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Significato fisiopatologico e utilizzo clinico
dell’osteoprotegerina circolante

Andrea Dovio, Valeria Data, Alberto Angeli

Osteoprotegerin (OPG) belongs to the tumor necrosis factor receptor superfamily and acts as a
decoy receptor for the receptor activator of NF-xB ligand (RANKL), preventing its binding to
RANK. Since 1997, the RANKL/RANK/OPG system has been intensively investigated in the fields
of bone, immune and cardiovascular system pathophysiology. Specific anti-OPG antibodies have
been developed, allowing for the measurement of OPG and, more recently, of soluble RANKL in
both physiological and pathological conditions, often yielding unexpected results. When consid-
ering circulating OPG measurements, it should be borne in mind that this receptor is ubiquitously
expressed, and that circulating levels do reflect the production by a number of tissues. Moreover,
strikingly different values of circulating OPG have been reported.

The aim of this paper is to summarize the available data on circulating OPG levels in a number
of conditions; the pathophysiological significance and potential clinical utility will be emphasized.
(Ann Ital Med Int 2004; 19: 8-19)

Key words: Atherosclerosis; Bone metabolic disorders; Bone metastases; Immune system;

Osteoprotegerin; RANKL (receptor activator of nuclear factor-xB ligand).

Introduzione

L’osteoprotegerina (OPG), una glicoproteina apparte-
nente alla “superfamiglia” dei recettori del fattore di ne-
crosi tumorale (TNF), agisce come “falso” recettore di
RANKL (receptor activator of nuclear factor-xB ligand),
impedendone I’interazione con il recettore cellulare RANK.

RANKL/RANK/OPG rappresentano una triade cito-
chinica che dal 1997 ¢ oggetto di un’intensa attivita di ri-
cerca nell’ambito della fisiopatologia del metabolismo
osseo, del sistema immunitario e dell’apparato cardiova-
scolare. La disponibilita di anticorpi specifici ha reso pos-
sibile il dosaggio prima dell’OPG e poi della forma solu-
bile di RANKL (sRANKL) in condizioni fisiologiche e pa-
tologiche, con risultati spesso inattesi. La grande mag-
gioranza degli studi si ¢ concentrata sul ruolo chiave svol-
to da questo sistema nella modulazione del riassorbi-
mento osseo, la cui comprensione ha aperto la strada agli
studi farmacologici; e gia sono stati conclusi, con risultati
incoraggianti, i primi trial clinici che utilizzano a scopo
terapeutico forme ricombinanti di OPG e di RANK.

La letteratura concernente il sistema citochinico RANKL/
RANK/OPG ¢ ormai vastissima, ed ¢ stata oggetto di re-
centi, accurate rassegne. Lo scopo del presente lavoro ¢ of-
frire una sintesi dei dati disponibili concernenti i livelli sie-
rici di OPG in svariate condizioni, con particolare atten-
zione per i loro significati fisiopatologici e, quando pre-
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senti, clinici. La disamina della letteratura sara precedu-
ta da una breve presentazione del sistema citochinico e del-
le problematiche metodologiche del dosaggio.

11 sistema RANKL/RANK/OPG

RANKL ¢ una proteina transmembrana o solubile, pro-
dotta dalle cellule della linea stromale-osteoblastica e dai
linfociti T attivati, che lega il recettore cellulare RANK,
espresso dagli osteoclasti e dai loro precursori, e dalle cel-
lule dendritiche. L’OPG ¢ una molecola solubile, an-
ch’essa prodotta dalle cellule della linea stromale-osteo-
blastica e dai linfociti T attivati, che agisce come “falso”
recettore di RANKL, impedendo cio¢ !’interazione di
RANKL con RANK (Fig. 1).

Nel microambiente osseo il legame di RANKL con
RANK stimola la differenziazione, la fusione, I’ attivazione
e la sopravvivenza degli osteoclasti, con un conseguente
aumento del riassorbimento osseo. OPG, impedendo ta-
le legame, sortisce effetti opposti (Fig. 2). Il bilancio tra
RANKL ed OPG rappresenta il principale determinante
del numero e dell’attivita osteoclastica, e la via finale co-
mune alla maggior parte dei fattori modulanti il riassor-
bimento osseo. L’espressione di RANKL ed OPG da par-
te di cellule stromali-osteoblastiche ¢ sottoposta ad una
complessa modulazione endocrina ed autocrino-paracri-
na, che coinvolge tutti i principali ormoni e mediatori lo-
cali osteotropi; & inoltre bersaglio di numerosi farmaci, tra
cui immunosoppressori e bisfosfonati. Meno nota, e for-
se meno significativa, & la modulazione dell’espressione
di RANK.
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FIGURA 1. Rappresentazione schematica dei domini funziona-
li del sistema receptor activator of nuclear factor-xB ligand/re-
ceptor activator of nuclear factor-xB/osteoprotegerina (RANKL/
RANK/OPG). RANKL esiste in quattro diverse isoforme. Processi
di splicing alternativo danno origine a due forme transmembrana
di tipo 11 (317, illustrata in figura, o 270 aminoacidi) e una for-
ma solubile di 243 aminoacidi. L’altra isoforma solubile deri-
va dal clivaggio proteolitico ad opera di metalloproteasi. RANK
e una glicoproteina transmembrana di tipo 1. Nel dominio ex-
tracellulare sono presenti quattro motivi ricchi in cisteina, che
legano RANKL. OPG ¢ una glicoproteina solubile, che contie-
ne quattro motivi ricchi in cisteina mediante i quali lega RANKL,
due “death domains” e un dominio legante I’eparina. Una for-
ma di membrana é stata descritta su una linea di cellule folli-
colari dendritiche.

