderate,  come r iportato nel paragrafo 2.1 .  Sono 

quindi stat i fabbr icat i stampi con for i di diametro di 2,  3,  4 µm e con 

valor i di interasse r ispet t ivamente di 8,  9,  10 µm e con aspect  rat io  par i 

a 0.5.  In figura 3.3a,  sono riportat i l’inserto  metallico in cui è stato 

alloggiato lo  stampo microst rutturato che è stato  montato nella pressa 

per microstampaggio a iniezione. Esempi di immagini SEM degli stampi 

microst rutturat i ottenut i sono r iportat i in figura 3.3 b-d.  

 

 
Fig. 3.3: (a) Inserto in cui viene alloggiato lo stampo microstrutturato per lo stampaggio ad iniezione. Immagini al 

SEM di inserti ottenuti tramite litografia UV su TMSPM-Zr con strutture di diametro di (b) 2µm, (c) 3µm, (d) 4µm. 
 
 
Microst rutture cilindr iche (di seguito  ind icate come pillars) su 

polist irene (Fig.3.4) sono quindi state ottenute per microstampaggio a 

iniezione, ut ilizzando gli stampi ottenut i per fotolitografia.  Analizzando 

il processo sono stat i individuat i i seguent i parametr i per massimizzare 

la replicazione de i support i:  

- temperatura di fusione del po list irene =  90°C; 

- velocit à di iniezione del po list irene = 500 mm/s; e  
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- paking pressure = 200 bar.  

 
Fig.3.4: (a) Esempio di polistirene microstrutturato dopo stampaggio a iniezione; (b-d) immagini al SEM delle 

diverse dimensioni dei micropillar; rispettivamente con 2 (nominato 2-8), 3 (nominato 3-9) e 4 µm (nominato 4-10) 
di diametro dei pillars 

 
 
3.2 Valutazione dell’adesione e proliferazione di cellule 

MC3T3-E1 su superfici microstrutturate  
 

Per un’analis i pre liminare,  è  stata ut ilizzata la linea cellu lare 

preosteoblast ica di or igine mur ina MC3T3-E1. A 24 h dalla semina, le  

cellule ader ivano su tutte le superfic i in esame, esibendo alcune 

differenze morfo logiche (Fig.3.5).    

Rispet to alle cellu le seminate sulla superfice lisc ia,  la maggior parte 

delle MC3T3-E1 colt ivate sui support i microst rutturat i erano più 

appiat t ite,  presentavano una forma meno allungata con un numero 

maggiore di protrusioni.  Come già emerso da precedent i studi (Hamilton, 

et  al. ,  2006),  (Justesen et  al. ,  2009),  la topografia superfic iale  dei 

support i influenza la morfo log ia cellu lare e questo  può modularne il  

d ifferenziamento.  In ogni caso, le geometrie qui esaminate non hanno 

avuto effet t i sull’or ientamento e l’allineamento delle MC3T3-E1; infat t i,  

su tutt i le  superfici microst rutturate le cellule erano disposte in modo 

casuale.  
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Fig.3.5: SEM di colture di MC3T3-E1  a 24 ore dalla semina: superfice liscia (A), 2–8 (B), 3–9 (C), e 4–10 (D). 

 

 
Fig.3.6: MTS-test a 1, 3, e 7 giorni dalla semina. I  risultati, media di tre esperimenti ed espressi come numero di 

cellule, sono riportati come media  ± deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 
 
 
Per valutare l’effet to  della topografia  dei substrat i sulla pro liferazione 

cellulare,  è stato  determinato il numero di cellule vitali a 1,  3 e 7 giorni 

dalla semina (Fig.3.6).  In tutte le condizioni di co ltura t ra 1 e 3 giorni 

non è stato  regist rato  un significat ivo aumento del numero di cellu le,  

r isultato  atteso in quanto il po list irene non era t rattato  per colture 

cellular i,  a l fine di evidenziare l’effet to  delle modifiche della  superficie  

sul comportamento cellulare.  Ino lt re,  sempre a 1e 3 giorni dalla semina, 

non c i sono state var iazioni di r ilievo nel numero di cellule t ra le co lture 

cresc iute su support i con micropillars e quelle di controllo .  

