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INTRODUZIONE

CELLULE SK-N-BE

Le SK-N-BE sono cellule di neuroblastoma e sono state isolate nel Novembre 1972 da una
biopsia di midollo osseo di un bambino con neuroblastoma dopo ripetute sedute di chemio
e radioterapia.

Il neuroblastoma (NBL) & un tumore solido maligno che origina nei tessuti nervosi del
collo, del torace, delladdome o della pelvi, anche se solitamente insorge nella cavita
addominale nei tessuti della ghiandola surrenale. Sebbene sia molto raro, il
neuroblastoma rappresenta tuttavia il fumore solido piu frequente nei soggetti d'eta
inferiore ai cinque anni. Il NBL, infatti, costituisce il 7-10% di tutti i tumori solidi
osservati in eta pediatrica e presenta un'incidenza pari a circa 6.5-10.5 nuovi
casi/anno/1.000.000 di soggetti d'eta inferiore ai 15 anni, in Italia pari a 30 nuovi
casi/anno. Il 93% dei NBL & diagnosticato prima dei 6 anni ed un terzo prima dell'anno di
etd. I casi diventano molto pit rari nelle eta successive e la diagnosi e eccezionale
nell'adolescente e nell'adulto (1).

Le cellule di neuroblastoma SK-N-BE presentano una morfologia variegata; alcune hanno
lunghi processi altre sono di aspetto epiteliale. Inoltre possono formare aggregati e
propagarsi in sospensione.

Come noto da letteratura, il trattamento di cellule di neuroblastoma con acido retinoico
( Vitamina A ) determina il loro differenziamento verso il fenotipo neuronale: le cellule
cambiano morfologia con arborizzazione dendritica e formazione di sinapsi con cellule
distanti, modificano I'espressione genica con aumento dell'espressione di geni neuronali,

proteine neuronali, neurotrasmettitori e mutano la loro attivita biochimica (2). Le cellule



SK-N-BE inoltre non presentano un'espressione matura delle integrine di membrana,

proteine essenziali per |'adesione cellulare, maggiormente espresse invece nella forma

cellulare differenziata (3).

Fig.1- SK-N-BE. Fig.2- SK-N-BE + R.A.
Ingrandimento 40X, colorazione blu di Ingrandimento 40X, colorazione blu di
toluidina toluidina

Struttura e funzione delle integrine

In condizioni normali la sopravvivenza cellulare ¢ la conseguenza di un complesso
equilibrio tra cellule e matrice extracellulare e tra cellula e cellula. In particolare,
I'interazione tra le cellule e le proteine della matrice extracellulare é essenziale per la
regolazione genica, la differenziazione ed il controllo della crescita cellulare (3).

La perdita della capacita di adesione, come pure |'induzione di una eccessiva adesivita
sono la causa di diverse patologie. Numerosi studi hanno portato ad identificare alcune

proteine transmembrana come responsabili dell'adesione. Queste proteine sono state



classificate in diversi gruppi, sulla base di criteri strutturali e funzionali: integrine,
caderine, selectine e membri della superfamiglia delle immunoglobuline.

La famiglia delle integrine & costituita da eterodimeri formati da subunita a e p (da
95.000 a 200.000 dalton ), unite da legami non covalenti. La specificita di legame per ogni
ligando sembra dipendere dal dominio extracellulare della subunitd a. La subunita p &
comunque indispensabile per la funzionalita dell'integrina, e presenta ripetizioni tandem
di quattro regioni ricche di residui di cisteina, che sono considerate essenziali per il
mantenimento della struttura tridimensionale della molecola. Le integrine interagiscono
con il citoscheletro allo scopo di legare le cellule alla matrice; infatti il legame
transmembrana al citoscheletro sembra essere un requisito fondamentale sia per i
fenomeni di adesione delle cellule alla matrice, sia per quelli di adesione tra le cellule
stesse. La connessione con il citoscheletro puo attivare I'integrina, cambiare la sua
conformazione, aumentare la capacitd di legame per il suo specifico ligando. Esse
permettono alle cellule normali di avere la percezione di essere adese alla matrice
extracellulare, fornendo quindi un segnale di sopravvivenza, la cui mancanza comporta la
perdita del controllo del meccanismo di crescita cellulare. La mancata interazione fra
infegrine e matrice comporta |'attivazione di complesse vie metaboliche (ad es.
cooperazione fra integrine e diverse classi di proteasi), le quali portano ad una aumentata

sopravvivenza e motilita delle cellule tumorali.



ACIDO RETINOICO
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L'acido retinoico (RA) e in generale i retinoidi sono molecole segnale che, insieme ai loro

recettori nucleari, stabiliscono dei networks di comunicazione genetica essenziali per lo
sviluppo embrionale e per il mantenimento dello stato differenziato dei tessuti
attraverso la regolazione della proliferazione, differenziamento e morte cellulare (4-5).
Di particolare importanza e il ruolo esercitato sullo sviluppo e sulle funzioni fisiologiche
del sistema nervoso e del sistema riproduttivo (6). I retinoidi, grazie al loro potere di
condurre al differenziamento cellulare, offrono grandi potenzialita nella terapia del
cancro.