Nel contesto del sistema immunitario, 1’interazione
RANKL-RANK promuove la sopravvivenza e la capacita
immunostimolatoria delle cellule dendritiche, e quindi la
proliferazione dei linfociti T. A livello vascolare, infine,
I’OPG ¢ in grado di inibire 1’apoptosi delle cellule endo-
teliali. Il meccanismo responsabile di tale effetto non ¢ an-
cora stato chiarito, ma probabilmente ¢ implicato il TNF-
related apoptosis-inducing ligand, un altro ligando
dell’OPG, anch’esso appartenente alla “superfamiglia”
del TNF. L’OPG ¢ in grado di bloccare il segnale pro-apop-
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FIGURA 2. Meccanismo d’azione del sistema receptor activa-
tor of nuclear factor-kB ligand/receptor activator of nuclear fac-
tor-xB/osteoprotegerina (RANKL/RANK/OPG) nel microam-
biente osseo. L’interazione RANKL-RANK induce la differen-
ziazione, la fusione dei precursori, e I’attivazione e la soprav-
vivenza degli osteoclasti maturi. L’OPG, inibendo tale intera-
zione, sortisce effetti opposti. In condizioni fisiologiche la fon-
te principale di RANKL e verosimilmente costituita dalle cellu-
le della linea stromale-osteoblastica. In condizioni patologiche
assumono un ruolo importante nella produzione di RANKL i
linfociti T attivati, i sinoviociti e le cellule neoplastiche.

totico mediato dal TNF-related apoptosis-inducing li-
gand.

Lo studio dei topi knock-out per le diverse componenti
del sistema ne ha confermato il ruolo chiave a livello os-
seo, del sistema immunitario e dell’apparato cardiovasco-
lare: 1 topi knock-out per RANKL e quelli knock-out per
RANK hanno un fenotipo simile, caratterizzato da osteo-
petrosi con completa assenza di osteoclasti e mancanza di
linfonodi con anomalo sviluppo dei linfociti B e T, men-
tre i topi knock-out per OPG manifestano grave osteopo-
rosi da aumentata osteoclastogenesi e sviluppano calcifi-
cazioni delle pareti arteriose dell’aorta e delle arterie renali.

Per un approfondimento della biologia del sistema
RANKL/ RANK/OPG si rinvia alle recenti rassegne pub-
blicate!-8.

Il dosaggio dell’osteoprotegerina sierica:
considerazioni metodologiche

Osteoprotegerina

Nel considerare i risultati ottenuti con il dosaggio dell’ OPG
sierica, occorre anzitutto ricordare che essendo la sua espres-
sione pressoché ubiquitaria, € non essendo stata riportata 1’esi-
stenza di isoforme diverse, “tessuto-specifiche”, i livelli
circolanti rispecchiano la produzione da parte di numerosi
tessuti, il cui contributo relativo non € noto.
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In secondo luogo, emerge una spiccata discrepanza nei
valori assoluti di OPG circolante riportati, esemplificata
dalla tabella I°-14, in cui sono esposti i diversi livelli sie-
rici di OPG misurati nei soggetti sani utilizzati come con-
trolli in alcuni studi su pazienti oncologici ed endocrino-
logici.

Le discrepanze osservate sono riconducibili anzitutto al-
la diversita dei reagenti utilizzati. L’OPG ¢ attualmente do-
sata con metodica enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), utilizzando come elemento di cattura o un an-
ticorpo monoclonale anti-OPG, o RANKL ricombinante,
mentre I’elemento di rilevamento ¢ un anticorpo (mono-
o policlonale) anti-OPG'5. E stato inoltre descritto un
metodo di immuno-reazione polimerasica a catena spe-
cifico per la forma omodimerica. L’OPG circolante ¢ in-
fatti presente in forma monomerica (> 90% in condizio-
ni fisiologiche) ed in forma omodimerica (< 10%); que-
st’ultima sembra essere la forma piu attival®. Le metodi-
che a tutt’oggi disponibili in commercio utilizzano diverse
coppie di anticorpi anti-OPG. E ovvio che diverse coppie
di anticorpi diretti verso differenti epitopi possono esse-
re responsabili dei diversi valori misurati; in particolare,
I’OPG circolante, oltre che in forma mono- ed omodi-
merica, puo essere sia libera, sia legata a SRANKL; la spe-
cificita delle coppie di anticorpi per le diverse forme non
¢ a tutt’oggi completamente definita. Tuttavia, ¢ interes-
sante notare come risultati grandemente differenti (fino a
tre ordini di grandezza) siano stati ottenuti anche da au-
tori che utilizzano verosimilmente la stessa coppia di an-
ticorpi. Quest’ultima osservazione richiama I’importanza
di una serie di variabili analitiche e pre-analitiche; tra le
prime, ricordiamo in particolare la proteina ed il diluen-
te utilizzati per la preparazione degli standard!”. Per quan-
to concerne le seconde, ¢ dimostrata I’importanza della ti-
pologia del campione, in quanto livelli superiori sono
misurati nel siero rispetto a quelli riscontrati nel plasmal3.

E stato inoltre dimostrato che la conservazione del cam-
pione non separato a temperatura ambiente comporta un
aumento significativo dei livelli successivamente misurati
nel siero; tale aumento puo essere prevenuto mediante re-
frigerazione del campione!8. Altri fattori, quali I’influsso
dell’alimentazione rispetto allo stato di digiuno e 1’even-
tuale esistenza di una variabilita ritmica, non sono stati a
tutt’oggi indagati.