Al contrar io ,  a 7 giorni il numero di cellule sulle superfic i modificate 
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era significat ivamente maggiore (p<0.05) r ispet to  alle superfic i d i 

controllo .  Tut tavia,  non è stata rilevata nessuna relazione t ra dimensioni 

dei pillars e pro liferazione cellulare.  

 

 
3.3 Valutazione delle propretà osteoinduttive di superfici 

microstrutturate 
 

È noto che l’adesione delle MSC, media ta dai recet tori delle integr ine,  

rego la i processi di crescita e differenziamento cellulare (Dalby, et  al. ,  

2014).  Un ruolo chiave è r ivest ito dalla topografia superficia le che 

modula i contatt i focali e l’organizzazione del citoschelet ro,  att ivando 

vie di segnale e/o  modificando l’organizzazione nucleare,  che si t raduce 

in una var iazione dell’espressione dei geni (Bacakova, et  al. ,  2011).  

L’adesione delle MSC sui support i in esame è stata valutata t ramit e SEM 

e MTS-test  dopo 24 h dalla semina. Come mostrato in fig.  3.7,  le MSC 

ader ivano su tutt i i t ip i di supporto mostrando una forma allungata sulle  

superfici microst rutturate, e un fenot ipo più appiat t ito  sul controllo  (Fig 

3.7 A-D).  E’ già stato  osservato che esis te una relazione t ra morfo logia 

cellulare e differenziamento delle MSC (Lavenus et  al. ,  2010); 

un’e levata adesione sembra favor ire la differenziaz ione in senso 

osteogenico. I l numero di cellule sui support i 2-8 e 3-9 era 

significat ivamente infer iore r ispet to alla superfice liscia che presentava 

un numero di MSC paragonabile al supporto  4-10 (Fig.  3.7 E).  In tutte le  

co lture cellu lar i,  il numero di MSC era circa 5 vo lte infer iore r ispet to 

alla  densità d i semina (4.8 x 103  cell/supporto).  Tale comportamento era 

atteso in quanto il po list irene ut ilizzato non era t rat tato  per colture 

cellular i.   

L’analis i a l microscopio elet t ronico ha evidenziato che,  a 7 giorni dalla  

semina, su tutt i i support i le cellule formavano un monostrato quasi 

confluente,  che,  a 14 e 21 giorni,  tendeva a st rat ificare (Fig.  3.8).  
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Figure 3.7: Adesione cellulare dopo 24 ore dalla semina. SEM a due diversi ingrandimenti (A-D): controllo (A); 2-8 
(B); 3-9 (C); e 4-10 (D).  MTS-test (E). I  risultati, media di tre esperimenti ed espressi come numero di cellule, sono 

riportati come media  ± deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.3.8: Proliferazione cellulare sul supporto microstrutturato 2-8, a 72 h, 7 e 14 giorni dalla semina.  
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In accordo con i dat i morfo logici,  in tutte le co lture il numero di cellule 

vit ali aumentava fino a 14 giorni dalla semina, mentre,  t ra il 14° e il 21° 

giorno, si osservava un rallentamento nella pro liferazione (Fig.  3.9). 

Ino lt re,  a 21 giorni,  il numero di cellule sulle superfic i con micropillars 

era significat ivamente minore r ispet to  al controllo .  Quest i dat i 

sugger ivano, nelle superfici microst rutturate,   un possibile shift  del ciclo  

cellulare da una fase pro liferat iva ad una differenziat iva.   

 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

Non trattato 2-8 3-9 4-10

N
um

er
o 

di
 c

el
lu

le

3d

7d

14d

21d

*
* *

*

C
el

l 
nu

m
b
er

Control
0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

Non trattato 2-8 3-9 4-10

N
um

er
o 

di
 c

el
lu

le

3d

7d

14d

21d

*
* *

*

C
el

l 
nu

m
b
er

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

Non trattato 2-8 3-9 4-10

N
um

er
o 

di
 c

el
lu

le

3d

7d

14d

21d

*
* *

*

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

Non trattato 2-8 3-9 4-10

N
um

er
o 

di
 c

el
lu

le

3d

7d

14d

21d

*
* *

*

C
el

l 
nu

m
b
er

Control

 
Figure 3.9: Proliferazione cellulare a 3, 7 14 e 21 giorni dalla semina su superfici microstrutturate e su superfici di 

controllo. I  risultati, media di tre esperimenti ed espressi come numero di cellule, sono riportati come media  ± 
deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 