L' Acido retinoico & un derivato della vitamina A e la sua principale funzione & quella di
essere un "master regulator” dell'espressione genica. Solo una piccola porzione (0.2-5%)
del retinolo presente nel plasma o nei tessuti viene convertita in acido retinoico all-trans
(ATRA), il principale attivatore dei recettori per I'acido retinoico. Altri metaboliti con
funzione di molecola segnale sono I'acido 9-cis RA e 13-cis RA. L'Acido Retinoico agisce
mediante due tipi di recettori nucleari appartenenti alla famiglia dei recettori degli
ormoni steroidei: RAR (Retinoic Acid Receptor) e RXR (Rexinoic Receptor) (7-8). I
recettori RAR, detti a, p e v, funzionano da regolatori trascrizionali, una volta accesi
regolano complessi proteici coattivatori che, legandosi al DNA, inducono la
derepressione della cromatina e la successiva espressione dei geni RA-responsivi (9-10-

11).



I RAR e gli RXR sono fattori di trascrizione che funzionano principalmente come RAR-
RXR eterodimeri. Questi eterodimeri presentano due funzioni distinte: la prima & quella
di modulare la trascrizione di geni target in seguito a binding con i RARE (Retinoic Acid
Response Element) presenti nei promoters di tali geni, la seconda consiste nel modificare
I'efficienza di altri pathways attraverso meccanismi non ancora del tutto chiari.
L'effetto di questo tipo piu importante e senz'altro la repressione dell'attivazione
trascrizionale mediata da AP-1. E' infatti anche grazie a questa inibizione che si puo
spiegare l'effetto anti-oncogenico dell'acido retinoico.

A livello molecolare I'Acido Retinoico e lipofilico e quindi diffonde facilmente attraverso
la membrana cellulare; esso si lega e attiva gli RARs che inducono I'espressione di geni
quali gli "Rho GTPase family genes” , coinvolti nella dinamica del citoscheletro, nello

sviluppo, elongazione e guida dell'assone (Fig.3).
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T neuriti si formano grazie a cambiamenti che coinvolgono il citoscheletro actinico e il
network di microtubuli; si creano strutture quali lammelipodia, filopodia e il cono di
crescita e la cellula (neurone) si differenzia mostrando un assone e i dendriti (Fig4-
Fig.D). Da letteratura & noto che il massimo differenziamento neuronale si ottiene entro

20 giorni dall'inizio del trattamento delle cellule di neuroblastoma con Acido Retinoico.
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BIOMATERIALT

Oggi  sono disponibili materiali che vengono utilizzati in applicazioni dentali ed
ortopediche come sostituenti del tessuto osseo o come rivestimento di impianti metallici
(12), in grado di facilitare l'adesione e la duplicazione cellulare e la formazione di matrice
sulla superficie degli impianti stessi (13). Un esempio sono i Bioglass®, che sono stati
classificati come materiali bioattivi (o biomateriali).

Il concetto di vetro bioattivo fu introdotto per la prima volta nel 1971 con la sintesi del
Bioglass 4555 da parte di L.L.Hench: questo materiale & composto da SiO2, CaO, P205 e
Na20O (14). Da allora sono stati ampiamente studiati per applicazioni cliniche molti altri
materiali e vetri ceramici con composizione chimica simile (15). Il recente avvento di
tecniche di sintesi "sol-gel” ha permesso un maggior controllo delle strutture, delle
superfici e della composizione dei vetri stessi, portandoli cosi a poter essere utilizzati
per applicazioni pit specifiche.

Per esempio,e stata proposta la parziale sostituzione del sodio con zinco nei vetri
bioattivi per stimolare la proliferazione e la differenziazione cellulare (16); lo zinco
infatti & un elemento fondamentale per la crescita, la proliferazione ed il
differenziamento cellulare, sebbene i meccanismi biochimici in cui & coinvolto non siano
ancora del tutto chiari (17). Lo zinco e un cofattore per molti enzimi, stimola la sintesi
proteica ed & un metallo fondamentale per la replicazione del DNA (18); inoltre dal punto
di vista strettamente chimico prolunga la durezza dei materiali ritardandone la
dissoluzione e le reazioni in ambiente acquoso (come nei liquidi biologici) ed incrementa
le proprietd meccaniche dei materiali stessi (19).

Per tutti questi motivi sono stati recentemente sintetizzati dei nuovi materiali bioattivi
chiamati "HZ" , dalla composizione chimica simile a quella del materiale 45S5 di Hench,

ma con, in pid, quantita differenti di zinco sottoforma di ZnO (20). In particolare questi



biovetri contengono il 5%, 10% e 20% w/w di zinco nella loro composizione chimica

rispetto al Bioglass 4555 (Tab.1).