Resta dunque aperto il problema dei valori assoluti,
“reali” dell’OPG circolante. Non ¢ attualmente possibile
escludere che metodiche diverse rilevino forme diverse del-
la molecola, potenzialmente dotate di specifiche attivita
biologiche e significato fisiopatologico. Allo stato attua-
le delle conoscenze, lo studio dell’OPG sierica ¢ quindi
possibile attraverso il confronto tra popolazioni di soggetti
opportunamente selezionati ed il rigoroso controllo delle
condizioni di prelievo e delle metodiche di dosaggio.

Receptor activator of nuclear factor-xB ligand solubile

La forma solubile di RANKL puo derivare o da splicing
alternativo di un comune pre-RNA, o da clivaggio pro-
teolitico della forma di membrana ad opera di metallo-
proteasi, tra cui I’enzima di conversione del TNF-c. La for-
ma di membrana ha, almeno in modelli murini, una mag-
giore attivita biologica rispetto a quella solubile!®. I livelli
circolanti di SRANKL sono attualmente dosati con me-
todica ELISA, utilizzando come elemento di cattura OPG
e come elemento di rilevamento un anticorpo anti-RANKL.
In conseguenza dell’utilizzo di OPG come elemento di cat-
tura, gli ELISA attualmente disponibili misurano solo la
quota libera di SRANKL, ovvero quella non complessa-
ta con OPG, e la sensibilita della metodica € condiziona-
ta dalla concentrazione di OPG del campione. In effetti,
¢ stato suggerito che le differenze nei livelli circolanti di
sRANKL in alcune patologie possano semplicemente ri-
flettere le differenze nei valori di OPG20:21, Del tutto re-

TABELLA 1. Livelli sierici di osteoprotegerina (OPG) in alcune popolazioni di soggetti sani.

Autore N. controlli Eta Sesso OPG ELISA
(anni) (M/F) (pg/mL)

Seidel et al.%, 2001 40 nr* nr* 9000 (5100-130 000)* R&D Systems

Jung et al.10, 2001 36 51.4% 36/0 339+159 Immundiagnostik-Biomedica
Brown et al.!l, 2001 6 32 (23-50) 6/0 22.39 (15.95-57.47)8 R&D Systems
Ueland et al.!2, 2001 59 44 (23-66) 30/29 ~800!! R&D Systems
Lipton et al.!3, 2002 112 40 £ 13.6 40/72 ~170! Amgen

Terpos et al.14, 2003 45 61.5 (34-79) nr 159.6 (155.4-170.8) Immundiagnostik-Biomedica

I dati sono espressi come media + deviazione standard o mediana (range).

nr = non riportato.

* appaiati per sesso ed etd con un gruppo di 225 soggetti con mieloma multiplo (etd media 66.6 + 9.3 anni); T i campioni sono stati diluiti; ¥ media; § i
risultati sono confermati da un secondo dosaggio ELISA in cui I’elemento di cattura usato & il receptor activator of nuclear factor-«kB ligand; ' la me-

diana ¢ stata dedotta dalla figura 1.
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centemente ¢ stata messa a punto una metodica per il do-
saggio di SRANKL totale (libero e complessato)
(Immundiagnostik, http://www.immundiagnostik.com,
ultimo accesso 11 luglio 2003). Pochi studi hanno valu-
tato i livelli sierici di SRANKL (Tab. I1)20.22-28; nei sog-
getti sani essi risultano spesso indosabili.

Studi clinici

Popolazione sana

Diversi studi clinici (il pit recente e piu vasto condot-
to in Austria su 1134 soggetti sani da Kudlacek et al.2%)
hanno valutato i livelli circolanti di OPG in popolazioni
di soggetti sani adulti. Dal confronto emerge anzitutto 1’esi-
stenza di una correlazione positiva tra OPG circolante ed
eta, tanto negli uomini quanto nelle donne30-38. 11 recen-
te dato negativo di Rogers et al.39 ¢ verosimilmente dovuto
al ristretto intervallo di eta della popolazione in studio (56-
91 anni), ed alla maggiore variabilita dei valori circolan-
ti nella popolazione anziana2%-30.36, I.’aumento con I’eta puo
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riflettere un incremento della produzione di OPG nel cor-
so di processi patologici quali osteoporosi ed aterosclerosi,
come pure una ridotta clearance renale.

Dallo studio di Khosla et al.3¢ emerge inoltre che le don-
ne in eta fertile hanno livelli di OPG superiori a quelli di
uomini di pari eta, ma questa differenza si perde nella post-
menopausa; tale differenza non ¢ pero stata riportata da al-
tri gruppi. L’interesse per il ruolo degli ormoni sessuali nel-
la regolazione dei livelli circolanti di OPG ¢ stato ali-
mentato da studi in vitro che hanno dimostrato che gli
estrogeni stimolano, mentre gli androgeni inibiscono
I’espressione osteoblastica di OPG#0-42, ] risultati degli stu-
di clinici sono pero contrastanti (Tab. 111)29:32.35.36.3943 In
popolazioni di donne sane Khosla et al.3¢ non hanno rile-
vato alcuna correlazione tra OPG ed ormoni sessuali,
mentre Kudlacek et al.2% e Indridason et al.32 hanno ri-
portato una correlazione negativa tra OPG ed estradiolo;
in donne in postmenopausa ¢ emersa, invece, una corre-
lazione positiva con estradiolo3!1:3943 ed estrone®3. Nell’uo-
mo Szulc et al.35 hanno riscontrato una correlazione po-

TABELLA II. Livelli sierici di receptor activator of nuclear factor-«B ligand solubile (SRANKL).

