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INTRODUZIONE 

 

 

L’osteoporosi è una malattia sistemica dell’apparato scheletrico e rappresenta 

uno dei principali problemi che affligge la salute pubblica mondiale; è una 

condizione cronica caratterizzata da progressiva riduzione della massa ossea, del 

numero e dello spessore delle trabecole ossee, e da progressivo deterioramento 

della microarchitettura del tessuto osseo, con conseguente aumento della 

fragilità e suscettibilità alle fratture, legato prevalentemente all’invecchiamento. 

Secondo l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), l’osteoporosi interessa 

più di 75 milioni di persone negli Stati Uniti, in Europa e in Giappone. In 

particolare, in Italia l’osteoporosi colpisce circa il 23% delle donne oltre i 40 

anni e il 14% degli uomini con più di 60 anni (Lane et al.; 2000).  L’insorgenza 

dell’osteoporosi è associata a diversi fattori di rischio, i quali sono distinti in 

modificabili e non modificabili. I fattori di rischio modificabili sono 

generalmente associati allo stile di vita e alle abitudini nutrizionali; tra questi 

riconosciamo carenza di minerali essenziali, basso peso corporeo, insufficiente 

apporto di calcio e vitamina D, consumo eccessivo di alcool, fumo di sigaretta e 

una inadeguata attività fisica. Tra i fattori non modificabili riconosciamo invece 

l’età, il sesso femminile, la carenza di ormoni estrogeni (per le donne), 

somatotropina, testosterone (sia per i maschi sia per le femmine), fattori genetici 

e familiarità. In particolare, il patrimonio genetico svolge un ruolo determinante, 

in quanto influenza la variabilità interpersonale della massa ossea; la 
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suscettibilità all’osteoporosi è infatti riconducibile alla presenza di diversi 

polimorfismi genetici, tra cui riconosciamo in particolare polimorfismi di geni 

che codificano il collagene tipo 1 (COLIA1), il recettore estrogenico (ER) e 

quello della vitamina D (VDR).  

Oltre ai comuni fattori di rischio sopra elencati, anche alcune patologie e di 

conseguenza le diverse terapie farmacologiche ad esse associate possono 

aumentare il rischio di insorgenza di osteoporosi. Tra queste, vi sono le malattie 

del sistema endocrino, i disturbi digestivi e gastrointestinali, ormonale ed 

alimentari, le malattie autoimmuni e alcuni tumori solidi.  

L’insorgenza di osteoporosi è principalmente dovuta ad uno squilibrio del 

rimodellamento osseo; in condizioni normali infatti l’attività dei due principali 

tipi cellulari, osteoblasti ed osteoclasti, coinvolte nel turnover dell’osso è 

bilanciata, mentre in condizioni patologiche l’attività degli osteoclasti 

predomina su quella degli osteoblasti, con conseguente aumento di 

riassorbimento osseo. 

Il tessuto osseo è un tessuto connettivo dinamico che svolge un ruolo di sostegno 

e un ruolo protettivo per gli organi vitali; è costituito da una parte organica e da 

una inorganica; la prima è composta dalle cellule proprie del tessuto, ovvero 

cellule osteoprogenitrici, osteoblasti, osteoclasti ed osteociti, dispersi in 

un’abbondante matrice extracellulare. Quest’ultima a sua volta è formata da una 

sostanza amorfa, molto ridotta e di natura proteoglicana, e da fibre collagene di 

tipo 1, che fungono da supporto per la sedimentazione di sali durante il processo 

di mineralizzazione. La parte inorganica è costituita da numerosi sali minerali 
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come i fosfati di calcio e magnesio e i citrati di Na, Mn, K e conferiscono alle 

ossa la caratteristica durezza.  

 

Rimodellamento osseo 

 

Il tessuto osseo va incontro ad un processo fisiologico necessario per mantenere 

la corretta integrità scheletrica e l’omeostasi minerale che prende il nome di 

rimodellamento osseo; le principali cellule coinvolte i questo processo sono gli 

osteoblasti, responsabili della deposizione di nuova matrice ossea, e gli 

osteoclasti, responsabili del riassorbimento osseo (Raggatt et al., 2010). Gli 

osteoclasti sono cellule mieloidi, appartenenti alla linea dei monociti-macrofagi, 

presenti in cavità all’interno della superficie ossea, conosciute come Lacune di 

Howship; si tratta di cellule multinucleate con aspetto schiumoso caratterizzate 

dalla presenza nella porzione basale di estroflessioni ed increspature, dalla 

presenza di numerosi mitocondri e polisomi e dall’espressione della fosfatasi 

acida e del recettore della calcitonina (Hofbauer et al., 2000). La cellula 

progenitrice del monocita-macrofago, in risposta all’osteoprotegerina (OPG), si 

fonde con altre di queste cellule svolgendo la loro funzione principale, ovvero 

rimuovere la matrice ossea. Il riassorbimento osseo si svolge essenzialmente in 

due fasi: demineralizzazione e proteolisi della matrice. La prima è dovuta 

all’abbassamento del pH a seguito del rilascio di ioni H+, mentre la proteolisi 

della matrice demineralizzata è effettuata da idrolisi lisosomiali e 

metalloproteinasi che dissolvono il contenuto minerale e gli enzimi della matrice 

organica. Il differenziamento delle cellule mieloidi in osteoclasti richiede 
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l’espressione di diversi fattori di trascrizione, come il fattore di trascrizione ETS 

PU.1, essenziale per lo sviluppo degli osteoclasti e di altre cellule mieloidi 

mature. È stato infatti dimostrato che topi knock out per il gene che codifica per 

PU.1 non riescono a sviluppare osteoclasti e macrofagi (Tondravi et al., 1997). 

Anche il fattore di trascrizione AP-1 c-Fos è essenziale per l’osteoclastogenesi; 

infatti topi knock out per il gene che codifica per c-Fos mostrano un aumento 

della densità ossea, causata da un difetto dello sviluppo o della funzione degli 

osteoclasti (Grigoriadis et al., 1994). Anche i fattori di trascrizione MITF 

(fattore di trascrizione associato alla microftalmia) e NFATc1 (fattore nucleare 

dei linfociti T attivati, citoplasmatico 1) sono necessari per la formazione degli 

osteoclasti e stimolano l'espressione dei geni necessari per la funzione degli 

osteoclasti, come la fosfatasi acida tartrato-resistente (Luchin et al., 2000) la 

catepsina K e il recettore della calcitonina (Hu, et al., 2007). 

 

Osteoblastogenesi  

 

Gli osteoblasti si sviluppano da cellule staminali mesenchimali pluripotenti, 

derivanti da cellule progenitrici della cresta neurale e mesodermale, le quali 

possono differenziarsi in adipociti, miociti, condrociti e osteoblasti; si tratta di 

cellule con intensa attività osteogenetica in quanto producono i costituenti 

organici della matrice ossea e regolano la deposizione dei componenti 

inorganici. Il differenziamento delle cellule progenitrici in osteoblasti è regolato 

da diversi fattori di trascrizione, tra cui riconosciamo le BMPs (bone 
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morphogenetic proteins) e RUNX-2 (runt-related transcription factor 2) 

(Franceschi et al., 2003). 

Le Bone Morphogenetic proteins appartengono alla superfamiglia del fattore di 

crescita transformante beta (TGF) e sono conosciute per la loro capacità di 

indurre in vivo la formazione di osso ectopico (Urist et al., 1971). Vengono 

sintetizzate nel citoplasma come precursori dimerici con un peptide segnale 

all’estremità N-terminale (Harrison et al., 2011; Wang et al., 2014) e poi secrete 

(Sauermann et al., 1993), mentre la porzione C-terminale sarà quella in grado di 

permettere il legame al loro recettore (Wang et al., 2014). Le BMPs svolgono la 

loro attività attraverso la stimolazione di due tipi di pathways, canonico e non 

canonico; la via canonica viene stimolata in seguito al legame della BMP con il 

suo recettore di membrana, i quali formano un complesso eterotetramerico 

formato da un dimero di recettori di tipo I e un dimero di recettori di tipo II della 

famiglia di recettori serina/treonina chinasi (Heldin et al., 1997; Wang et al., 

2014). Il recettore di tipo II, costitutivamente attivo, fosforila il recettore di tipo 

I attivandolo, il quale a sua volta fosforila le proteine substrato note come R-

Smads (Horbelt et al., 2012; Wang et al., 2014). Quest’ultime si associano a dei 

co-mediatori (co-Smad) formando un complesso che trasloca nel nucleo e, 

insieme ad altri coattivatori e corepressori, agisce da fattore di trascrizione 

regolando l’espressione di geni essenziali per il processo di osteoblastogenesi, 

come per esempio RUNX-2 (Heldin et al., 2012; Wang et al., 2014). Ad oggi si 

riconoscono più di 15 proteine BMP e, tra le diverse isoforme, le BMP-2, 4, 5, 

6 e 7 sono principalmente coinvolte nel metabolismo osseo e la loro stimolazione 

scatena una cascata di eventi implicati nel processo di osteogenesi: chemotassi, 
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proliferazione e differenziamento delle cellule mesenchimali e controllo della 

sintesi di matrice extracellulare. In particolare, BMP6 è in grado di modulare 

l’espressione di tutti i marker osteogenetici nelle MSC; inoltre è stato 

recentemente dimostrato che la somministrazione della forma ricombinante 

umana della BMP-6 è in grado di indurre l’osteogenesi in topi e ratti che 

mostrano una condizione simil-osteoporotica e di stimolare il differenziamento 

di osteoblasti umani e murini incrementando i livelli di IGF-1 e EGF, le cui 

pathway attivate sembrano indurre il differenziamento delle cellule staminali 

mesenchimali contribuendo agli effetti anabolici di BMP6 sull’osso in vivo 

(Grasser et al., 2007). 