ZnO (7%w/w) Si0; (%ew/w) Na;O (7%w/w) CaO (%w/w) P,Os (%ow/w)
4555 - 4475 24 .43 2450 5.93
(H)
HZ5 494 4254 23.27 23.40 5.64
HZ10 10.05 40.44 22.08 22.02 5.39
HZ20 20.13 37.14 18.75 18.86 4.64

Tab.1- Composizione chimica dei diversi materiali

Lo zinco addizionato ai materiali di Hench & in forma ZnO; & noto che lo ione Zn*
presenta due comuni geometrie di coordinazione nelle specie ossigenate, tetraedrica ed
ottaedrica. Da recenti studi condotti su questi materiali si & evinto che si ha una
diminuzione della concentrazione di zinco in forma tetraedrica a vantaggio di quella
ottaedrica in relazione ad un aumento dello zinco totale aggiunto al materiale di Hench
iniziale. La struttura cristallina di questi materiali presenta Forze di Van der Walls che
coinvolgono gli ioni sodio, calcio ed ossigeno; i cationi alcalini ed alcalino-terrosi risultano
essere legati agli atomi di ossigeno allo stato fondamentale. In queste strutture si
osserva inoltre un raggruppamento di ioni sodio attorno allo zinco, che provvedono, in una
certa misura, alla compensazione per la mancanza di cariche positive. Lo zinco svolge
quindi uno specifico ruolo strutturale conferendo ai materiali caratteristiche di
impaccamento sempre pil consistenti a seconda della concentrazione dello zinco stesso
aggiunto (19). Inoltre questi modelli atomici hanno mostrato che lo zinco, essendo molto
impaccato nella rete strutturale dei materiali, non viene rilasciato in soluzione, dopo

tempi di ammollo variabili ma utili per esperimenti di adesione e proliferazione cellulare



(20-21). Il dato varia su tempi molto pit lunghi ed in funzione della concentrazione di
zinco nel materiale.

Questi materiali sono stati studiati gia in precedenza come substrati per l'adesione
cellulare ed i risultati ottenuti hanno dimostrato che un'alta concentrazione di zinco
(HZ20) sia in grado di modificare le caratteristiche chimico-fisiche di superficie dei
materiali riducendo cosi le possibilita adesive delle cellule. Questo dato & stato
confermato dall'assenza di contatti focali osservata sulle cellule piastrate su vetri HZ10

e HZ20 (21).
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SCOPO DEL LAVORO

Scopo di questo lavoro é stato quello di valutare la capacita adesiva e proliferativa delle
cellule di linea di neuroblastoma SKNBE e di quelle differenziate con Acido Retinoico
(R.A.) a contatto con vetri bioattivi di Hench. Sono stati utilizzati sia i materiali privi di
zinco (H) sia i materiali contenenti diverse concentrazioni di zinco (HZ5, HZ10 e HZ20)
al fine di determinare un'eventuale relazione tra l'indice di adesione e crescita cellulare
ed il contenuto di zinco nei materiali stessi.

Le cellule SKNBE differenziate con Acido Retinoico presentano un' espressione matura di
Integrine rispetto alle stesse cellule non differenziate; scopo di questo lavoro & stato
pertanto anche quello di verificare quest'espressione sia responsabile di un differente

comportamento delle due tipologie cellulari a contatto con i materiali studiati.

MATERIALI E METODI

COLTURE CELLULART E MATERTALT DI HENCH

Le cellule di linea di neuroblastoma SKNBE sono state coltivate con terreno di coltura
"Dulbecco modified Eagle's medium” (DMEM) supplementato con il 10% di siero fetale
bovino, antibiotici ( 5% streptomicina, glutammina e penicillina) e mantenute a 37°C e al
5% di CO2.

Queste cellule sono state successivamente trattate con all-trans-retinoic acid (RA,
Sigma Chemical, St. Louis, MI, USA) 10uM fino ad un massimo di 20 giorni, con periodica
sostituzione del mezzo ed aggiunta di acido retinoico.

I materiali di Hench da noi utilizzati sono stati preventivamente misurati con il

programma Leica Qwin, al fine di seminare un'esatta quantita di cellule sulla superficie di
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ogni materiale, e successivamente sterilizzati; in particolare, in questo lavoro, sono state
piastrate 40.000 cell/cm? per gli esperimenti di adesione cellulare e 20.000 cell/cm? per
quelli di proliferazione. Le cellule trattate con acido retinoico utilizzate in questo lavoro
sono state differenziate per 10 giorni; questo perché é stato riscontrato,dopo tale
tempo, un livello di differenziamento e di integrita cellulare ottimale per questo genere
di esperimento.

Le cellule SKNBE e SKNBE+RA sono state seminate a goccia e lasciate a contatto con i
materiali per diversi intervalli di tempo: 1, 3, 6 e 12 ore per gli esperimenti di adesione su
superficie, 24, 48 e 72 ore per quelli di proliferazione, con adeguata aggiunta di terreno
di coltura dopo le prime ore di incubazione. Questi intervalli di fempo sono stati scelti in
base a precedenti lavori di adesione e proliferazione condotti su plastica, utilizzata poi in
questo ambito come controllo.

Ogni esperimento & stato prodotto in triplicato al fine di valutare: la vitalita cellulare
delle cellule sui materiali ( MTT test ), la morfologia delle stesse cellule ( Arancio di

Acridina ) e I'espressione di marker neuronali ( Western Blot ).