Autore Popolazione in studio

Patologia

Livelli di SRANKL Osservazioni

White et al.20, 2002
Nuti et al.22, 2002

1 paziente di 1 anno

14 maschi (range 47-88 anni) e
16 femmine (range 60-90 anni)

Alvarez et al.23, 2003 18 maschi e 13 femmine in

postmenopausa (eta media

Morbo di Paget giovanile
Morbo di Paget dell’osso

Morbo di Paget dell’osso

/N rispetto ai controlli

W rispetto ai controlli
(donne osteoporotiche)

Indosabile in 16/31
pazienti e in 18/39

Nessuna differenza rispetto
ai controlli

62.7 + 2 anni, range 42-86 anni) controlli
Ziolkowska et al.24, 2002 8 maschi e 35 femmine AR /N rispetto ai controlli
(eta media 51.2 + 2.1 anni,
range 25-78 anni)
Geusens et al.25, 2002 119% AR iniziale attiva Pazienti con FR positivo 2 f-BMD,
> pazienti FR negativi A2 uCTX-I/creatinina,
uCTX-II/creatinina,
PCR,VES e DAS
<> danno radiografico,
1-BMD
Schoppet et al.26, 2002 346 maschi Coronaropatia \ rispetto ai soggetti

Hegedus et al.27, 2002

Szalay et al.28, 2003

(eta media 59.7 + 8.8 anni)

12 maschi e 9 femmine
(eta media 30.8 anni,
range 14-46 anni)

41 femmine (eta media 57.1
anni, range 39-75 anni)
16 femmine (eta media 56.5
anni, range 43-83 anni)

Malattia di Wilson

CBP

Epatite C cronica

senza coronaropatia

Nessuna differenza rispetto
ai controlli

WV rispetto ai controlli sani

/N rispetto ai controlli sani
e ai pazienti con CBP

Indosabile in 15/21
pazienti e in

14/20 controlli
Indosabile in 21/41

pazienti
2L ALP

ALP = fosfatasi alcalina; AR = artrite reumatoide; CBP = cirrosi biliare primitiva; DAS = disease activity score; f-BMD = densita minerale ossea fe-
morale; FR = fattore reumatoide; 1-BMD = densita minerale ossea lombare; PCR = proteina C reattiva; uCTX-I = telopeptide C-terminale del collage-
ne di tipo I urinario; uCTX-II = telopeptide C-terminale del collagene di tipo II urinario; VES = velocita di eritrosedimentazione; M = aumentato; ¥ =
diminuito; 27 = correlazione positiva; K = correlazione negativa; €2 = nessuna correlazione.

* la composizione maschi/femmine e 1’eta media non ¢ desumibile dall’abstract.
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TABELLA III. Correlazioni tra osteoprotegerina (OPG) e ormoni sessuali.

Autore

Popolazione in studio

Correlazioni ormoni sessuali e OPG

Arrighi et al.#3, 2000
Indridason et al.32, 2002

Szulc et al.35, 2001

Khosla et al.36, 2002

Rogers et al.3%, 2002

Kudlacek et al.2%, 2003

160 femmine in postmenopausa

209 maschi e 247 femmine (range 40-85 anni)

252 maschi (eta media 56 + 18 anni)

346 maschi (range 23-90 anni) e
304 femmine (range 21-93 anni)

180 femmine in postmenopausa
(eta mediana 66 anni, range 56-91 anni)

447 maschi (eta media 52 + 13.5 anni,
range 24-96 anni) e 687 femmine
(eta media 50 = 21 anni, range 19-94 anni)

AZAE, ed B,

Maschi: 72 SHBG
Femmine: 7K E,

> 40 anni: 272 FTI e FEI
<> T totale e libero, E, e androstenedione

Maschi > 50 anni: K T totale e libero
Maschi: € E, libero
Femmine: <>

AAE,

Maschi: 22 T
Femmine: 2« E,

E, = estrone; E, = estradiolo; FEI = free 17f-estradiol index; FTI = free testosterone index; SHBG = sex hormone binding globulin; T = testosterone;
A7 = correlazione positiva; K = correlazione negativa; €> = nessuna correlazione.

sitiva tra indici di testosterone ed estradiolo liberi ed OPG
nei soggetti > 40 anni, nessuna correlazione invece con il
testosterone, 1’estradiolo e I’androstenedione. Al contra-
rio, Khosla et al.3¢ hanno riportato una correlazione ne-
gativa tra estrogeni (estradiolo libero) ed androgeni (te-
stosterone totale e libero), da una parte, ed OPG, dall’al-
tra. Infine, Kudlacek et al.2® hanno osservato una corre-
lazione positiva con il testosterone.

La conflittualita dei dati puo essere certo imputata alla
diversita nelle metodiche analitiche (dosaggio dell’OPG
e degli steroidi sessuali); tuttavia & importante sottoli-
neare la debolezza delle correlazioni riportate negli stu-
di. E verosimile che azioni diversificate degli ormoni ses-
suali nei differenti tessuti che esprimono OPG ne renda-
no non univoci gli effetti sui livelli circolanti.

Osteopatie metaboliche

In considerazione del ruolo chiave del sistema RANKL/
RANK/OPG nella regolazione dell’osteoclastogenesi, i pri-
mi studi hanno ricercato la presenza di correlazioni tra li-
velli sierici di OPG ed il metabolismo osseo, studiato at-
traverso tecniche densitometriche e marcatori di turnover.