Alcune BMP invece possono inibire la formazione ossea, ad esempio, BMP3 è 

un regolatore negativo della densità ossea e BMP13 è un forte inibitore della 

formazione ossea (Daluiski et al., 2001; Shen et al., 2009; Wang et al., 2014). 

RUNX2 appartiene alla famiglia dei fattori di trascrizione con dominio di 

omologia Runt, di cui fanno parte anche RUNX-1, 2 e 3 e svolge un ruolo chiave 

nel differenziamento degli osteoblasti, per la produzione di matrice e per la sua 

mineralizzazione, e nella morfogenesi scheletrica; è stato infatti dimostrato che 

topi knock out per il gene che codifica per questo fattore di trascrizione non 

presentano osteoblasti (Ducy et al., 1997).  

RUNX2 è up-regolato negli osteoblasti immaturi e down-regolato negli 

osteoblasti maturi (Komori et al., 2017). RUNX-1, 2 e 3 presentano in dominio 

di legame con il DNA, chiamato Runt Domain (Karsenty, 2000). Durante il 

processo di formazione di nuova matrice, l’espressione di RUNX-2 aumenta 

(Komori et al., 2008) e la sua attività risulta essere influenzata dall’interazione 
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con proteine regolatrici del differenziamento osteoblastico, Sp7/Osterix, e con 

alcune proteine del segnale Wnt (Lef/Tcf) (Gaur et al., 2005; Kahler et al., 

2003; Reinhold et al., 2007). Questa interazione blocca il differenziamento delle 

cellule progenitrici in adipociti e condrociti, favorendo invece il loro 

differenziamento in osteoblasti; RUNX-2, attivato in seguito alla sua 

fosforilazione da parte di una MAPK (mitogen-activated protein kinase) e della 

proteina chinasi A (PKA), può regolare positivamente o negativamente la 

trascrizione dei geni coinvolti nel processo di formazione ossea; ad esempio la 

sua interazione con molecole tipo HES, p300, CBP agiscono da repressori 

impedendo il legame di Runx2 al DNA alterandone la struttura e/o bloccandone 

l’interazione con i coattivatori (Lian et al., 2003). Al contrario, grazie alla 

presenza di un sito di legame specifico presente negli osteoblasti, chiamato cis-

acting element (OSE2) e situato nel promotore di diversi geni specifici 

dell’osteoblasto (Ducy et al., 1997; Liu et al., 2012), RUNX-2 regola 

positivamente la trascrizione di Collagene di tipo 1, fosfatasi alcalina ossea, 

osteocalcina, RANKL, sclerostina e DMP1 (dentin matrix protein 1) (Lian et al., 

2006) essenziali per l’osteoblastogenesi.  

In seguito all’espressione di RUNX-2 e Collagene di tipo I, le cellule progenitrici 

degli osteoblasti proliferano in pre-osteoblasti, i quali cominceranno a depositare 

nuova matrice ossea formata da fibre collagene disposte in modo non 

organizzato e lasso con un basso grado di mineralizzazione; inoltre queste cellule 

subiscono cambiamenti morfologici, diventando grandi cellule cuboidi con un 

nucleo basale rotondo, altamente positive per l'attività della bone ALP e molto 

attive nella secrezione delle proteine della matrice ossea (Capulli et al., 2014). 
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Il passaggio successivo prevede il differenziamento dei pre-osteoblasti in 

osteoblasti maturi con successiva deposizione di matrice costituita da collagene 

le cui fibre sono disposte in modo regolare e fitto con alto grado di 

mineralizzazione. Durante questo processo, i livelli di espressione di RUNX-2 

si abbassano mentre vengono prodotte molecole in grado di regolare la 

mineralizzazione della matrice come l'osteocalcina, l'osteopontina e 

l'ostenectina, il RANKL, necessario per la differenziazione degli osteoclasti, 

nonché il recettore per il PTH (PTHR1) (Bonewald, 2006).  

Gli osteoblasti maturi rimangono quindi "intrappolati” nella matrice ossea 

appena depositata e mineralizzata, subendo modifiche morfologiche: il corpo 

cellulare si riduce di dimensioni e da esso iniziano a emergere processi 

citoplasmatici, il numero di organelli diminuisce mentre il rapporto tra nucleo e 

citoplasma aumenta (Hancox et al., 1965). Gli osteoblasti maturi si differenziano 

cosi in osteociti maturi; durante questo differenziamento si ha una 

downregolazione dei geni precedentemente stimolati, come collagene di tipo I, 

bone ALP e osteocalcina, mentre l’espressione dei geni target degli osteociti, 

come la proteina dentinematrix 1 (DMP1) e la sclerostina, risulta aumentata. Gli 

osteociti sono cellule quiescenti e rappresentano circa il 90-95% di tutte le 

cellule del tessuto osseo maturo (Bonewald, 2007); queste cellule presentano 

prolungamenti dendritici che attraversano i canalicoli della matrice 

mineralizzata permettendo le interazioni con altri osteociti, all’interno dell’osso 

mineralizzato, e con le cellule di rivestimento osseo sulla superficie ossea e con 

quelle del midollo osseo (Kamioka, et al., 2001).  



 
 
 
 

 11 

Il ruolo principale degli osteociti è quello di fungere da meccano sensori: sono 

infatti coinvolti nella traduzione di stimoli meccanici in segnali biochimici. In 

seguito ad un maggiore carico meccanico, gli osteociti stimolano indirettamente 

la neoformazione ossea attraverso la riduzione dell’espressione di sclerostina. 

Inoltre, gli osteociti sono coinvolti nell’omeostasi minerale, poiche’ secernono 

il phosphate regulator Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23), il quale riduce i 

livelli serici di fosfato inibendo il riassorbimento dello stesso a livello renale e 

l’attivazione della vitamina D (Chen et al., 2015); infine producono fattori 

osteoclastogenici come il come il fattore 1 stimolante le colonie dei macrofagi 

(CSF-1) e il ligando del recettore di NF-κB (RANKL) per indurre il 

rimodellamento osseo (Schett et al., 2009). A seguito della mechanosensation e 

della sua successiva conversione in segnale chimico, gli osteociti regolano la 

formazione ossea e il riassorbimento osseo, agendo sulla differenziazione e sulla 

funzione degli osteoblasti e degli osteoclasti. Nonostante siano necessari 

ulteriori studi per comprendere il cross-talk tra osteoblasto-osteocita, il 

principale marker secreto dagli osteociti che regola la formazione ossea è 

sicuramente il gene SOST, che codifica per la sclerostina; si tratta di una 

glicoproteina che inibisce il differenziamento e la funzione degli osteoblasti, 

antagonizzando alcune proteine della famiglia delle BMPs (Bellido et al., 2005). 

Numerose evidenze scientifiche hanno dimostrato che la sclerostina regola 

negativamente l’attività degli osteoblasti; infatti è stato osservato che topi knock 

out per il gene SOST mostrano una massa ossea elevata e un’aumentata 

resistenza ossea (Li et al., 2008); mentre topi transgenici che mostrano una 
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overespressione del gene SOST mostravano una ridotta massa ossea (Rhee  et 

al., 2011).  