MTT TEST

La vitalita cellulare & stata misurata con il test del MTT, un metodo di valutazione
dell'attivita mitocondriale; sono stati aggiunti 100 ul/ml di soluzione madre di MTT
(5mg/ml in PBS) direttamente nel terreno di coltura a contatto con i materiali, per due
ore a 37°C. Successivamente e stato asportato il terreno e sono stati lentamente
aggiunti 100 yl di DMSO direttamente sui materiali seminati. Il DMSO ¢é in grado di
sciogliere i sali di formazano che si formano, in corrispondenza delle cellule, in seguito
all'aggiunta di MTT e si colora di color porpora-viola a seconda della vitalita cellulare. Pit
le cellule sono vitali pit il DMSO appare colorato. Successivamente & stata fatta una

lettura spettrofotometrica a 590 nm dei campioni oftenuti ed i risultati sono stati
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espressi in grafici. La media dei diversi parametri & stata calcolata come media + Errore
Standard della Media; si sono fatte analisi statistiche della varianza (ANOVA) con livello

di significativita posto pari a p< 0.05.

ARANCIO DI ACRIDINA

Ai tempi prestabiliti le cellule sono state fissate ai materiali dopo asportazione del
terreno di coltura e due lavaggi in PBS. La fissazione & avvenuta a caldo in stufa,
mettendo i materiali a 60°C per 20 minuti.

Successivamente & stata fatta una colorazione con Arancio di Acridina (soluzione al
0,025% in PBS) e le cellule sono state osservate al microscopio a fluorescenza con filtro

viola.

WESTERN BLOT

Per valutare, tramite western blot, I'espressione di proteine tipiche neuronali, dopo 24
ore di adesione ai materiali, le cellule seminate ( 40.000 cell/cm?) sono state lisate con
SDS bollente a 95°C. Contemporaneamente e stato fatto il lisato anche sul pellet
ottenuto dalla precipitazione delle cellule rimaste nel terreno di coltura, al fine di
valutare se processi apoptotici fossero coinvolti nella morte delle stesse cellule. In
entrambi i casi, il contenuto proteico totale & stato stimato con la tecnica BCA ( Pierce,
Rockford, IL, USA ). Gli esperimenti di Western Blot sono tuttora in corso; in
particolare fino ad ora sono stati fatti esperimenti per valutare l|'espressione di
BIITtubulina ( Rabbit monoclonal antibody, Covance, Berkeley, California ), del
Neurofilamento (NF-L (N-14), Goat polyclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology, INC) e
di GAP-43 (GAP-43 (H-100) rabbit polyclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology INC)
sia nelle cellule SKNBE sia nelle SKNBE+RA adese alla plastica di controllo.
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Sono stati caricati 10 pg di proteine di ciascun campione per la corsa elettroforetica su
un gel doppio al 10% di SDS in poliacrilamide. Il gel & stato poi trasferito su membrana
in nitrocellulosa per un'ora. Le membrane sono state poi trattate con buffer Tris-Tween
(pH 7.6) al 5% di siero bovino per un'ora e successivamente incubate overnight con gli
anticorpi I precedentemente elencati. Tali anticorpi sono stati rilevati con substrati
chemiluminescenti (ECL, Amersham International, Little Chalfont, U.K.) coniugati con
perossidasi di rafano anti rabbit/goat ( Sigma, St. Luis, MI, U.S.A. ).

Sono futtora in corso esperimenti per valutare l'espressione di queste proteine su
entrambe le tipologie cellulari a contatto con i diversi materiali.

Western blot sono stati eseguiti anche per valutare la presenza o meno di marker
apoptotici, quali le caspasi-8 attivata ( mouse monoclonal antibody, clone Asp-384;
Calbiochem, La Jolla, CA, U.S.A)), la caspasi-9 attivata ( rabbit polyclonal, clone Ab-2;
Oncogene, San Diego, CA, USA), e la caspasi-3 (rabbit policlonal antibody, clone Asp-175;
Cell Signaling Technology, Beverly, MA, U.S.A), sui lisati ottenuti dalle cellule staccate dai

materiali presenti nel terreno di coltura.
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RISULTATI

CELLULE SK-N-BE

Per quanto riguarda le cellule di linea SK-N-BE i risultati che abbiamo ottenuto sono stati

espressi con i grafici riportati di sequito (Fig.6-Fig.7).

Come si puo osservare dai dati ottenuti dalla lettura spettrofotometrica del test del
MTT, le cellule SK-N-BE risultano aderire ai materiali in modo significativo gia dopo
un'ora di incubazione, sebbene quelle adese al materiale di Hench siano statisticamente
inferiori rispetto a quelle adese altri materiali dopati con zinco. Dopo tre ore di
incubazione si ha una diminuzione percentuale di cellule in adesione ai materiali sempre
pil evidente a mano a mano che aumenta la concentrazione di zinco aggiunto al materiale
di riferimento (H); la diminuzione di cellule adese tra una e tre ore risulta invece molto
poco evidente su H stesso. Statisticamente significativa € invece la diminuzione delle
cellule su tutti i materiali dopo sei ore di incubazione. Dopo 12 ore, ultimo intervallo di
tempo da noi valutato per i profili di adesione, si osserva una notevole ripresa di questa
su tutti i campioni considerati, con valori compresi fra 70-80% di SK-N-BE presenti
rispetto alle cellule inizialmente seminate sui materiali (Fig.6).