I primi risultati, riportati da Yano et al.30, sono appar-
si paradossali: i livelli sierici di OPG risultavano infatti su-
periori nelle donne osteoporotiche rispetto ad una popo-
lazione di donne di pari eta non osteoporotiche; nel grup-
po delle pazienti osteoporotiche erano inoltre superiori in
quelle con anamnesi positiva per fratture vertebrali non
traumatiche rispetto a quelle senza fratture. Coerentemente
con questi primi risultati, alcuni studi hanno riportato
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nelle donne in postmenopausa una correlazione inversa tra
livelli di OPG e densita minerale ossea (BMD) in diver-
si siti30:34.43; altri, invece, non hanno riscontrato correla-
zioni tra OPG e BMD?36:38. Anche negli uomini ¢ stata ri-
portata o nessuna correlazione?%:35, 0 una debole correla-
zione inversa32.36, Il riscontro di una correlazione inver-
sa ¢ stato concordemente interpretato come espressione di
un meccanismo compensatorio inadeguato, e non ha im-
pedito la realizzazione di un trial clinico in cui la som-
ministrazione sottocutanea di OPG (dose massima 3
mg/kg) in donne in postmenopausa ha determinato una ra-
pida, significativa e prolungata riduzione del riassorbi-
mento osseot4.

Anche i risultati sull’esistenza di correlazioni tra livel-
li di OPG e svariati marcatori del metabolismo osseo so-
no contrastanti, dipendendo dal sesso e dall’eta della po-
polazione in studio, nonché dall’analita considerato; so-
no riassunti nella tabella 1V29.30.32,34-39.43 [ "ipotesi
dell’*“aumento compensatorio” ¢ stata invocata per spie-
gare il frequente riscontro di una correlazione positiva tra
livelli circolanti di OPG e marcatori di riassorbimento.

La discrepanza dei risultati concernenti le correlazioni
tra livelli circolanti di OPG, BMD e marcatori di turnover
puo essere dovuta alla diversita delle popolazioni in stu-
dio e delle metodiche di dosaggio; ma richiama anche la
molteplicita delle sorgenti tissutali dell’OPG circolante.
L’osteoporosi ¢ una condizione caratteristica dell’eta
avanzata, nella quale la compresenza di altre patologie (in
primis 1’ aterosclerosi) puo contribuire a modificare i livelli
di OPG, aumentandone la variabilita e mascherandone la
“quota ossea”.
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Nella malattia di Paget dell’osso Alvarez et al.23 han-
no riscontrato valori di OPG aumentati, senza alcuna cor-
relazione con I’attivita di malattia, e riduzione dei livelli
circolanti di OPG dopo trattamento con tiludronato. Dati
simili sono stati riportati da Nuti et al.22.

Infine, in 2 pazienti affetti da malattia di Paget giova-
nile, una rara malattia ereditaria autosomica recessiva ca-
ratterizzata da aumentato turnover e da deformita ossee,
Whyte et al.20 hanno descritto una delezione in omozigosi
del gene che codifica per I’OPG, identificando cosi la
prima patologia umana da deficit geneticamente deter-
minato di OPG.

I livelli di OPG sono stati misurati in diverse condizioni
associate ad osteoporosi secondaria. Essi sono risultati au-
mentati nei pazienti con insufficienza renale cronica>-47
e correlati con i livelli di creatinina sierica*®. Sono piu al-
ti nei pazienti in dialisi rispetto a quelli in pre-dialisi, e nei
pazienti con osteodistrofia renale di tipo II (turnover nor-
male o basso) rispetto a quelli con tipo III (turnover alto)+7.
L’aumento sembra quindi imputabile anzitutto ad una di-
minuita clearance renale: infatti, benché nulla si sappia,
al momento attuale, del metabolismo dell’OPG, i livelli
sierici, elevati nei pazienti affetti da uremia, si riducono
dopo il trapianto di rene*. Inoltre, & possibile che la dif-
ferenza tra tipo II e tipo III di osteodistrofia sia dovuta
all’effetto inibitorio diretto del paratormone sull’espres-
sione stromale-osteoblastica di OPG.

Livelli circolanti aumentati di OPG sono stati inoltre ri-
portati in pazienti epatopatici (malattia di Wilson, cirro-
si biliare primitiva, cirrosi post-necrotica HCV-correlata);
tuttavia, in tali soggetti non ¢ stata riscontrata alcuna cor-
relazione tra livelli di OPG e BMD?27:28; una correlazione
diretta con osteocalcina e telopeptide C-terminale del col-
lagene di tipo I & stata osservata nella cirrosi biliare pri-
mitiva28, ma non nella malattia di Wilson?’ o nella cirro-
si HCV-correlata?8. L’ interpretazione di questi dati non &
univoca. Oltre all’“ipotesi compensatoria”, la correlazio-
ne riscontrata tra OPG ed aspartato aminotransaminasi nei
pazienti con cirrosi HCV-correlata ha indotto gli autori a
suggerire le cellule responsabili del processo infiamma-
torio a livello epatico come fonte degli aumentati livelli
di OPG28.

Fahrleitner et al.50 hanno studiato il ruolo della terapia
immunosoppressiva sullo sviluppo dell’ osteoporosi post-
trapianto cardiaco in uno studio trasversale ed in uno pro-
spettico. Nei pazienti trapiantati vi ¢ una riduzione signi-
ficativa dei livelli di OPG, che tendono ad essere piu bas-
si in coloro che sono trapiantati da piu tempo. Gli stessi
autori non hanno riportato alcuna significativa alterazio-
ne dei livelli di OPG in un piccolo gruppo di soggetti sot-
toposti a trapianto di fegatoS!.
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Patologie neoplastiche

I livelli circolanti di OPG sono stati studiati anche in pa-
zienti affetti da patologia tumorale, soprattutto in pre-
senza di metastasi scheletriche. E ormai ampiamente ri-
conosciuto che le lesioni ossee siano il risultato dell’al-
terazione dei normali processi di rimodellamento indotta
dalla presenza delle cellule tumorali. I meccanismi con cui
le cellule tumorali alterano tali processi sono probabilmente
almeno in parte specifici per le diverse neoplasie, come
pure diversa ¢ la frequenza di metastatizzazione schele-
trica. Uno sbilanciamento del sistema RANKL/RANK/
OPG ¢ stato invocato nella patogenesi del tumore a cel-
lule giganti dell’osso, dell’osteosarcoma, del mieloma
multiplo, dei carcinomi mammario e prostatico.