 

Osteoclastogenesi 

 

Il corretto equilibrio tra formazione e riassorbimento osseo è regolato non solo 

da fattori sistemici, ma anche da connessioni tra osteoblasti e osteoclasti; diversi 

studi hanno infatti evidenziato che gli osteoblasti, in seguito ad una stimolazione 

di tipo paracrino, sono in grado di attivare il differenziamento del precursore 

monocita-macrofago in osteoclasto grazie alla secrezione del fattore stimolante 

la linea cellulare dei macrofagi (M-CSF). Si tratta di una glicoproteina 

transmembrana che regola specificamente la sopravvivenza, la proliferazione e 

la differenziazione delle cellule della linea dei monocitici-macrofagi attraverso 

un recettore della superficie cellulare selettivamente espresso su questi tipi di 

cellule, c-fms. L'M-CSF viene rilasciato dagli osteoblasti e dalle cellule 

progenitrici del midollo osseo, si lega al suo recettore c-fms sui pre-osteoclasti 

attivando una cascata intracellulare e promuovendo cosi il differenziamento e la 

proliferazione dei precursori in osteoclasti maturi. Un effetto omologo viene 

esercitato sui macrofagi dalla via di segnale RANKL/RANK, basata su 

un’interazione osteoblasti-preosteoclasti. RANKL, membro della superfamiglia 

11 del ligando del fattore di necrosi tumorale, è una proteina di membrana 

omotrimerica di tipo II espressa sulla superficie delle cellule stromali, monociti, 

cellule T e B attivate, osteociti e precursori degli osteoblasti che formano l'osso, 

e può essere rilasciata dalle cellule per proteolisi da una delle numerose proteasi 
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extracellulari (Hikita et al., 2006; Lynch et al., 2005; Nagy et al., 2015); una 

volta secreta si lega al suo recettore RANK espresso sulla superficie dei 

precursori degli osteoclasti. Il legame RANKL/RANK attiva la fusione e il 

differenziamento dei preosteoclasti in osteoclasti maturi; in particolare, il 

recettore RANK va incontro ad un fenomeno di oligomerizzazione che causa il 

reclutamento di numerose molecole, tra cui il fattore TRAF6 (fattore 6 associato 

al recettore TNF). L’interazione tra recettore e TRAF6 causa la fosforilazione, 

su residui di tirosina, della molecola adattatrice Grb2, che a sua volta attiva 

diverse molecole di segnale che presentano domini di omologia Scr2 (Boyce et 

al., 2007; Wada et al., 2005). Questa proteina attiva la MAPK che induce la 

traslocazione nucleare del fattore di trascrizione NF-B che innesca 

l’upregolazione di c-Fos; quest’ultimo si lega a NFATc1 in un complesso 

regolato da ioni calcio promuovendo il differenziamento dei preosteoclasti in 

osteoclasti maturi (Nagy et al., 2015; Yavropoulou et al., 2008). TRAF6 può 

anche formare un complesso con c-Src, attivando la serina/treonina chinasi anti-

apoptotica Akt, con conseguente fosforilazione e inibizione della proteina pro-

apoptotica Bad (Nagy et al., 2015; Wong et al., 1999). RANKL, quindi, avvia la 

riorganizzazione citoscheletrica e la polarizzazione cellulare degli osteoblasti 

maturi per attivare la loro attività di riassorbimento osseo (Nagy et al., 2015; 

Yavropoulou et al., 2008).  
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Molecole regolatrici del rimodellamento osseo 

 

Un’altra molecola in grado di regolare il rimodellamento osseo è 

l’osteoprotegerina (OPG), chiamato anche membro della superfamiglia 11B del 

recettore del fattore di necrosi tumorale (TNFRSF11B); si tratta di un recettore 

delle citochine solubili appartenente alla famiglia del TNF (Belibasakis et al., 

2012) e prodotta da osteoblasti, fibroblasti e molti altri tipi di cellule. L’OPG, 

come suggerisce il nome stesso, protegge l’osso dal riassorbimento sia 

fisiologico che patologico poiché fungendo da recettore esca naturale, si lega a 

RANKL evitando la sua interazione con RANK ed inibendo di conseguenza 

l’osteoclastogenesi. Pertanto, il differenziamento e la proliferazione degli 

osteoclasti si basa su un corretto equilibrio tra RANKL/OPG, fattori prodotti 

entrambi dagli osteoblasti. 

Anche diverse citochine proinfiammatorie possono influenzare il riassorbimento 

osseo (Graves et al., 2011) attraverso la stimolazione della produzione di 

RANKL. Tra queste citochine riconosciamo il TNF-α prodotto principalmente 

dai macrofagi attivati, ma anche da altri tipi di cellule come le cellule T attivate, 

i leucociti polimorfonucleati, le cellule epiteliali, le cellule endoteliali, i 

fibroblasti e le cellule di rivestimento osseo, inclusi gli osteoblasti. Il TNF-α 

upregola l’espressione di c-Fos, recettore di M-CSF e induce i precursori degli 

osteoclasti e le cellule stromali del midollo a produrre citochine 

osteoclastogeniche, come IL-1, RANKL e M-CSF. Inoltre numerosi studi 

dimostrano che il TNF-α è in grado di regolare il rimodellamento osseo inibendo 

anche l’attività degli osteoblasti attraverso la regolazione di RUNX2 che causa 
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una riduzione nel reclutare i precursori degli osteoblasti (Karmakar et al., 2010). 

Anche le interleuchine 1 e 6 sembrano essere coinvolte nel processo di 

riassorbimento osseo; in particolare, la prima è in grado di stimolare la 

produzione di altre citochine e prostaglandine che possono a loro volta indurre 

l'espressione di RANKL nonché la produzione di enzimi degradativi, mentre 

l’IL-6 stimola il riassorbimento osseo migliorando la formazione di osteoclasti 

attraverso un meccanismo dipendente da RANKL (Palmqvist et al., 2002). 

 Tra gli altri fattori paracrini, sempre prodotti dagli osteoblasti e che regolano 

positivamente l’osteoclastogenesi, riconosciamo la proteina correlata all’ormone 

para-tiroideo (PTHrP), il cui recettore è espresso su entrambe le superfici 

cellulari di osteoblasti ed osteoclasti. Il PTH è un ormone prodotto dalle 

ghiandole paratiroidi ed agisce in maniera diretta sugli osteoblasti e indiretta 

sugli osteociti aumentando la mobilitazione ossea di calcio; in particolare, il 

legame del PTH con il suo recettore stimola la sintesi del fattore M-CSF a livello 

degli osteoclasti, e la produzione di RANKL, a livello degli osteoblasti. Inoltre 

il PTH riduce la secrezione di OPG (Boyce et al., 2005; Glass et al., 2005). 

Processo importante della regolazione del rimodellamento osseo sembra essere 

anche l’apoptosi degli osteociti; questo processo infatti potrebbe stimolare le 

cellule vicine, osteociti e osteoblasti, variando l’espressione dei geni pro e anti-

osteoclastogenici. In particolare l’apoptosi degli osteociti potrebbe stimolare gli 

osteoblasti ma anche gli stessi osteociti a produrre e secernere RANKL 

(Nakashima et al., 2011). Inoltre, anche gli osteociti esprimono sulla superficie 

cellulare il recettore per il PTH e la sua attivazione potrebbe regolare il 

riassorbimento osseo; è stato infatti dimostrato in topi transgenici che 



 
 
 
 

 16 

l’attivazione di questo recettore a livello degli osteociti è associato ad un 

aumento di RANKL (Bellido et al., 2012) mentre una ridotta densità ossea, 

durante la fase di allattamento, è causata da un aumento di espressione del 

PTHrP e del recettore ad esso associato (O'Brien et al., 2008). Numerosi studi 

hanno infatti dimostrato che gli osteociti presenti in animali durante la fase di 

allattamento mostrano un’elevata espressione di geni tipicamente espressi dagli 

osteoclasti e necessari alla loro funzione di riassorbimento, come la fosfatasi 

acida tartrato-resistente (TRAP) e la catepsina k, dimostrando che probabilmente 

gli osteociti promuovono il riassorbimento della matrice mineralizzata mediante 

meccanismi molecolari simili a quelli innescati dagli osteoclasti (Qing et al., 

2012). Infine, numerose evidenze indicano che gli osteociti potrebbero produrre 

OPG e il fattore M-CSF, dimostrando quindi che gli osteociti svolgono un ruolo 

chiave nel processo di riassorbimento osseo in quanto sono in grado di 

controllare e regolare in maniera diretta o indiretta il differenziamento e la 

funzione degli osteoclasti in condizioni fisiologiche e patologiche.  