Per quanto riguarda i profili proliferativi (Fig.7), si e potuto osservare che a 48 ore si ha
un aumento di cellule adese sia su H sia su HZ5 rispetto alle 24 ore, sebbene la
percentuale, in entrambi i casi, sia inferiore rispetto alla percentuale di SK-N-BE
riscontrata a 12 ore; dato questo che poi diminuisce a 72 ore su entframbi i materiali,
anche se in modo non particolarmente evidente. Risultati differenti sono stati ottenuti
invece su HZ10 e HZ20; HZ10 ha presentato infatti una percentuale di cellule in
proliferazione praticamente equivalente sia dopo 24 sia dopo 48 ore, per poi avere un
minimo aumento dopo 72 ore di incubazione (andamento comunque significativamente
inferiore rispetto a H e a HZ5). In HZ20 é stata invece osservata una diminuzione
progressiva della percentuale di cellule in proliferazione sul materiale passando da 24, 48
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e 72 ore. I valori corrispondenti a tali tempi inoltre si sono dimostrati essere
significativamente inferiori sia a quelli riscontrati sui materiali con concentrazione di
zinco minore (HZ5 e HZ10), sia a H.

Su tutti i materiali e a tutti gli intervalli di tempo considerati sono state fatte
colorazioni con Arancio di Acridina, al fine di valutare la morfologia delle cellule seminate
e verificare un'eventuale alterazione strutturale delle stesse al passare del tempo.

Le SK-N-BE sono cellule che tendono a formare piccoli aggregati fra di loro, aderiscono e
proliferano quasi sempre utilizzando solo una parte del substrato su cui sono disposte;
inoltre i materiali da noi utilizzati non presentano una superficie liscia, ma ricca di
irregolaritd. Tali caratteristiche hanno spesso reso difficoltosa I'acquisizione di immagini
al microscopio.

I risultati oftenuti sono presentati in Fig.8, dove vengono riportate per semplicita
solamente le immagini delle cellule adese a futti i materiali dopo 1 ora e dopo 72 ore di
incubazione. Come si puo’ osservare la morfologia cellulare non varia in modo significativo
nel tempo e nemmeno a seconda del materiale su cui le cellule vengono seminate; si puo
notare pero una variazione della densita cellulare sui diversi substrati rispetto alla

plastica di controllo (CTR).
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ADESIONE SK-N-BE
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Fig.6 :Istogramma a barre che mostra la percentuale di cellule SK-N-BE in adesione sui
diversi materiali a diverse ore di incubazione.
Significativita per p<0.05. a=vsH b=vsHZ5 c=vs.HZIO

PROLIFERAZIONE SK-N-BE
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Fig.7 :Istogramma a barre che mostra la percentuale di cellule SK-N-BE in
proliferazione sui diversi materiali a diverse ore di incubazione.
Significativita per p<0.05. a=vsH b=vsHZ5 c¢=vsHZ10
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SK-N-BE : MORFOLOGIA CELLULARE DOPO 1 ORA

HZ20

SK-N-BE : MORFOLOGTIA CELLULARE DOPO 72 ORE

H
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Fig.8: Immagini ottenute con Arancio di Acridina di cellule SK-N-BE adese a materiali
dopati con zinco dopo 1 ora e dopo 72 ore di incubazione. Ingrandimento 20X.



CELLULE SK-N-BE +R.A.

I dati ottenuti sulle cellule SK-N-BE trattate con Acido Retinico per 10 giorni sono
rappresentati in Fig.9 ed in Fig.10.

Come si puo osservare dal grafico relativo all'adesione cellulare (Fig.9), la percentuale di
cellule che gia dopo un'ora di incubazione rimangono adese ai materiali & particolarmente
elevata, con un valori quasi prossimi al 80%, sia su H sia su tutti i materiali dopati con
zinco. Nelle ore successive si assiste ad una diminuzione dei valori costante e progressiva
fino ad arrivare, dopo 12 ore di coltura, a valori poco piu elevati del 40% rispetto alle
iniziali cellule seminate. Questo & quanto si e riscontrato su H, HZ5 e HZ10; differenti
sono stati i dati oftenuti su HZ20. Su questo materiale infatti, dopo una gia citata
consistente adesione iniziale, la percentuale di cellule rimaste adese é aumentata
progressivamente fino ad arrivare, dopo 6 ore, a piu del 90% rispetto a quelle seminate
inizialmente. A 12 ore anche su HZ20 si é osservata una drastica diminuzione di cellule,
con valori del tutto paragonabili a quelli degli altri materiali.