Nel caso del mieloma multiplo, una diminuzione dei li-
velli di OPG nel microambiente osseo ¢ indotta dalle pla-
smacellule neoplastiche, che inibiscono I’espressione di
OPG e internalizzano la molecola attraverso il legame
con il sindecano 152. Alla diminuita disponibilita di OPG
si associa un aumento dei livelli locali di RANKL, la cui
espressione da parte di cellule stromali-osteoblastiche e
linfociti T attivati ¢ stimolata dalle plasmacellule tumora-
li. Lo studio dell’espressione di RANKL da parte delle stes-
se cellule neoplastiche ha dato risultati discordanti>3. Nei
pazienti con mieloma multiplo, la riduzione dei livelli cir-
colanti di OPG ¢ stata riportata da diversi autori e rispec-
chierebbe quindi la diminuzione della molecola a livello
del microambiente midollare®13.14, Il mieloma multiplo rap-
presenta quindi il modello di patologia da deficit acquisi-
to di OPG; non stupisce dunque I’interesse per la possibi-
lita di una modulazione farmacologica del sistema in que-
sti pazientis3. Inoltre, il rapporto SRANKL/OPG ¢ stato re-
centissimamente identificato e proposto come nuovo, po-
tente indicatore prognosticol4.

Lipton et al.13, studiando i livelli di OPG in un vasto
gruppo di pazienti con neoplasie solide ed ematologiche,
hanno riscontrato un aumento nei pazienti affetti da car-
cinoma colorettale e pancreatico, in quelli con linfomi
(Hodgkin e non Hodgkin), nei pazienti con metastasi epa-
tiche e dei tessuti molli, ma non in quelli con metastasi os-
see o0 polmonari. L interpretazione di questi dati & anco-
ra incerta.

11 coinvolgimento del sistema RANKL/RANK/OPG ¢
stato studiato anche nei pazienti con carcinoma prostati-
co. Questa neoplasia si associa tipicamente allo sviluppo
di lesioni osteosclerotiche, come risultato di un’aumentata
attivita osteoblastica indotta dalle cellule neoplastiche at-
traverso numerosi fattori54>55. Tuttavia, lo studio dei qua-
dri istomorfometrici e dei marcatori di turnover ha in-
controvertibilmente dimostrato che nelle lesioni osteo-
sclerotiche ¢ presente un aumento dell’attivita osteocla-
stica, che potrebbe rivestire un ruolo nella patogenesi del



dolore osseo e contribuisce a spiegare la dimostrata effi-
cacia terapeutica dei bisfosfonati in questa condizione54.
E stato dimostrato che le cellule di carcinoma prostatico
esprimono sia OPG, sia RANKLS36; tale espressione varia
in diversi modelli, e potrebbe contribuire a spiegarne il di-
verso potenziale osteolitico/osteosclerotico. Il pleiotropi-
smo di questo sistema citochinico, e la sua importanza fi-
siopatologica, si manifestano in modo emblematico in
questa neoplasia, in cui I’OPG ¢ stata dimostrata essere an-
che un fattore di sopravvivenza per le cellule tumorali.
L’espressione di OPG nel microambiente osseo ne fa-
rebbe un “suolo” particolarmente adatto al “seme” delle
cellule prostatiche, contribuendo a spiegarne lo specifico
osteotropismo. Questi risultati costituiscono a tutt’oggi un
importante caveat per 1’uso terapeutico dell’OPG>7. Per
quanto concerne i livelli circolanti, Jung et al.!0 hanno os-
servato che i livelli sierici di OPG dei pazienti con carci-
noma prostatico senza metastasi ossee non differiscono da
quelli dei controlli sani e dei soggetti con ipertrofia pro-
statica benigna, mentre sono aumentati nei pazienti con me-
tastasi ossee. Brown et al.!! inaspettatamente hanno ri-
scontrato valori di OPG piu bassi nei pazienti con carci-
noma prostatico non metastatico rispetto a soggetti con
ipertrofia prostatica benigna. L’interpretazione di queste
divergenze ¢ al momento difficile; occorre sottolineare che,
data la produzione di OPG anche da parte delle cellule neo-
plastiche, i suoi livelli circolanti possono rispecchiare il
processo neoplastico indipendentemente dall’interessa-
mento scheletrico.

Rischio e patologia cardiovascolare

11 ruolo del sistema RANKL/RANK/OPG nella fisio-
patologia della parete vascolare ¢ stato inizialmente sug-
gerito dall’inaspettato riscontro di calcificazioni arterio-
se nei topi knock-out per OPG38-9, ed ¢ attualmente og-
getto di intensa attivita di ricerca. Il ruolo protettivo
dell’OPG, gia evidenziato nei topi knock-out, € stato con-
fermato dalla dimostrazione del suo effetto antiapoptoti-
co sulle cellule endoteliali®0. Analogamente a quanto ve-
rificatosi nel contesto degli studi sul metabolismo osseo,
i risultati degli studi focalizzati sulla correlazione tra OPG
e danno vascolare sono apparsi inizialmente paradossali.
In una popolazione di donne anziane Browner et al.38
hanno riscontrato livelli di OPG aumentati in quelle dia-
betiche, in quelle ipertese e in quelle in terapia ormonale
sostitutiva, ma non nelle fumatrici. Ancora, questo studio
ha riportato un’associazione tra elevati livelli di OPG e
mortalita totale e cardiovascolare, che permaneva signi-
ficativa in un modello multivariato che correggeva per dia-
bete, ipertensione, uso di terapia ormonale sostitutiva e li-
vello di istruzione. E stato quindi ipotizzato che I’au-