 

Wnt/β-catenin signaling pathway 

 

Un’altra via di segnale essenziale per l’osteogenesi è la via Wnt/β-catenin, 

coinvolta anche in numerosi processi biologici tra cui lo sviluppo embrionale, la 

tumorigenesi (Chen et al., 2009), la promozione di eventi mitotici e la 

differenziazione di alcune linee cellulari, e il rinnovamento di molti tessuti, tra 

cui l’osso. Le Wnts appartengono ad una famiglia di glicoproteine di segnale, 

ricche in cisteina, che svolgono un ruolo essenziale nella regolazione di 
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numerosi processi biologici quali il controllo della proliferazione cellulare e 

della sopravvivenza cellulare. La regolazione di questi processi avviene grazie 

al legame dei ligandi di Wnt con i loro recettori Frizzled (FZD) e i corecettori 

delle lipoproteine a bassa densità LDL-related protein (LRP) 5/6; quest’ultimi 

sono recettori della membrana plasmatica conservati coinvolti in numerosi 

processi, tra cui il metabolismo dei lipidi, il trasporto del carico e la segnalazione 

cellulare. I recettori Frizzled sono proteine a sette domini transmembrana 

altamente versatili che contribuiscono all'attivazione dei diversi pathways di 

Wnt grazie alla loro interazioni con la fosfoproteina citoplasmatica Dishevelled 

(Dsh); riconosciamo infatti la via canonica (β-catenin dipendente) e la via non 

canonica (Planar Cell Polarity e Wnt/Ca2+ pathways, calcio dipendente) (Liu et 

al., 2009). Nella prima via, in assenza del legame tra Wnt e il suo recettore, la 

proteina β-catenina risulta legata con le proteine Axin 1 e 2, la poliposi 

poliposica adenomatosa (APC), caseina chinasi (CK1) e glicogeno sintasi 

chinasi 3 (GSK3) in un complesso citoplasmatico; quest’ultimo fosforila i 

residui amino-terminali di serina e treonina della β-catenina ed il complesso 

viene riconosciuto da Trcp, una subunità della E3 ubiquitina ligasi, che porterà 

all’ubiquitinazione e degradazione del complesso a livello del proteasoma (He 

et al., 2004), prevenendo così la traslocazione della β -catenina nel nucleo e 

quindi l’espressione dei geni tramite i fattori di trascrizione T cell/lymphoid 

enhancer (TCF/LEF). Invece, quando Wnt lega il suo recettore transmembrana 

Frizzled ed i suoi corecettori LDL-related protein (LRP) 5/6, si forma il 

complesso Wnt/Fz/LRP5-6 che richiama la proteina scaffold Dsh; si ha così la 

fosforilazione di LRP5/6 da parte della GSK3 del complesso con l’axina a livello 
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del recettore, l’inibizione della fosforilazione della β -catenina, che risulta quindi 

stabile, e il suo accumulo al livello citoplasmatico. La β-catenina trasloca quindi 

nel nucleo, si lega con TCF/LEF ed attiva l’espressione genica dei target di Wnt 

(Bryan T., et al.). La via canonica risulta essere quindi principalmente coinvolta 

nel processo di deposizione di nuova matrice ossea; infatti, viene espressa in 

tutte le cellule della linea osteoblastica, promuove la differenziazione dei 

precursori mesenchimali in osteoblasti a discapito dell'adipogenesi (Bodine et 

al., 2006), migliora la sopravvivenza degli osteoblasti e degli osteociti in vitro 

ed è stato dimostrato essere coinvolta anche nella meccanotrasduzione, 

guarigione delle fratture e maturazione degli osteoclasti (Robinson et al., 2006). 

Il pathway Wnt/β-catenina può anche influenzare il processo di riassorbimento 

osseo, poiché attraverso l’upregolazione di OPG e la downregolazione di 

RANKL negli osteoblasti ed osteociti riduce l’osteoclastogenesi (Takahashi et 

al., 2011) 

Le vie non canoniche di Wnt sono β-catenina-indipendenti, sono meno 

conosciute rispetto alla via canonica e vengono suddivise in due diversi 

pathways: la Planar Cell Polarity pathway e Wnt/Ca2+ pathway. In quest’ultima 

via, il complesso Wnt/Fz/LRP5-6 recluta oltre alla proteina Dsh anche una 

proteina G, le quali attivano la fosfolipasi C (PLC) promuovendo così il rilascio 

intracellulare di Calcio; l’aumento di Calcio intracellulare attiva secondi 

messaggeri come la protein chinasi C (PKC), la chinasi calcio-calmodulina-

dipendente II (CamKII) o la calcineurina fosfatasi calcio-dipendente (CaN) 

(Ahumada et al., 2002; Kohn and Moon 2005; Kuhl et al., 2000; Lien WH. et 

al., 2014; Ma and Wang 2007; Sheldahl et al., 2003); in particolare, il CaN 
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attivato defosforila NFAT, che può quindi entrare nel nucleo e attivare i suoi 

geni bersaglio (Lien et al., 2014; Mikels et al.,2006; Murphy et al., 2002), mentre 

PKC attiva la GTPase Cdc42 che a sua volta può prendere parte nel percorso di 

polarità delle cellule planari (PCP), che può essere co-regolata dalle proteine 

Rho e Rac le quali sono attivate nella segnalazione non canonica Wnt/JNK. 

Questa via usa un circuito Ror2- dipendente per attivare effettori a valle 

dell’attivazione della AP-1 (proteina appartenente ad una famiglia di fattori di 

trascrizione) (Lien et al., 2014; Oishi et al., 2003; Schambony et al., 2007).  

Oltre a fattori coadiuvanti, la via di segnale Wnt/ β-catenin può essere inibita da 

diversi fattori, come le proteine Dickkopf-related protein 1 (DKK1) e la 

sclerostina; entrambi sono prodotti dagli osteociti e inibiscono la formazione 

dell’osso, limitano anche la sua riparazione grazie alla soppressione della via 

WNT/β-catenin (Liu et al., 2018). La sclerostina agisce come un’antagonista di 

Wnt e, legandosi al corecettore Lrp5/6 (Li et al., 2012), blocca gli effetti di 

trasduzione del segnale a valle e inibisce la proliferazione e la differenziazione 

degli osteoblasti mentre aumenta la loro apoptosi (Takahashi et al., 2011). I 

soggetti che presentano mutazioni del gene che codifica per la sclerostina 

mostrano elevati livelli di massa ossea e vanno incontro alle cosiddette patologie 

sclerosanti (sclerosteosi e malattia di Vam Buchem); un’aumentata espressione 

di sclerostina causa invece perdita ossea e riduzione della resistenza alle fratture. 

Come già evidenziato, i livelli di espressione di sclerostina da parte degli 

osteociti possono ridursi in condizioni di ipercortisolismo (Van Lierop et al., 

2012), in risposta al carico meccanico, al trattamento con PTH (Keller et al., 

2005). In particolare con l’avanzare dell’età, una riduzione nella massa ossea 
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risulta essere associata all’immobilizzazione e ad un aumento dell’espressione 

della sclerostina.  

Dkk1 è una glicoproteina espressa dagli osteoblasti e dagli osteociti maturi e, 

come la sclerostina, antagonizza la via di segnale Wnt/Bcatenin legando e 

sequestrando i corecettori Lrp5/6. Questa proteina presenta affinità verso le 

proteine Kremen 1/2 (Krm 1/2), che collaborano per bloccare il pathway di Wnt 

(Nakamura et al., 2008), ed è stato inoltre dimostrato che Dkk1 potrebbe inibire 

la via canonica di Wnt anche grazie all’aumento di espressione di octamer-

binding transcription factor 4 (Ou et al., 2016). È stato inoltre evidenziato che, 

a differenza della sclerostina, il trattamento con il PTH non regola negativamente 

i livelli di espressione di Dkk1. 

 

Osteoporosi indotta da glucocorticoidi 

 

La regolazione delle interazioni tra i diversi tipi cellulari che costituiscono il 

tessuto osseo e le proteine, citochine e fattori di crescita finora discussi 

garantisce il corretto equilibrio del processo di rimodellamento osseo in 

condizioni fisiologiche, ma che risulta alterato, a favore del riassorbimento 

osseo, in condizioni patologiche di osteoporosi. L’osteoporosi può essere 

classificata in primitiva o secondaria; del primo tipo fanno parte l’osteoporosi 

idiopatica, osteoporosi di tipo I o post-menopausale, osteoporosi di tipo II o 

senile. Quest’ultima è causata da una ridotta produzione di vitamina D da parte 

dell’organismo e/o da un ridotto assorbimento di calcio a livello intestinale. Le 

osteoporosi secondarie derivano invece da condizioni patologiche quali malattie 
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endocrine-metaboliche, malattie neoplastiche, iperparatiroidismo, 

ipercorticosurrenalismo, malattie congenite o dall’utilizzo di farmaci 

osteopenizzanti come cortisonici (Khosla et al., 2018). In particolare, 

quest’ultimo rappresenta la forma più comune di osteoporosi secondaria, in 

quanto i glucocorticoidi sono usati cronicamente per il trattamento di numerose 

condizioni patologiche (Mudano et al., 2001); si stima, infatti, che nel 30-50% 

dei pazienti sottoposti a terapia cronica con GC a lungo termine, si verifica una 

perdita ossea rilevante e 1 su 4 sviluppa anche un certo grado di osteonecrosi 

(Reid, 1997). Un aumento del rischio di frattura risulta essere l’evento avverso 

più grave associato all’uso cronico di glucocorticoidi e sembra essere influenzato 

dal dosaggio e dalla durata del trattamento: più lungo e più intenso è il 

trattamento, maggiore è il rischio di frattura (Amiche et al., 2018). In generale, 

la terapia con GC è responsabile della perdita ossea tramite diversi meccanismi 

che causano essenzialmente una diminuzione della formazione ossea e un 

aumento del riassorbimento osseo.  