Per quanto riguarda i processi proliferativi (Fig.10), i dati ottenuti sono molto pil
eterogenei e completamente in contrasto rispetto ai corrispondenti dati ottenuti con le
SK-N-BE non trattate con Acido Retinico. In questo caso infatti si & riscontrato un
aumento significativo di cellule tra le 12 e le 24 ore di incubazione, su tutti i materiali
trattati. Su H poi si & osservata la diminuzione della percentuale di SK-N-BE + R.A. in
modo progressivo fino alle 72 ore, con un valore finale di cellule adese corrispondente a
circa il 30% rispetto a quelle iniziali. Dati differenti si sono ottenuti su HZ5 dove, dopo
48 ore, la quantita di cellule adese al materiale & risultata essere praticamente
equivalente a quella valutata dopo 24 ore; successivamente anche su questo materiale si e
riscontrata una diminuzione di cellule a 72 ore, con valore finale comunque
significativamente superiore al corrispondente valore su H. Su HZ10 e HZ20 i dati

ottenuti sono del tutto simili tra loro, con un incremento notevole di cellule riscontrato
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dopo 48 ore rispetto alle 24 ore, con valori significativamente superiori ai corrispondenti
su H e HZ5. Dopo 72 ore di coltura anche su questi materiali si e riscontrata pero la
diminuzione di proliferazione gia valutata sugli altri substrati, con percentuale di cellule
finale corrispondente a circa il 60%, significativamente superiore comunque a quella
ottenuta su H.

Come per le SK-N-BE, anche per le cellule differenziate con Acido Retinoico, sono state
fatte colorazioni con Arancio di Acridina, su tutti i materiali e a tutti gli intervalli di
tempo considerati, al fine di valutare la morfologia delle cellule seminate. A differenza
delle SK-N-BE, queste sono cellule che non tendono a formare piccoli aggregati fra di
loro, ma esprimono prolungamenti di tipo dendritico e assonale. Data l'irregolarita di
superficie dei materiali utilizzati, anche in questo caso, & stata spesso difficoltosa
l'acquisizione di immagini al microscopio. Inoltre i prolungamenti visibilmente evidenti
sulla plastica di controllo (CTR) non sono invece risultati apprezzabili sui biovetri.

Le immagini ottenute sono presentate in Fig.11, dove vengono riportate anche qua per
semplicitd solamente quelle dopo 1 ora e dopo 72 ore di incubazione, su tutti i materiali
seminati. Come si puo’ osservare la morfologia cellulare varia in modo significativo dal
controllo ai materiali, inoltre si puo notare la variazione della densita cellulare sui diversi

substrati rispetto alla plastica di controllo, nonché quella tra un'ora e 72 ore sui biovetri.
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Fig.9 :Istogramma a barre che mostra la percentuale di cellule SK-N-BE + R.A.
in adesione sui diversi materiali a diverse ore di incubazione.
Significativita per p<0.05. a=vsH b=vsHZ5 c¢=vsHZ10
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Fig.10 :Istogramma a barre che mostra la percentuale di cellule SK-N-BE + R.A.
in proliferazione sui diversi materiali a diverse ore di incubazione.
Significativita per p<0.05. a=vsH b=vsHZ5 c¢=vsHZ10




SK-N-BE + R.A. : MORFOLOGIA CELLULARE DOPO 1 ORA

HZ10 HZ20

SK-N-BE + R.A. : MORFOLOGIA CELLULARE DOPO 72 ORE

Fig.11: Immagini ottenute con Arancio di Acridina di cellule SK-N-BE + R.A. adese a
materiali dopati con zinco dopo 1 ora e dopo 72 ore di incubazione. Ingrandimento 20X.
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WESTERN BLOT

L'espressione di BITItubulina, di GAP-43 e del Neurofilamento nelle cellule SKNBE e

nelle SKNBE+RA adese alla plastica & stata valutata con Western Blot e le immagini

ottenute sono riportate in Fig.12.
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RIIItubulina

wwm= == 43 kDa
_—
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- = 68 kDa

NF-L

Fig.12 : Immagini ottenute da Western Blot di BIITtubulina, di GAP-43 e del
Neurofilamento su lisati di SK-N-BE e SK-N-BE + R.A. coltivate su plastica.

Banda a sinistra : SK-N-BE + R.A

Banda a destra : SK-N-BE
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Come si puo osservare, entrambe le tipologie cellulari esprimono la BIIItubuling, il GAP-
43 ed il Neurofilamento. Per quanto riguarda la RIIItubulina si puo notare che viene
maggiormente espressa dalle SK-N-BE rispetto alle stesse cellule trattate con Acido
Retinoico. GAP-43 viene espresso in modo equivalente da entrambe le tipologie cellulari,
mentre il Neurofilamento risulta essere pit evidente per SK-N-BE rispetto a SK-N-BE +
R.A.. Da questi dati preliminari presumiamo che l'adesione su plastica non modifichi
significativamente questi marker neuronali specifici nelle SK-N-BE + R.A. rispetto alle
stesse cellule non trattate con Acido Retinoico. Ulteriori analisi sono ancora in corso, per
valutare l'espressione di queste proteine quando le cellule sono a contatto con i diversi
materiali.