15

Andrea Dovio et al.

mento dell’OPG circolante sia espressione di un aumen-
to compensatorio inadeguato dell’OPG a livello vascola-
re, e ne rispecchi il danno. Quest’ultima ipotesi ¢ stata del
tutto recentemente confermata da tre gruppi separati. Jono
et al.6! e Schoppet et al.62 hanno studiato soggetti sotto-
posti a coronarografia per dolore toracico tipico per pa-
tologia coronarica, osservando una correlazione tra i livelli
sierici di OPG e la severita di malattia. Il secondo grup-
po ha inoltre confermato 1’aumento dei livelli di OPG nei
pazienti diabetici, I’assenza di correlazione dell’ OPG cir-
colante con I’indice di massa corporea e con i livelli di co-
lesterolo, ed ha riportato una correlazione positiva con
I’omocisteina e negativa con i trigliceridi. Infine, Knudsen
et al.%3 hanno riscontrato un aumento dei livelli plasma-
tici di OPG in soggetti diabetici con complicanze mi-
croangiopatiche.

Altre patologie

Per quanto attiene alle patologie endocrinologiche,
Ueland et al.!2 non hanno riportato differenze significa-
tive dei livelli di OPG nei pazienti acromegalici e in quel-
li con deficit di ormone della crescita ad insorgenza
nell’eta adulta rispetto ad un gruppo di controllo. Lanzi et
al.%4 hanno osservato un aumento dei livelli plasmatici di
OPG in pazienti adulti con deficit di ormone della crescita
dopo 6 mesi di trattamento sostitutivo.

Ueland et al.!2 hanno riscontrato, nei pazienti con sin-
drome di Cushing, valori aumentati di OPG. In apparen-
te contrasto con quest’ultimo dato, Sasaki et al.#8.%5 han-
no osservato in soggetti con glomerulonefrite trattati con
glicocorticoidi una riduzione dei livelli circolanti di OPG
gia dopo pochi giorni dall’inizio della terapia. Tuttavia,
Valleala et al.%¢ hanno trovato livelli di OPG piu alti in pa-
zienti affetti da artrite reumatoide in trattamento con 5-10
mg/die di prednisone rispetto ai pazienti trattati con bas-
se dosi (< 5 mg/die). Gli studiosi hanno ipotizzato che per
ridurre la produzione di OPG in vivo sia necessaria una do-
se di prednisone di almeno 10 mg/die. Similmente, Masi
et al.%7 hanno riportato livelli di OPG piu alti in pazienti
affetti da artrite giovanile idiopatica trattati con glicocor-
ticoidi rispetto ai non trattati. Una possibile interpretazione
¢ che I’eccesso di glicocorticoidi determini un’iniziale
riduzione dei livelli circolanti come conseguenza della ri-
duzione del numero e dell’attivita degli osteoblasti, non-
ché della specifica inibizione dell’espressione dell’ OPG,
dimostrata in vitro%8-70. Successivamente, I’aumento dei
livelli sierici rispecchierebbe 1’effetto lesivo dell’eccesso
di glicocorticoidi sulla parete vascolare?!-73.

Ueland et al.!2 hanno riportato, inoltre, livelli aumentati
di OPG nei pazienti con infezione da HIV ed in quelli con
immunodeficienza variabile comune.
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I livelli sierici di OPG sono elevati anche nei pazienti
affetti da artrite reumatoide24.06.74, artrite giovanile idio-
patica®’, artrite psoriasica e spondilite anchilosante’>. Per
quanto riguarda I’artrite reumatoide, ¢ stato recentemen-
te dimostrato il ruolo del sistema RANKL/RANK/OPG
nella patogenesi delle erosioni articolari. Queste sono il ri-
sultato di un’aumentata attivita osteoclastica, stimolata da
un eccesso di RANKL espresso da sinoviociti e linfociti
T attivati. Il ruolo di questi ultimi come sorgente di
RANKL e, quindi, come regolatori dell’osteoclastoge-
nesi, ha richiamato I’importanza delle interazioni tra si-
stema immunitario e apparato scheletrico, ed ha indotto al-
cuni autori a coniare il nuovo termine di “osteoimmuno-
logia” per indicare lo studio di tali interazioni. Anche
I"artrite reumatoide rientra cosi tra le patologie in cui po-
trebbe trovare applicazione la modulazione farmacologi-
ca del sistema RANKL/RANK/OPG78.