A livello molecolare, i glucocorticoidi influenzano direttamente il metabolismo 

osseo inibendo la trascrizione dei geni coinvolti nel processo di deposizione di 

nuova matrice ossea attraverso due vie principali: la prima prevede l’aumento di 

espressione del recettore gamma 2 attivato dal proliferatore del perossisoma 

(PPARγ2) che favorisce la differenziazione delle cellule progenitrici pluripotenti 

in adipociti rispetto agli osteoblasti, con conseguente diminuzione del numero 

di osteoblasti (Wu et al., 1996); la seconda invece è dovuta all’inibizione della 

via canonica di Wnt/β-catenin (Ohnaka et al., 2005). Nello specifico, i 

glucocorticoidi aumentano i livelli di espressione degli antagonisti di Wnt, 
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sclerostina e Dkk1, con conseguente riduzione del differenziamento e della 

proliferazione dei precursori degli osteoblasti in osteoblasti maturi e 

incrementata apoptosi di osteoblasti ed osteociti (Hayashi et al., 2009). 

l’importanza della sclerostina nella modulazione di questi processi biologici è 

dimostrata da diversi studi in cui topi che non esprimono la sclerostina mostrano 

un’integrità ossea mantenuta anche in presenza di glucocorticoidi (Sato et al., 

2016). I glucocorticoidi regolano in maniera diretta anche il processo di 

riassorbimento osseo attraverso vari meccanismi molecolari: aumentando la 

produzione di fattore stimolante le colonie di macrofagi (M-CSF) e di RANKL, 

riducono la produzione di OPG da parte degli osteoblasti ed osteociti, con 

conseguente aumento sia del numero che dell’attività degli osteoclasti (Swanson 

et al., 2006) e stimolano la secrezione di IL-6, citochina che stimola 

l’osteoclastogenesi (Dovio et al., 2006). I glucocorticoidi inoltre possono anche 

influenzare negativamente la vitalità e l’attività degli osteociti, con conseguente 

riduzione della microarchitettura ossea (Chappard et al., 1996). 

I glucocorticoidi hanno anche un effetto negativo sulla forza muscolare, con 

conseguente aumento del rischio di caduta e quindi di frattura (Sato et al., 2017), 

ed effetti sistemici sul metabolismo osseo, in particolare sull’omeostasi del 

calcio. Infatti, si ha un ridotto assorbimento a livello intestinale e una maggiore 

perdita di calcio nelle urine a causa di un metabolismo difettoso della vitamina 

D3 (Patschan et al., 2001); queste condizioni causano un iperparatiroidismo 

secondario che, a sua volta, produce un aumento del riassorbimento osseo 

(McIlwain, 2003).  
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Terapie farmacologiche  

 

Ad oggi, per prevenire e curare l’osteoporosi indotta da glucocorticoidi (GIO) la 

FDA (Food and Drug Administration) ha approvato diversi farmaci: bifosfonati 

antiriassorbitivi (alendronato, risedronato e zoledronato), denosumab e per le 

donne gli estrogeni (terapia ormonale sostitutiva), i modulatori selettivi dei 

recettori per gli estrogeni (approvati in Italia Raloxifene e Bazedoxifene) e 

l'ormone paratiroideo ricombinante, teriparatide. Nonostante vi siano numerosi 

farmaci attualmente approvati e commercializzati per l'osteoporosi, la maggior 

parte di essi ha come effetto la riduzione della perdita di osso (bifosfonati, 

estrogeni, SERMs, calcitonina e anticorpi monoclonali come il denosumab), 

solo poche molecole hanno come effetto la formazione di nuova matrice ossea 

(frammenti ricombinanti del paratormone e ranelato di stronzio). Questi farmaci 

presentano però delle limitazioni d'uso ed effetti collaterali che spesso causano 

l'interruzione della terapia da parte dei pazienti. Per esempio, i bifosfonati sono 

farmaci relativamente sicuri e ben tollerati ma possono agire sinergicamente con 

i glucocorticoidi inducendo l’osteonecrosi della mandibola (Rutkowski,, 2011). 

Il denosumab è un anticorpo monoclonale umanizzato che agisce formando degli 

immunocomplessi con il RANKL; possiede un profilo di sicurezza simile ai 

bisfosfonati, ma è stato evidenziato che l’interruzione del trattamento potrebbe 

causare un aumento delle fratture vertebrali (Anastasilakis et al., 2017). Il 

teriparatide è un polipeptide sintentico ricombinante dell’ormone umano 

paratiroideo utilizzato ad intermittenza e non per lunghi periodi (Rossini et al., 

2013) e presenta molti problemi di compliance (Bultink, et al., 2013). Inoltre 
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considerato che l'osteoporosi è una patologia che può svilupparsi anche in 

seguito a trattamenti farmacologici cronici di ampio utilizzo (terapia steroidea o 

con ormoni tiroidei) appare evidente come sia necessario identificare nuove 

molecole in grado di promuovere la formazione dell'osso e possibilmente prive, 

o quasi, di effetti collaterali o interazioni con altri farmaci. 

Diverse ricerche hanno dimostrato che l’adenosina è un importante regolatore 

del rimodellamento osseo (Mediero et al., 2013; He et al., 2013). L’adenosina, 

generata dal catabolismo dei nucleotidi dell’adenina e rilasciata nei siti di lesione 

ed ipossia, modula diversi processi biologici tramite il legame con specifici 

recettori espressi sulla superficie cellulare, ovvero i recettori dell’adenosina 

suddivisi in A1, A2A, A2B, A3 (A1R, A2AR, A2BR, A3R rispettivamente), 

ciascuno dei quali presenta un profilo farmacologico unico (Fredholm et al., 

2011). Questi recettori appartengono ad una famiglia di recettori accoppiati a 

proteine G, sono espressi in diversi tessuti e tipi cellulare e svolgono un ruolo 

fondamentale in processi come l'embriogenesi, la differenziazione cellulare e il 

rimodellamento dei tessuti. Tra le diverse isoforme, è stato dimostrato che i 

recettori A1 e A2A agiscono come regolatori positivi del rimodellamento osseo 

(Mediero et al., 2015). Nello specifico, il recettore A1 svolge un ruolo 

fondamentale per la differenziazione e la funzione degli osteoclasti; studi in vitro 

hanno infatti dimostrato che il blocco o la delezione del recettore A1 sopprime 

l’espressione di RANKL (Kara et al., 2010). Invece, l’attivazione del recettore 

A2A inibisce la differenziazione e la funzione degli osteoclasti in vitro tramite 

l’inibizione PKA-dipendente della traslocazione nucleare NF-κB (Mediero et 

al., 2013); inoltre la stimolazione di questo recettore causa un aumento dei livelli 
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di OPG e della secrezione di IL-10, una potente citochina antinfiammatoria, una 

riduzione dei livelli di RANKL, M-CSF, IL-1β e TNF-α (Mediero et al., 2012) 

e infine promuove la proliferazione delle cellule staminali mesenchimali del 

midollo osseo, risultando la sua espressione upregolata nelle fasi tardive di 

differenziamento degli osteoblasti (Gharibi et al., 2011). Di conseguenza, gli 

agonisti del recettore A2A potrebbero essere utili nel trattamento 

dell’osteoporosi o dei meccanismi che portano all’insorgenza di questa 

patologia.  

 

Polideossiribonucleotide 

 

Il PDRN, o polideossiribonucleotide, è un frammento di Dna a basso peso 

molecolare che possiede numerose attività: riparazione dei tessuti, effetti anti 

ischemici e anti-infiammatori (Baek et al., 2018). Attualmente è impiegato per 

il trattamento di lesioni cutanee nell’ambito della medicina rigenerativa, di 

lesioni del connettivo in patologie distrofiche e distrofico-ulcerative come il 

piede diabetico (Squadrito et al., 2017). Dal punto di vista chimico, il PDRN è 

un polianione lineare di desossiribonucleotidi con legami fosfodiestere in cui le 

unità monomeriche sono rappresentate da nucleotidi purinici e pirimidinici. 