 
I l d ifferenziamento osteogenico delle MSC è stato  ver ificato tramite la  

valutazione della deposizione dei sali di calcio e dell’espressione di 

mRNA per OC. È interessante notare che le MSC possedevano di per se  

capacità differenziat iva in senso osteogenico, come evidenziato dai 

r isultat i del saggio con alizar ina (Fig.  3.10).  A 7 e 14 giorni dalla  

semina, su tutte le superfici sono stati determinat i bassi live lli d i 

mineralizzazione; tuttavia,  a 21 giorni la concentrazione del co lorante 

aumentava per tutt i i support i,  e in modo più evidente per le superfic i 3-

9 e 4-10.  A 21 giorni dalla semina, le MSC seminate sulle superfici 2-8 

e su quelle di controllo  presentavano bassi livelli d i mRNA per OC 

matura,  corrispondente al prodotto  di PCR a 113 bp (Fig.  3.11).  
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Figure 3. 10: Effetto delle superfici modificate con micro pillars sulla capacità di mineralizzazione delle MSC a 7, 14 
e 21 giorni dalla semina. I  risultati, media di tre esperimenti ed espressi come concentrazione di alizarina µM, sono 

riportati come media  ± deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 
 

Al contrar io ,  le cellule cresciute sui support i 3-9 e 4-10 espr imevano  

mRNA sia per OC matura sia per il suo  precursore,  corrispondente al 

prodotto di PCR a 540 bp. L’analisi densitometr ica delle bande, ha 

r ivelato che l’espressione di entrambi i prodott i era significat ivamente 

maggiore per le MSC co lt ivate sulle superfic i 3-9 e 4-10. Ino lt re,  i 

live lli p iù alt i sono stat i regist rat i per le colture su 4-10.  

I  risultat i o ttenut i dalla one step-PCR e dalla valutazione dei nodi d i 

mineralizzazione hanno, quindi,  indicato che esiste una relazione diret ta 

t ra le propr ietà osteogeniche delle superfici e la geometr ia dei pillars.  

Infat t i,  a ll’aumentare del diametro e dell’interasse,  aumentavano le  

proprietà osteoindut t ive del supporto. 
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Figure 3.11: Effetti delle superfici con micro pillars sull’espressione dell’ mRNA codificante per OC dopo 21 giorni 

dalla semina. A: gel di agarosio dei prodotti della PCR. B: Analisi densitometrica delle bande corrispondenti ai 
prodotti della PCR normalizzatati per il corrispettivo valore di GAPDH. Barre in nero (113 bp); grigio (540 bp). I  
risultati, media di tre esperimenti ed espressi come densità normalizzata, sono riportati come media  ± deviazione 

standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 
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3.4 Produzione di scaffold con superfici nanostrutturate  
 
Come precedentemente descr it to nel paragrafo 3.1,  anche per la  

produzione di superfic i nanostrutturate è stata sfrut tata la tecnica de l 

micro-stampaggio a iniezione (µIM). Come mater iale base è stato 

ut ilizzato acido polilat t ico (Purasorb Pl-10).  Lo stampo, o master,  da cui 

è stato  possibile ottenere tut t i i support i per i saggi bio logici,  è stato 

ottenuto t ramite litografia UV. I l mater iale  ut ilizzato per tale scopo era 

una miscela,  denominata GZ, di 3-glyc idoxypropylt r imethoxysilane 

(GPTMS) e ZrBut ,  che è stata processata t ramit e nano imprint ing per 

l’ot tenimento degli stampi nanostrutturat i.  