Per quanto concerne i livelli circolanti di OPG nei pa-
zienti con artrite reumatoide, 1’aumento sembra piu spic-
cato nei pazienti con fattore reumatoide positivo’4; se-
condo altri & limitato ai pazienti con meno di 48 anni24. E
stato riscontrato, inoltre, un aumento di RANKL solubi-
le nei pazienti con artrite reumatoide rispetto al gruppo di
controllo. Il rapporto OPG/sRANKL ¢ simile nei malati e
nei sani. Nessuno studio ha riportato alcuna correlazione
tra la severita della malattia o lo stato inflammatorio ed 1
livelli circolanti di OPG24.66.74, Neanche SRANKL corre-
la con I’attivita di malattia26. In questi pazienti & stata va-
lutata anche I’azione del trattamento con anti-TNF-a. e del-
la terapia ciclica con etidronato sul sistema OPG/RANKL.
Mentre il trattamento con etidronato sembra non avere ef-
fetti sui livelli circolanti di OPG®6, Ziolkowska et al.24 han-
no osservato una riduzione statisticamente significativa dei
livelli di OPG dopo 6 settimane di terapia con infliximab
e la “normalizzazione” dei valori dopo 14-22 settimane.
I pazienti con valori basali di OPG maggiori hanno mo-
strato un decremento pitt importante dopo terapia. Anche
i livelli di SRANKL si riducono in risposta alla terapia e
raggiungono valori anche piu bassi dei controlli dopo 14-
22 settimane. La riduzione dei livelli di OPG ¢ piu evidente
nei pazienti con meno di 48 anni, mentre la riduzione dei
livelli di sSRANKL ¢ pit significativa nel gruppo di pazienti
con piu di 48 anni. Il rapporto OPG/sRANKL, invece, non
mostra variazioni significative.

Conclusioni

La conoscenza del sistema RANKL/RANK/OPG ha
aperto prospettive non meno ampie che inaspettate sul mi-
croambiente osseo e sulla possibilita di modularne i pro-
cessi patologici. E nel fervore delle indagini fisiopatolo-
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giche che si collocano gli studi sui livelli circolanti di OPG
e di SRANKL. In questo ambito di ricerca una prima esi-
genza ¢ rappresentata dalla comprensione e, se possibile,
dal superamento delle attuali, vistose differenze analitiche
in vista di una standardizzazione del dosaggio.

Una seconda necessita ¢ la definizione dei livelli cir-
colanti di OPG nelle eta pediatrica ed adolescenziale in re-
lazione allo sviluppo scheletrico ed alla completa orga-
nogenesi del sistema cardiovascolare.

In terzo luogo, mentre la maggior parte degli studi si ¢
concentrata sulle differenze tra soggetti sani e patologici
in studi trasversali, poco noto ¢ I’andamento dei livelli in
relazione all’attivita di malattia ed alle terapie. Un ambi-
to tutt’affatto particolare ¢ la possibile applicazione del do-
saggio di OPG e di SRANKL circolanti nel monitoraggio
dei trattamenti, attualmente sperimentali, con OPG e
RANK ricombinanti.

Gli iniziali entusiasmi sull’utilizzo dell’OPG circolante
quale indicatore dell’attivita osteoblastica sono oggi mol-
to sopiti. Peraltro, questo interessante analita potrebbe re-
cuperare interesse ed applicabilita clinica nel contesto
dell’evoluzione peggiorativa di numerose patologie che
interessano insieme 0sso € microambiente vascolare.
Sappiamo che una percentuale non indifferente di pazien-
ti con malattie immunomediate esprime un’importante
componente vasculitica e causa gravi danni d’organo in ra-
gione dell’alterato apporto arterioso e/o del danno del mi-
crocircolo. Emblematica in questo senso & I’ artrite reuma-
toide, piu volte citata, per la quale I’'uso sempre pitt ampio
di terapie cosiddette biologiche, sembra richiedere nuovi
strumenti di monitoraggio. Altrettanto emblematica ¢ la scle-
rosi sistemica, per la quale non vi sono oggi studi finaliz-
zati a valutare il binomio osteoporosi-danno vascolare.

Si puo concludere, allo stato attuale delle conoscenze,
che I’applicazione dell’OPG come marker diagnostico ¢
limitata dall’eterogeneita delle sue fonti tissutali, dal suo
coinvolgimento in svariati processi fisiopatologici e dall’as-
senza di isoforme specifiche. Resta invece aperta la pos-
sibilita di un utilizzo dell’OPG come un importante indi-
catore prognostico e strumento di monitoraggio in corso
di follow-up, almeno per quanto attiene alle malattie fi-
no ad ora studiate. I primi incoraggianti dati in questa di-
rezione necessitano perd di conferma in studi prospettici
longitudinali su campioni di numerosita adeguata.

Riassunto

L’osteoprotegerina (OPG), una glicoproteina apparte-
nente alla “superfamiglia” dei recettori del fattore di ne-
crosi tumorale, agisce come “falso” recettore di RANKL
(receptor activator of nuclear factor-xB ligand), impe-
dendone I’interazione con il recettore cellulare RANK.



RANKL/RANK/OPG rappresentano una triade cito-
chinica che dal 1997 ¢ oggetto di un’intensa attivita di ri-
cerca nell’ambito della fisiopatologia del metabolismo
osseo, del sistema immunitario e dell’apparato cardiova-
scolare.

La disponibilita di anticorpi specifici ha reso possibile
il dosaggio prima dell’OPG e poi della forma solubile di
RANKL in condizioni fisiologiche e patologiche, con ri-
sultati spesso inattesi. Nel considerare i risultati ottenuti
con il dosaggio dell’OPG sierica, occorre anzitutto ricor-
dare che essendo la sua espressione pressoché ubiquita-
ria, i livelli circolanti rispecchiano la produzione da par-
te di numerosi tessuti, il cui contributo relativo non € no-
to. In secondo luogo, emerge una spiccata discrepanza nei
valori assoluti di OPG circolante riportati.

Lo scopo del presente lavoro ¢ offrire una sintesi dei da-
ti disponibili concernenti i livelli circolanti di OPG in
svariate condizioni, con particolare attenzione per i loro
significati fisiopatologici e, quando presenti, clinici.

Parole chiave: Aterosclerosi; Metastasi ossee; Osteoprote-
gerina; Osteopatie metaboliche; RANKL (receptor acti-
vator of nuclear factor-kB ligand); Sistema immunitario.
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