Queste catene polimeriche sono accoppiate per formare una struttura sterica 

definita come una doppia elica (Tonello et al., 1996). L'unità monomerica della 

catena polideossiribonucleotidica è il desossiribonucleotide di peso molecolare 

fra 50 e 1500 KDa; la frazione più rappresentata è fra 80 e 132 KDa 

corrispondenti ad un range da 50 a 2000 paia di basi. Il PDRN viene estratto 
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dallo sperma di trota (Oncorhynchus mykiss) e salmone (Oncorhynchus keta) 

(Bitto et al., 2008) attraverso processi di estrazione con procedure di 

purificazione e sterilizzazione ad alta temperatura per ottenere un principio 

attivo puro> 95%, senza proteine e peptidi farmacologicamente attivi (Bianchini 

et al., 1981); una volta internalizzato, il PDRN viene degradato dagli enzimi di 

membrana attivi e funge cosi da fonte di deossinucleosidi purinici e pirimidinici 

e desossiribonucleotidi, aumentando la proliferazione cellulare e l'attività in 

diversi tessuti (Bitto et al., 2008): questo processo prende il nome di “salvage 

pathway” (Sini et al., 1999). In alcuni particolari condizioni di stress, per 

esempio in seguito a danneggiamento del tessuto, le cellule utilizzano nucleosidi 

provenienti da DNA o RNA frammentato per ricostituire nucleotidi utilizzabili 

nella sintesi del DNA. Il PDRN protegge le cellule dal danneggiamento indotto 

dagli UV, infatti, in fibroblasti irradiati provoca l’attivazione di p53 e migliora 

la riparazione del DNA innescando il salvage pathway (Belletti et al., 2007).  

Il principale meccanismo d’azione del PDRN è però rappresentato dalla sua 

interazione con il recettore A2A, coinvolto in diversi processi biologici, come la 

crescita cellulare, l’angiogenesi e l’infiammazione (Jacobson et al., 2009; 

Linden et al., 2005). In particolare, è stato dimostrato che il PDRN sia in grado 

di incrementare i livelli di VEGF e angiopoietina-1 (Thellung et al., 2017; Bitto 

et al., 2013; Galeano et al., 2008), contestualmente mantiene il controllo della 

proliferazione cellulare e previene una esagerata iperproliferazione (Altavilla et 

al., 2009). Clinicamente è impiegato per migliorare la riepitelizzazione della 

cute come nelle ferite nei pazienti diabetici o in caso di bruciature (Bitto et al., 

2008; Galeano et al 2008). Il farmaco riesce ad aumentare anche la 
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proliferazione dei pre-adipociti (Raposio et al., 2008) ed ha anche effetti anti 

infiammatori, è quindi impiegato per migliorare i segni clinici dell’artrite 

riducendo i valori ematici di molte citochine infiammatorie e incrementando 

l’espressione di quelle antifiammatorie come IL-10 (Bitto et al., 2008). Nella 

rigenerazione del tessuto osseo, il PDRN gioca un importante ruolo come 

stimolatore della crescita degli osteoblasti, per la formazione di osso e la 

riduzione del tempo impiegato per la riparazione del tessuto osseo (Bowler et 

al., 2001; Guizzardi et al., 2003). Il PDRN è anche candidato come terapia per 

la rigenerazione della cartilagine considerando gli effetti testati sulla linea 

primaria di condrociti (Gennero et al., 2013). Altre conferme derivano da studi 

sperimentali eseguiti su osteoblasti che hanno messo in evidenza gli effetti 

osteogenici del PDRN e quindi la possibilità di utilizzarlo sui pazienti affetti da 

difetti ossei (Buffoli et al., 2017), valutando come geni target RUNX2, OCG3, 

OPN. 

 

Delivery syistem: Acido ialuronico 

 

Per migliorare la farmacocinetica e il delivery e ridurre gli effetti indesiderati dei 

diversi farmaci utilizzati nel trattamento dell’osteoporosi, vengono utilizzati 

diversi sistemi che prevedono l’associazione dei diversi farmaci con molecole 

attive, come l’acido ialuronico, e molecole non attive, come per esempio il 

polietilenglicole (PEG). Ad esempio, alcuni studi hanno dimostrato che 

l’alendronato coniugato con il PEG inibisce efficacemente la riduzione della 

cartilagine di accrescimento nell’osso di ratti osteoporotici, riducendo inoltre gli 
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effetti collaterali dell'alendronato sul rivestimento mucoso e gastrico (Hughes et 

al., 1994). In altri studi invece, per migliorare il rilascio intradermico, viene 

utilizzato l’alendronato in associazione con acido ialuronico sotto forma di gel 

per migliorare il processo di guarigione delle ferite e nella rigenerazione ossea 

(Makvandi, et al., 2020).  

L’acido ialuronico (HA) è un polisaccaride lineare appartenente alla classe dei 

glicosaminoglicani, costituito da ripetizioni di acido D-glucuronico e di unità 

disaccaridiche di N-acetil-D-glucosamina legate da legami glicosidici β (1,4) e 

β (1,3), rispettivamente, e massa molecolare nell'intervallo da 104 a 107 Da. 

L’HA è espresso in tutti i tessuti maturi poiché rappresenta un componente 

essenziale delle matrici extracellulari (ECM) e si trova in molte parti del corpo 

umano, come le cavità sinoviali, gli occhi, il cordone ombelicale e i tessuti 

connettivi; è importante per lo sviluppo e la riparazione dei tessuti, regola il 

contenuto di acqua e il traffico molecolare formando un gel con proprietà 

viscoelastiche specifiche e svolge un ruolo chiave anche nell’omeostasi dei 

tessuti. L’HA viene sintetizzato da ialuronasi sintasi, enzimi di membrana che 

producono il polimero estrudendo la catena attraverso le membrane cellulari e 

consentendo così una crescita del polimero che raggiunge i 1000-10.000 kDa 

(Guizzardi et al., 2013); l’HA mostra un’elevata affinità per il recettore di 

differenziazione CD44 presente sulla superficie di molte cellule; l’interazione 

HA-CD44 richiama le ialuronidasi che degradano l’HA, consentendo il suo 

ingresso all’interno delle cellule (Harada et al., 2007). Si riconoscono due tipi 

di HA che differiscono tra di loro per il diverso peso molecolare, alto peso 

molecolare (HMWHA> 500 kDa) e basso peso molecolare (LMWHA< 500kDa) 
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e per le funzioni biologiche; infatti LMWHA è coinvolto nella risposta 

infiammatoria poiché agisce come molecola di segnale stimolando la produzione 

di molte citochine, come l’IL-8 (Bai et al., 2005), mentre HMWHA è coinvolto 

nel mantenimento dell’integrità strutturale della ECM. 

L'HA svolge un ruolo importante nel tessuto osseo poichè interagisce con le 

cellule coinvolte nel metabolismo osseo (monociti, fibroblasti, osteoblasti, 

osteoclasti, osteociti) e con le proteine (fattori di crescita, collagene tipo I, 

collagene tipo V, fibronectina, calcitonina), stimolando la migrazione cellulare, 

l'adesione, la proliferazione e la differenziazione delle cellule mesenchimali 

indifferenziate in cellule osteoblastiche (Dechert et al., 2006; Kim et al., 2007; 

Pasquinelli et al., 2008) e l'adesione degli osteoclasti alla superficie ossea 

(Prince et al., 2004). Inoltre, materiali a base di HA sono stati utilizzati in diversi 

modelli animali da soli o associati a scaffold, promuovendo e/o migliorando la 

formazione ossea (Mendes et al., 2008; Suzuki et al., 2014). L'elevata capacità 

di HA di trattenere l'acqua e l'elevata viscoelasticità, insieme alla sua 

biocompatibilità, biodegradabilità e non immunogenicità, gli conferiscono un 

profilo unico tra i materiali biologici e lo rendono adatto a varie applicazioni 

mediche e farmaceutiche.  