Durante l’esposizione ai raggi UV, i cambiament i chimic i all’ interno del 

polimero sono stat i monitorat i t ramite FTIR (Fig.  3.12).  Le bande e i 

p icchi di assorbimento dei var i legami erano i seguent i:  

- la banda t ra 3600 e 3000 cm-1  era carat terist ica del gruppo OH, 

presente nei precursor i idro lizzat i; era part ico larmente vis ibile  

l’assorbimento del 2-metossietano lo (3420 cm-1) presente in 

quant ità elevata dato che deve ancora avvenire il t rat tamento 

termico che causa la sua evaporazione; 

- i p icchi carat terist ici del gruppo CH2 :  2935 cm-1  ( st retching 

asimmetr ico),  2870 cm-1  (st retching simmetr ico)e 1460 cm-1  

(bending) ; 

- la banda t ra 1100 e 1060 cm-1 ,  in part ico lare la spalla  a 1060 cm-1 ,  

corrispondeva allo  st retching asimmetr ico  dell’atomo di O lungo la 

direzione parallela agli atomi di Si nel legame Si-O-Si;  

- a 966 cm-1  era presente il p icco carat terist ico sia  del legame Si-OH 

(st retching) che del legame Si-O-Zr ; 

- il legame Si-O-Zr assorbiva anche a 440 cm-1  

S i può ino lt re notare che non erano ident ificabili i p icchi dell’anello  

epossidico,  quale ad esempio il p icco a 910 cm -1  dovuto allo  st retching 

asimmetr ico,  generalmente scelto  per valutare l’apertura degli anelli.  

Questo dimostra che la po limer izzazione organica avveniva già durante 

la sintesi del sistema GZ grazie alla presenza dell’atomo di Zr,  che agiva 

da acido di Lewis e provocava l’apertura degli anelli epossidic i.  
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Fig.3.12: Spettro FTIR di un film di GZ depositato per spin-coating 

 

A differenza del resist  TMSPM-Zr, in fase di litografia nano imprint ig  

termico con sistema GZ si è sfrut tata la ret ico lazione del network 

inorganico del mater ia le ibr ido, che avveniva per idro lisi e  

condensazione. Le immagini SEM degli . insert i ot tenut i per litografia  

nano imprint ing come descr it to  nel paragrafo 2.2.  sono r iportate di 

seguito  in fig.  3.13 e fig 3.14.  

 

 
Fig.3.13: Immagini al SEM con ingrandimento crescente (a-d) delle strutture con diametro di 200nm ottenute tramite 

nanoimprinting 
 

 
Fig.3.14: Immagini al SEM con ingrandimento crescente (a-d) delle strutture con diametro di 400nm ottenute tramite 

nanoimprinting 
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Utilizzando le informazioni racco lte durante la precedente 

sper imentazione, nello  stampaggio delle  superfici nanostrutturate sono 

stat i ut ilizzat i i parametr i di processo ott imizzat i per quelle  

microst rutturate, mantenendo il PS come mater iale po limer ico di base.  I  

r isultat i o ttenut i si sono però rivelat i del tutto inaccet tabili,  con 

campioni carat ter izzat i da un grado di replicazione esiguo r ispet to  a 

quello  raggiunto su scala micrometr ica.  

Vist i i grossi limit i di replicabilità si è pensato di procedere adot tando 

un mater iale  differente e la scelta è r icaduta sul PLLA, per due ragioni 

pr incipali:  

• r ispet to  al PS è carat terizzato da temperatura di fus ione più bassa e da 

una sens ibilità alle var iazioni di temperatura maggiore; pertanto è 

possibile la processazione con temperature stampo infer ior i e la modifica 

del comportamento reologico anche con picco le var iazioni termiche; 

• a differenza del PS è un po limero biodegradabile e bior iassorbibile,  

proprietà vantaggiosa in vista de ll’eventuale ut ilizzo fina le in 

implanto logia ossea.   

Una vo lta definit e le geometr ie dei pat tern nanostrutturat i (tabella 1),  è 

stato  realizzato il master.   

In questo caso, la miscela era composta per l’80% da 

glic idossipropr ilt r imetossisilano (GPTMS), un alcossido organicamente 

modificato contenente un anello  epossidico,  e per il 20% da una 

so luzione di zirconio butossido (Zr (But)4) e 2-metossietano lo (C3H8O2).  