Western blot sono stati eseguiti anche per valutare la presenza o meno di marker
apoptotici, quali la caspasi-8, la caspasi-9 e la caspasi-3 nelle loro forme attivate, sui lisati
ottenuti dalle cellule staccate dai materiali presenti nel terreno di coltura. Non si sono

ottenuti risultati apprezzabili.
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DISCUSSIONE

I materiali da noi trattati sono substrati che, come detto in precedenza, presentano una
struttura chimica piuttosto complessa, in cui gli ioni coinvolti tendono a formare
strutture cristalline impaccate ed i legami interessati sono Forze di Van der Walls.
L'impaccamento aumenta in modo proporzionale all'aumento di zinco nei diversi materiali,
determinando una distribuzione complessiva di carica superficiale sempre meno evidente
con l'aumento di zinco. H infatti presenta una carica superficiale complessiva positiva
data da ioni Na" mobili, carica che viene invece a venir meno negli altri materiali dove lo
ione zinco, sotto forma di Zn% (ZnOs4 %), rende la struttura pit compatta ed annulla la
carica positiva superficiale.

Partendo da questi concetti ed integrando i nostri risultati con altri gia ottenuti in altri
lavori (21) possiamo arrivare ad affermare le seguenti conclusioni.

L'elevata percentuale di cellule SK-N-BE adese ai materiali dopo solo un'ora di adesione
potrebbe essere il risultato di una semplice interazione di carica tra le cellule e la
superficie stessa dei materiali; un'ora & un tempo troppo breve perché le cellule possano
esprimere effettivamente le loro proteine d'adesione, pertanto i legami coinvolfi
potrebbero essere esclusivamente di natura chimica. Il fatto inoltre che le SK-N-BE
adese al materiale di Hench originale siano, dopo un'ora, in percentuale inferiori a quelle
adese sugli altri materiali, puo farci presupporre che su H gli ioni Na" disturbino I'attacco
delle cellule che necessitano invece di cariche negative per poter aderire correttamente.
Nei materiali dopati con zinco invece queste cariche superficiali positive diminuiscono, la
struttura €& pit compatta, meno aspra e questo potrebbe determinare un ambiente
d'adesione, da un punto di vista architetturale, pit favorevole per le cellule.

La diminuzione di cellule adese riscontrata su tutti i materiali dopo tre ore di incubazione
potrebbe trovare spiegazione considerando che, a questo livello, le cellule sarebbero gia

in grado di percepire che non si trovano in un ambiente propriamente favorevole per loro.
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I materiali, sebbene compatibili, non rappresentano infatti una struttura biologica
naturale, pertanto le SK-N-BE potrebbero non riconoscere il substrato su cui sono poste
come superficie extracellulare e tenderebbero cosi a staccarsi. A questo livello la
diversa percentuale di zinco contenuta nei materiali non rappresenterebbe un fattore
determinante per il comportamento cellulare.

L'ulteriore diminuzione percentuale delle cellule adese riscontrata dopo sei ore su futti i
materiali considerati troverebbe giustificazione ancora nelle motivazioni descritte in
precedenza, in quanto, da studi preventivamente condotti su plastica come controllo, si e
potuto osservare che tra tre e sei ore di incubazione tali cellule non subiscono particolari
cambiamenti comportamentali e strutturali.

Dopo 12 ore di coltura invece si & riscontrato un incremento di cellule in adesione, su
tutti i materiali. Questo dato ci ha portato a considerare che probabilmente, a questo
livello, le SK-N-BE potrebbero cominciare a modificare le loro strutture proteiche di
membrana per poter favorire un processo adesivo; processo questo non pil basato sul
rapporto di carica cellula-substrato ma bensi su interazioni di tipo strutturale. Sara uno
step successivo nel nostro lavoro andare a valutare se, a questo livello, si riscontrano per
esempio contatti focali delle SK-N-BE sui materiali trattati. L'ipotesi potrebbe avere il
suo effettivo riscontro perché é stato valutato in altri lavori(21) che diverse tipologie
cellulari seminate sui materiali di Hench e sui derivati dopati con zinco, mostrano, a
partire da 12 ore di coltura, una buona morfologia di crescita, con proteine d'adesione
(vinculina) ampiamente espresse, sebbene in modo dipendente dalla concentrazione di
zinco nei materiali.

Su tutti i materiali si & riscontrata una drastica diminuzione di cellule al primo intervallo
proliferativo considerato (24 ore). tale andamento potrebbe trovare giustificazione se si
considera che le cellule, per potersi duplicare, necessitano di un distacco, anche se

minimo, dal substrato su cui si trovano. Nel caso in cui questo substrato non rappresenti
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gia di per sé una base di crescita ottimale, un' ulteriore riadesione sarebbe alquanto
improbabile. Da qui la caduta dei picchi d'adesione riscontrata a 24 ore. Le cellule
rimaste adese ai materiali vanno comunque incontro ad un normale processo proliferativo;
su H e HZ5 si riscontra infatti un aumento di cellule dopo 48 ore. Su questi materiali le
SK-N-BE troverebbero cosi delle condizioni proliferative favorevoli, a differenza di
quanto succede su HZ10 e HZ20 dove la proliferazione e limitata (HZ10) o addirittura
sfavorita (HZ20). Un aumento di concentrazione di zinco, e quindi di impaccamento della
struttura, rappresenterebbe cosi un elemento sfavorevole alla proliferazione cellulare.
Si stanno ancora ricercando comunque dei dati che giustifichino ulteriormente questo
comportamento cellulare.