Lo scopo del nostro studio è stato quello di valutare gli effetti del PDRN, 

agonista del recettore A2A, sul processo di formazione di nuova matrice ossea 

attraverso la stimolazione del pathway di Wnt/β-catenina. 
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MATERIALI E METODI 

 

Processo di estrazione e purificazione del PDRN 

 

Il processo di estrazione dei polinucleotidi avviene a partire dalle gonadi di trote 

(Oncorhynchus mykiss) maschi provenienti da allevamenti italiani; una volta 

recuperato, lo sperma di trota viene sottoposto ad un trattamento iniziale, 

suddiviso in diverse fasi: lisi enzimatica di almeno 12 ore con papaina, 

frammentazione parziale delle catene di DNA e depurinazione del DNA. La lisi 

enzimatica viene catalizzata dalla papaina; questo enzima è in grado di 

idrolizzare i legami ammidici convertendo le proteine a catena lunga in peptidi 

e successivamente in amminoacidi; inoltre, rispetto ad altre proteasi, presenta 

una buona attività idrolitica contro un'ampia gamma di substrati proteici. Una 

volta avvenuta la lisi enzimatica si ha la frammentazione parziale delle catene di 

DNA necessaria per ridurne i pesi molecolari; in particolare, in questa fase viene 

utilizzata una molecola chimica in grado di aumentare la produzione dei radicali 

liberi dell’ossigeno (ROS) che a loro volta causano specifici danni sulle catene 

del DNA andando in contro a frammentazione. Infine, si ha la fase di 

depurinazione che causa la perdita di una base azotata purinica, adenina o 

guanina, in seguito alla rottura di un legame glicosidico che lega il 1’-C del 

deossiribosio e la posizione 9 dell’anello purinico; ciò porta alla formazione di 

un sito apurinico (AP) su un’elica del DNA in cui è presente un gruppo ossidrile 

al posto della purina eliminata in posizione 1’ del deossiribosio del DNA. La 

reazione viene indotta mediante l’utilizzo di un acido ed è responsabile della 
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perdita dell’informazione genetica. Tutte le fasi sono condotte all’interno di un 

reattore termostatato ad una temperatura di 40-50°C e pH vicino alla neutralità, 

ottenendo un composto ricco in polinucleotidi. Il composto ottenuto è stato 

quindi sottoposto ad una fase sterilizzazione all’interno di un reattore 

termostatato; questo passaggio prevede l’utilizzo di elevate temperature (100°C) 

e bassa acidità (pH >4,5), avviene in condizioni di anaerobiosi ed è necessario 

per disattivare le proteine presenti. Successivamente il composto va incontro ad 

una fase di filtraggio mediante un filtro a pressa in grado di trattenere le proteine 

disattivate, mediante la lisi enzimatica, durante la fase precedente. Il prodotto 

filtrato viene poi sottoposto ad una sterilizzazione chimica con idrossido di 

sodio, sostanza basica in grado di disattivare i prioni in grado di resistere alla lisi 

enzimatica con papaina e alla successiva filtrazione. Si tratta di agenti infettivi 

di natura proteica in grado di causare diverse patologie; nello specifico sono 

isomeri che differiscono dalle glicoproteine normalmente espresse solamente 

per un’alterazione conformazionale, ed essendo delle proteine, sono prive di 

acido nucleico e quindi del materiale genetico. La sterilizzazione chimica 

avviene sempre all’interno di un reattore termostatato ad elevate temperature e 

in condizioni di pH basico, ottenendo cosi un comporto ricco di soli 

polinucleotidi. Il prodotto filtrato ottenuto viene quindi precipitato mediante 

l’aggiunta di benzoalconio cloruro, una miscela di sali di ammonio quaternario, 

e nuovamente filtrato mediante un filtro a sacco per permettere la separazione 

dell’ammonio dai polinucleotidi; questi ultimi sono poi essiccati mediante un 

essiccatore a letto fluido a tamburo e sottoposti a granulazione mediante un 
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granulatore umido oscillante in grado di granulare i materiali velocemente e con 

standard elevati di consistenza ed omogeneità.  

 

Coniugazione del PDRN con Acido Ialuronico 

 

Il composto ricco in polinucleotidi è stato coniugato con HA ad alto e basso peso 

molecolare. Per l’HMWHA, 400 mg di HA di peso molecolare medio 150 000 

Da è stato sciolto in 40 mL di acqua deionizzata. 

A causa della sua elevata solubilità in acqua e della rapida degradazione nel 

corpo umano, l’HA a basso ed alto peso molecolare viene coniugato al 

polietilenglicole (PEG), un polietere solubile e biocompatibile, mediante un 

processo di fotopolimerizzazione. Questa coniugazione è necessaria per 

aumentare il tempo di circolazione, inibire la degradazione enzimatica e 

migliorare la solubilità dell’HA. Il complesso HA/PEG viene a sua volta 

coniugato con il composto ricco in polinucleotidi e sottoposto a prove di 

permeabilità di membrana, solubilità e stabilità al fine di ottenere la 

formulazione da utilizzare nei successivi studi in vitro e in vivo.  

Alla soluzione di HA è stato aggiunto un legante a base di diidrazide 1 (35,7 mg, 

0,15 mmol) che permette la coniugazione con i polideossiribonucleotidi; la 

miscela è stata posta in agitazione overnight e l’indomani sono state valutati il 

grado di coniugazione, la viscosità, la densità e la stabilità della miscela ottenuta. 

L'HA ad alto peso molecolare (H-HA) è stato sintetizzato in modo analogo a 

partire da 400 mg di HA di MW medio 150 000 Da. 
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Colture cellulari di osteoblasti primari 

 

Per questo esperimento, le colture primarie cellulari di osteoblasti sono state 

allestite utilizzando cellule prelevate dalle ossa lunghe di topi di sesso maschile 

del ceppo C57BL/6 (Harlan, Italia) di circa quattro settimane, stabulati in 

condizioni di luce e temperatura controllate e con acqua e cibo ad libitum, in 

accordo con le linee guida istituzionali. Per il prelievo delle ossa lunghe gli 

animali sono stati sacrificati, le zampe sono state disarticolate e prelevate a 

partire dalla testa del femore fino alla caviglia e dalla testa dell’omero alla 

attaccatura della zampa. Dopo essere state ripulite dal tessuto circostante le ossa 

sono state mantenute in PBS sterile, le epifisi sono state rimosse e il midollo 

osseo è stato eliminato attraverso un flushing con DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium, Life Technologies) e antibiotico (1% Pen/strep, Life 

Technologies). Le diafisi sono state tagliate in pezzi di circa 1-2mm, lavate 

diverse volte con PBS sterile e incubate a 37°C in agitazione per tre ore in una 

soluzione contenente DMEM  addizionato a penicillina 10U/ml e streptomicina 

10 mg/ml e 2 mg/ml di collagenasi, per rimuovere i residui tissutali. Al termine 

delle tre ore le ossa sono state trasferite in piastre di coltura con DMEM 

addizionato a siero fetale bovino (FBS, Life Technologies) al 10%, pen/strep e 

acido ascorbico 0,1mg/ml per promuovere la migrazione degli osteoblasti. Le 

cellule sono state mantenute in condizioni standard (37°C, pressione parziale di 

CO2 pari al 5%), il terreno è stato sostituito ogni 48 ore mentre le ossa sono state 

rimosse dalla piastra di coltura dopo 7 giorni. La migrazione cellulare è stata 
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osservata dopo circa 2 giorni e le cellule sono state trattate dopo aver raggiunto 

la confluenza. 

 

Colture cellulari di bone marrow cells 

 

Le bone marrow cells sono state isolate dal midollo osseo di topi di sesso 

maschile del ceppo C57BL/6 (Harlan, Italia) di circa quattro settimane. In 

particolare, una volta prelevate le ossa lunghe, il midollo osseo è stato recuperato 

mediante flushing con DMEM e antibiotico (Pen/strep 1%) e posto in piastra di 

coltura per 3 giorni, al termine dei quali le cellule aderenti sono state scartate 

mentre quelle aderenti sono state mantenute fino al raggiungimento della 

confluenza. Le cellule sono state lavate diverse volte con PBS, riseminate in 

piastre di coltura ad una densità di 1 × 105 cellule/cm2 e differenziate in 

osteoblasti utilizzando un terreno “osteogenico” composto da α-MEM 

addizionato ad 1 μM di desametasone, 50 μg/ml di acido ascorbico e 10 mM di 

β-glicerofosfato. Le cellule sono state trattate al termine dei 10 giorni di 

differenziamento. 

 

Colture cellulari di osteoclasti primari 

 

Per l’isolamento degli osteoclasti primari, il midollo osseo è stato recuperato 

mediante flushing con α-MEM, posto in piastra di coltura ed incubato overnight 

in α-MEM contenente il 10% di siero bovino fetale e l'1% di pen/strep per 

ottenere una sospensione monocellulare. La mattina seguente, le cellule 
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mononucleate non aderenti sono state recuperate, seminate in piastra di coltura 

e coltivate per 48 ore con α-MEM addizionato con 30 ng/ml di M-CSF (fattore 

stimolante le colonie macrofagi) umano ricombinante; le cellule in questa fase 

sono state considerate macrofagi del midollo osseo M-CSF-dipendenti (BMM) 

e utilizzate come precursori degli osteoclasti. La differenziazione in osteoclasti 

è stata ottenuta coltivando le cellule BMM con il terreno “osteoclastogenico” 

contenente α-MEM addizionato con M-CSF umano (30 ng/ml) e RANKL 

umano ricombinante (30 ng/ml) per 7 giorni, al termine dei quali le cellule sono 

state sottoposte a trattamento. 