 

Pattern Diametro 
[nm] Altezza [nm] Passo [nm] Aspect Ratio 

2-3 200 400 300 2 
2-4 200 400 400 2 
4-6 400 800 600 2 
4-8 400 800 800 2 
Tabella 1: Specifiche dimensionali nominali dei layout scelti per gli inserti nanostrutturati 

 
L’ott imizzazione del processo di stampaggio di features nanometr iche in 

PLLA ha condot to  ad individuare i seguent i element i chiave per ottenere 

r isultat i soddisfacent i:  
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- la temperatura dello stampo (Tm)  è di gran lunga il parametro di 

processo più influente per tutt i e due i po limer i esaminat i.  

L’inc idenza della  T m è più marcata nelle superfici nanometr iche di 

PLLA r ispet to a quelle micrometr iche di PS. Questo è 

r iconducibile  alla maggiore sensibilit à delle carat ter ist iche 

reologiche del PLLA ad una data var iazione de lla temperatura,  

nonché alla  sua generale minor viscosità.   

- negli studi di ott imizzazione la  pressione di mantenimento (Ph o l)  

viene ind icata come un fat tore significat ivo r ispet to  alla  var iabile  

di r isposta considerata.  La sua inc idenza ”diret ta” non è 

certamente comparabile a quella della temperatura stampo, tuttavia 

non è nemmeno così limit ata da poter essere t rascurata. 

- la velocità di iniezione (V in j)  non r isulta essere un parametro 

significat ivo in quanto non influenza in modo significat ivo il  

grado di replicazione, tuttavia non è da sottovalutare il suo ruo lo 

”indiret to”,  cioè in termini di interazione con gli alt r i parametr i.  

Partendo da questa base,  è stato  definito  il set  ott imale dei  parametr i di 

processo, che sono di seguito  r iportat i.  

 

Parametri Valore ottimale 
Tm/Tg 1.2 

Vinj [mm/s] 450 
Phol[bar] 400 

 

Nello  specifico,  per ottenere un elevato grado di replicazione, era 

indispensabile stampare con una Tm maggiore della temperatura di 

t ransizione vetrosa del po limero processato. Nell’ot t ica dello  stampaggio  

di features miniatur izzate,  in part ico lare su scala nanometr ica,  la  

temperatura stampo acquis iva un’incidenza così marcata che,  

compat ibilmente con i tempi di processo, era opportuno mantener la a  

valor i il p iù elevat i possibile.  

Anche la  pressione di mantenimento e la sua interazione con la  

temperatura stampo erano fat tori s ignificat ivi,  ma l’inc idenza della Tm è 

stata molto più pronunciata.  

Lo studio ha permesso di ott imizzare il processo fino a replicare i 
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support i nanostrutturat i con un grado di r iempimento super iore all’85% e 

con nanopillars carat terizzat i da aspect  rat io  di ~ 1.75. Tali ott imi 

r isultat i d iscendevano pr incipalmente dalla scelt a del PLLA come 

mater iale base,  in quanto le sue carat ter ist iche termiche e reologiche 

hanno consent ito  di sfrut tare al meglio l’effet to della temperatura 

stampo, rendendo il processo est remamente efficace ed effic iente .  

 
 
3.5 Valutazione delle propretà osteoinduttive di superfici 

nanostrutturate 
 
A 24 h dalla semina, le ce llule ader ivano bene su ciascuna superficie.  

Tuttavia,  nelle co lture di controllo  le MSC presentavano una forma 

allungata,  mentre sul PLLA nanostrutturato assumevano una forma 

poligonale (Fig.  3.15).  Ino lt re,  nei support i 2-4,  4-6 e 4-8 le cellu le si 

organizzavano a formare co lonie a rosetta,  al contrar io  di quanto si 

osservava nei controlli e nei supporti 2-3,  sui quali le MSC si 

dist r ibuivano in modo sparso su tutta la superfic ie di co ltura.  Le 

osservaz ioni ot tenute sono in linea con quanto già r iportato da alt r i 

r icercatori.  È stato  già dimostrato, infat t i,  che le modifiche della  

superficie di co ltura con pillars o  pori di dimens ioni nanometr iche 

possono modulare la dist r ibuzione delle int egr ine e l’assemblaggio dei 

contatt i focali,  portando a var iazioni nell’organizzazione del 

citoschelet ro,  che si t raducono in una var iazione de lla morfo logia 

cellulare (Bet t inger et  al. ,  2009) (Yim et al. ,  2010) (Zheng & Zhang,  

2011).  McBeath et  al. ,  hanno dimostrato, ino lt re,  che la forma cellulare è 