Consideriamo ora i risultati ottenuti con le SK-N-BE trattate con Acido Retinoico.

Queste cellule, come precedentemente descritto, presentano un'espressione matura
delle integrine di membrana (3), proteine essenziali per l'adesione cellulare, e questo
fenomeno potrebbe rappresentare in parte una spiegazione dei dati ottenuti.

L'elevata percentuale di cellule adese ai materiali riscontrata dopo un'ora di incubazione
potrebbe essere giustificata sempre come un'interazione di carica tra cellule e
substrato, come per le SK-N-BE, ma, in questo caso, il legame sarebbe verosimilmente
coadiuvato dalle integrine di membrana. Queste sono proteine d'adesione che cercano
comunque fattori specifici di legame, quali fibronectina, laminina o collagene per poter
compiere correttamente il loro compito; i materiali da noi frattati non presentano queste
proteine e le cellule a contatto inizierebbero una destabilizzazione della fase adesiva
riscontrata a partire da tre ore di coltura fino a 12 ore. Questo & quanto potrebbe
succedere alle SK-N-BE + R.A. seminate su H, HZ5 e HZ10 dove, come mostrato in Fig.9,
si assiste ad una diminuzione progressiva della percentuale di cellule in adesione
nell'intervallo di tempo considerato. Diversi sono invece i risultati ottenuti su HZ20, dove

si e riscontrato un aumento di adesione tra una, tre e sei ore di coltura, sequito da una
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diminuzione drastica anche in questo caso. Su HZ20 le integrine sembrerebbero trovare
delle condizioni favorevoli all'adesione nella struttura chimica del materiale. Questo
materiale & il pit ricco di zinco fra quelli considerati ed & quello che, quindi, presenta la
struttura pit impaccata, piu liscia; si puo ipotizzare che questa condizione consenta alle
integrine di conferire alle cellule maggiore stabilita sul substrato, ritardando il loro
distacco a 12 ore, anzicche a tre come negli altri casi. Dodici ore rappresentano infatti
un tempo gia sufficientemente lungo affinche la cellula sia in grado di percepire che il
substrato su cui si trova non presenta gli specifici fattori di legame.

Per quanto riguarda la proliferazione, i dati ottenuti mettono in evidenza una percentuale
di cellule adese a 24 ore equivalente su tutti i materiali tfrattati, percentuale maggiore
rispetto alle 12 ore perché, in questo lasso di tempo, le cellule sedimentate sui materiali
sarebbero comunque andate incontro a processi proliferativi. Su H si assiste poi ad una
diminuzione progressiva nei tempi successivi che potrebbe trovare la sua spiegazione
negli stessi presupposti espressi per l'adesione. Su HZ5, HZ10 e HZ20 si & riscontrato
invece un aumento (minimo su HZ5) dopo 48 ore di coltura ed una diminuzione dopo 72
ore; ancora una volta questo andamento potrebbe essere giustificato considerando la
struttura chimica dei materiali ed il loro impaccamento. Superfici via via piu lisce
determinerebbero condizioni favorevoli per la proliferazione cellulare entro un lasso di
tempo comunque limitato; prevarrebbe poi I'assenza di fattori specifici sui substrati e da
qui la nuova diminuzione a 72 ore.

I dati ottenuti dai Western Blot mettono in evidenza che entrambe le tipologie cellulari
da noi considerate esprimono, su un substrato di controllo, le proteine BIIItubulina, GAP-
43 e Neurofilamento. Sara un passo successivo nel nostro lavoro andare a verificare se
quest'espressione viene modificata seminando le cellule sui materiali e se la diversita dei

materiali stessi determinera differenze nell'espressione proteica.

28



Sono stati condotti studi anche per determinare se le cellule che si staccano dai
materiali vanno incontro a morte apoptotica. I Western Blot fatti sui lisati cellulari
ottenuti dai terreni di coltura hanno dato risultato negativo alla caspasi 8, alla caspasi
nove ed alla caspasi 3 nelle loro forme attive; i risultati preliminari metterebbero in
evidenza quindi che le cellule che si staccano dai materiali non vanno incontro a processi
apoptotici ma il loro distacco sarebbe quindi solo condizionato dalle strutture chimiche
dei substrati e dalle interazioni ed espressioni proteiche di membrana, come ipotizzato in

precedenza.

CONCLUSIONI

Sebbene si debbano ancora compiere esperimenti per approfondire e spiegare
ulteriormente quanto osservato fino ad ora, dai dati che possediamo possiamo concludere
quanto segue.

Superfici inorganiche contenenti zinco, esprimenti diversi livelli di impaccamento
cristallino sono in grado di definire interazioni funzionali con elementi biologici
dell'adesione cellulare.

L'espressione matura di integrine diventa un fattore dominante nel comportamento
adesivo delle cellule che esprime favore rispetto ad una superficie impaccata (liscia).
Rimane pur sempre un comportamento di ricerca del substrato specifico che tiene conto

dellla diminuzione di adesione cellulare osservata nei tempi pit lunghi (72 ore).
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