importante nel determinare il percorso differenziat ivo delle  MSC verso 

la linea adipogenica od osteogenica (Go ldyn et  al. ,  2009).   Per ver ificare 

una possibile  r iorganizzazione del citosche let ro, le MSC sono state 

co lorate con act ina-Alexa fluor488 e DAPI. Nonostante le differenze 

nella morfo logia cellulare r ilevate al SEM, la dist r ibuzione dei filament i 

di act ina era analoga in tutte le modalità di co ltura (Fig.  3.15).  A 24 h,  il  

numero di cellule adese sulle superfic i 2-3 e 4-8 era significat ivamente 

minore a quello  determinato nel controllo ,  che presentava va lor i 

paragonabili a lle superfici  2-4 e 4-6 (Fig.  3.16).   



Risul ta t i  e discussi one 
              

59 

 
Fig.3.15: SEM e immunofluorescenza di colture di MSC  su superfici in PLLA modificate e non (controllo) con 

nanopillars a 24 ore dalla semina. Immunofluorescenza: blu: DAPI; verde: actina; ingrandimento x100  
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Fig.3.16: MTS-test eseguito dopo 24ore dalla semina su supporti in PLLA modificati con nanopillars e sui controlli. I  

risultati, media di tre esperimenti ed espressi come numero di cellule, sono riportati come media  ± deviazione 
standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 

 
Con l’aumentare del tempo di co ltura,  le cellule seminate sulle superfici 

di controllo  non modificate formavano già a 7 giorni un monostrato quas i 

confluente,  che iniz iava a st rat ificare a 14 giorni (Fig.  3.17).   A 7 giorni,  

anche sulla superficie  2-3 le MSC si organizzavano a formare co lonie.  Su 

tutte le superficie nanostrutturate compar ivano, al centro delle co lonie,  

zone di st rat ificazione già a 7 giorni.  La dimensione di tali zone e  delle  

co lonie aumentava progressivamente nel tempo. Tuttavia,  a 21 giorni non 

si osservava una copertura completa della superficie.  
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Fig.3.17: SEM delle colture di MSC sui supporti nanostrutturati e sulle superfici di controllo a 7 e 14 giorni dalla 

semina. 
 
 
A 7 e 14 giorni,  in tutte le superfic i,  eccezion fat ta per la geometria 4-6,  

il numero di cellu le regist rato era significat ivamente minore a quello  

determinato nelle co lture di controllo  (Fig.3.18).  Al contrar io ,  a 21 

giorni la situazione appar iva capovo lta con un incremento del numero di 

cellule sui support i 2-3,  2-4 e 4-8.  Basandoci sui r isultat i dei saggi d i 

ades ione e di crescita,  si può concludere che le superfic i nanostrutturate 

sono idonee per l’adesione e la pro liferazione delle MSC, anche se non 

appare evidente alcuna relazione con le caratter ist iche dimens ionali della  

geometr ia superficia le.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3.18: Proliferazione cellulare a  7, 14 e 21 giorni dalla semina su superfici nanostrutturate e su superfici di 
controllo. I  risultati, media di tre esperimenti ed espressi come numero di cellule, sono riportati come media  ± 

deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 
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Come si può notare nella fig.  3.19, già a 7 giorni le MSC co lt ivate sulle  

superfici 2-4 e 4-8 mostravano una maggiore capacità di 

mineralizzazione r ispet to a quanto determinato nelle co lture di controllo .   

A 14 giorni,  ta le capacità era evidente in tutte le geometr ie.  I  valor i,  a  

21 giorni dalla semina, tendevano poi a r iallinearsi con quelli della  

superficie  di controllo ,  eccezion fat ta per le MSC co lt ivate sulle  

superfici 2-4 e 4-6 che mostravano ancora una maggiore capacit à di 

deporre i sali di calcio.  
 
 
 
 

Fig.3.19: Effetto delle superfici modificate con nano pillars sulla capacità di mineralizzazione delle MSC a 7, 14 e 21 
giorni dalla semina. I  risultati, espressi come variazione percentuale della concentrazione di alizarina  rispetto alle 
superfici di controllo, sono riportati come media di tre esperimenti ± deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t 

test di Student 
 

Un’ulter iore prova del differenziamento delle cellule in senso 

osteoblast ico è stata eseguita valutando l’espressione del marker tardivo  

OC tramit e real t ime-PCR. A 7 giorni,  le MSC seminate sulle  superfici 2-

3,  4-6 e 4-8 presentavano livelli d i espressione  significat ivamente  

maggior i r ispet to  a quelli  determinat i nel controllo ,  con un fo ld increase 

che arr ivava quasi a 6 vo lte per la geometr ia 4-6 (Fig.3.20).  Tale 

incremento diminuiva notevo lmente a 21giorni,  dove un aumento di 

espressione r ispet to alle co lture di controllo  era evidente so lo per le 

superfici 4-6 e 4-8.   Ana logamente a quanto osservato per la deposizione 

di sali d i calc io,  l’effet to  delle superfic i nanostrutturate sulla  

differenziazione è meno marcato a 21 giorni.  Questo può essere dovuto 
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al fat to  che le  MSC, quando arr ivano a confluenza,  tendono 

spontaneamente ad evo lvere verso la linea osteogenica.  Tut tavia,  appare 

evidente che il processo di differenziazione avviene p iù precocemente 

sulle superfic i nanonostrutturate,  anche in assenza di fat tori di crescita  

indut t ivi.  Ino lt re,  i dat i racco lt i indicano  che,  come già osservato per le  

superfici nanostrutturate,  l’aumento del diametro dei pillar e 

dell’interasse migliora le capacità differenziat ive della superficie.   
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Fig.3.20: Effetti delle superfici con nano pillars sull’espressione dell’mRNA codificante per OC a 7 e 21 giorni dalla 

semina. I  risultati, media di tre esperimenti ed espressi come fold increase rispetto le superfici di controllo, sono 
riportati come media  ± deviazione standard. *= p<0.05 vs controllo, t test di Student 
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4. CONCLUSIONI 

 
 
In questa tesi è stato  progettato  e ott imizzato il processo di stampaggio,  

su scala sia nano che micro,  di superfic i po limer iche t ramite inject ion 

molding. Tra tutte le possibili tecniche di micro formatura questa,  infat t i,  

è quella che garant isce il miglior compromesso t ra precisione e capacità  

di produzione di massa a basso costo unitar io ,  avendo po i come u lter ior i 

aspet t i posit ivi il r idot to  tempo ciclo,   l’elevata r iproducibilità e la  

possibile completa automazione del processo.  

Co llet t ivamente,  i dat i racco lt i dalla sper imentazione in vitro ,  hanno  

evidenziato che le superfic i sia micro che nanostrutturate posseggono 

proprietà osteoindut t ive,  permet tendo la differenziazione de lle MSC 

anche in assenza di fat tori di crescita indut t ivi.  In part ico lare,  è stata 

evidenziata una relazione t ra caratterist iche dimensionali della geometr ia  

superficia le e potenziale differenziat ivo. Infat t i,  l’aumento del diametro 

dei pillar e dell’ interasse si t raduce in un incremento della deposiz ione 

di sali calcio e dell’espressione di OC, marker tardivo della  

differenziazione osteogenica.  Ino lt re,  limitatamente ai support i 

nanostrutturat i,  le modifiche superficiali inducono dei pro fondi 

cambiament i della morfo logia cellulare,  con comparsa di e lement i 

poligonali,  che formano co lonie.  Tut tavia,  la modifica della forma 

cellulare non è accompagnata da una evidente r iorganizzazione dei 

filament i citoschelet r ici di act ina.  Al contrar io  di quanto emerso per la  

differenziazione in senso osteogenico, le superfic i nano e 

microst rutturate e le loro caratter ist iche dimens ionali non sembrano 

avere effet t i sull’adesione e pro liferazione cellulare.   Ulter ior i studi in 

vivo  saranno necessar i per confer mare le  proprietà osteoindut t ive de lle  

geometr ie selezionate con il presente lavoro e per ver ificarne 

l’osteointegrazione.  
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