 

Colture cellulari di MLO-A5 cell line 

 

In questo studio sono state utilizzate le cellule MLO-A5 (Kerafast), post-

osteoblasti/pre-osteociti murini che esprimono geni normalmente espressi dagli 

osteoblasti maturi come fosfatasi alcalina, recettori PTH di tipo 1 e osteocalcina.  

Le cellule MLO-A5 sono state seminate in piastra di coltura collagen coated ad 

una densità di 3.5 x 104/cm2 e mantenute in un terrendo di proliferazione 

composto da α-MEM addizionato con il 10% di FBS, pen/strep, 2 mM di L-

glutammina e 10 mM di HEPES. Una volta raggiunta la confluenza, il terreno di 

proliferazione è stato sostituito con un terreno di differenziamento costituito da 

α-MEM addizionato con il 10% di FBS, pen/strep, 100 μg/ml di acido ascorbico 

e 4 mM di β-glicerolo fosfato. Il terreno di differenziamento è stato cambiato 

ogni 2-3 giorni e mantenuto fino a 7-9 giorni, necessari affinchè le cellule 

producano una matrice mineralizzata costituita da fibre collagene e che 
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assumano una tipica conformazione a nido d’ape. Al termine dei 9 giorni di 

differenziamento, le cellule sono state sottoposte ai vari trattamenti. 

 

Trattamenti  

 

Le cellule sono state trattate secondo il seguente schema: controllo (nessun 

trattamento), solo desametasone alla concentrazione di 1µM per 24 ore per 

indurre una condizione simil-osteoporotica; desametasone (1µM per 24h) e 

PDRN alla dose di 0,5, 1 e 2 µM per altre 24h; desametasone più PDRN (0,5, 1 

e 2 µM) più HMWHA (20 mg/ml); desametasone più PDRN (0,5, 1 e 2 µM) più 

LMWHA (20 mg/ml); desametasone più PDRN (0,5, 1 e 2 µM) e ZM241385, 

inibitore selettivo del recettore A2A, alla concentrazione di 1µM per 24h. 

 

Determinazione della citotossicità mediante analisi MTT 

 

Per valutare la citotossicità del PDRN è stata effettuata un’analisi basata sulla 

determinazione della vitalità cellulare. 

L’MTT è un colorante tetrazolo([tetrazolico)] di colore giallo che viene ridotto 

a formazano di colore viola nelle cellule vitali; subito dopo la reazione 

enzimatica, viene aggiunta una soluzione di solubilizzazione (solitamente 

dimetilsolfossido) in modo da dissolvere il formazano insolubile prodotto nella 

soluzione colorata. L’assorbanza della soluzione colorata può essere quantificata 

tramite misurazione spettrofotometrica, ad una lunghezza d’onda normalmente 

compresa tra i 500 e i 600 nm. La riduzione dell’MTT dipende dall’attività 
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metabolica cellulare che a sua volta dipende dal flusso di NAD(P)H. Cellule che 

hanno un metabolismo lento riducono minime quantità di MTT; al contrario, 

cellule in rapida divisione, e quindi con un metabolismo veloce, esibiscono un 

alto livello di riduzione dell’MTT. 

Le cellule sono state trattate con desametasone (1 uM) da solo o in associazione 

con il PDRN (0,5, 1 e 2 uM); PDRN (0,5, 1 e 2 uM) più HMWHA; PDRN (0,5, 

1 e 2 uM) più LMWHA per 24 ore in modo da determinare l’effetto citotossico. 

5 mg/ml di colorante tetrazolio MTT bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (Sigma Aldrich, Milano, Italia) disciolto in PBS filtrato e sterile 

è stato aggiunto all’interno dei pozzetti (20 µl/pozzetto) 5 ore prima del termine 

del trattamento e la piastra è stata poi nuovamente incubata a 37C°; al termine 

delle 24h di trattamento è stato rimosso il mezzo di coltura e sono stati aggiunti 

200 µl/pozzetto di dimetilsolfossido (DMSO) per sciogliere i cristalli insolubili 

di formazano; a questo punto, è stata valutata l’assorbanza alle lunghezze d’onda 

di 540 e 620 nm. La differenza tra i valori delle due assorbanze è stata utilizzata 

per calcolare il valore medio per ogni replicato e inoltre per valutare la 

citotossicità. Tutte le dosi sono state testate in quadruplicato in ogni piastra e 

l’esperimento è stato ripetuto cinque volte ed i risultati espressi come 

percentuale di vitalità. 

 

  



 
 
 
 

 38 

Estrazione del RNA 

 

Una volta terminati i trattamenti con il PDRN, le cellule sono state recuperate 

mediante la procedura di tripsinizzazione; il processo prevede l’eliminazione del 

terreno di coltura, due lavaggi in PBS (tampone fosfato salino) sterile per 

eliminare ogni traccia di FBS e l’aggiunta di tripsina 0,25 % (1X Gibco by Life 

Technologies), lasciandola agire per 5 minuti a 37C° in incubatore. Al termine 

dell’incubazione è stata aggiunta una quantità idonea di terreno (pari al doppio 

della tripsina utilizzata), necessaria per bloccare l’azione della tripsina che 

altrimenti risulterebbe tossica per le cellule, e la sospensione cellulare è stata 

centrifugata a 1200 rpm per 5 minuti. Eliminato il surnatante, il pellet cellulare 

ottenuto è stato risospeso in 0,5 mL di TRIzol (TRIzol® reagent, Invitrogen) e 

l’RNA è stato estratto secondo un protocollo standard. L’analisi quantitativa e 

qualitativa degli estratti è stata effettuata rispettivamente attraverso 

quantificazione al Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA) e 

mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio. 

 

Retrotrascrizione e Real-Time PCR 

 

1ug di RNA totale estratto è stato retro-trascritto usando il kit Super-Script IV 

Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific e random primers secondo il 

protocollo standard). 1ul di cDNA ottenuto è stato usato per quantificare 

l’espressione dei geni coinvolti nel processo di rimodellamento osseo attraverso 

Real Time PCR, utilizzando la β-actina come controllo endogeno per consentire 
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una quantificazione relativa. La RTqPCR è stata eseguita in triplicato in piastre 

da 96 pozzetti utilizzando miscele di Fast Plus EvaGreen Master Mix, primers 

disegnati mediante l’impiego del Software Primer3 Plus (tabella 1). La 

progressione della RTqPCR è stata monitorata con lo strumento QuantStudio 6 

Flex (Applied Biosystem) e i prodotti amplificati sono stati quantificati 

misurando il ciclo soglia (CT) dei geni target e la β-actina. Dopo la 

normalizzazione, il valore medio dei controlli è stato utilizzato come calibratore 

e i risultati sono stati espressi secondo il metodo 2⁻ᵟᵟᶜᵗ rispetto alla media dei 

controlli.  

 

Valutazione dell’espressione proteica mediante Western Blot 

 

 

Una volta terminati i trattamenti con il PDRN, le cellule sono state lavate con 

PBS sterile e in ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 ul di RIPA buffer (10 mM 

Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% leupeptina, 1% 

pepstatina A, 0,5% PMSF); le cellule sono state staccate meccanicamente 

mediante l’utilizzo di uno scraper ed infine centrifugate a 15000 rpm per 15 

minuti a 4 °C. Il surnatante è stato raccolto ed utilizzato per la determinazione 

delle proteine mediante test colorimetrico secondo la metodica di Bradford (Bio-

Rad DC Protein Assay), utilizzando l’albumina come riferimento standard. 

L’intensità del colore è valutata con rivelazione spettrofotometrica a 650 nm. Il 

lisato cellulare viene diluito con Laemmli buffer (Bio-Rad Laboratories) 

contenente 5% (v/v) di 2-betamercaptoetanolo; quest’ultimo L'azione di 

quest'ultimo è quella di rompere i legami disolfuro delle proteine, che, coniugata 
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alla bollitura di 5 minuti precedente al caricamento in gel, contribuisce alla 

denaturazione delle proteine, impedendo che la loro stessa morfologia vada ad 

influire sulla migrazione. Le proteine dei campioni (30ug) sono state separate su 

gel SDS/PAGE a differenti concentrazioni di poliacrilamide, in base ai pesi 

molecolari delle proteine di interesse, e trasferite su una membrana di fluoruro 

di polivinile (PVDF) in un buffer di trasferimento (39mM/l glicina, 48 mM/l Tris 

a pH 8,3 e 20% (v/v) metanolo) a 300mA per 2 ore. I siti aspecifici delle 

membrane sono stati bloccati con il latte al 5% (p/v) disciolto in PBS con 0,1% 

di Tween 20 per un’ora e successivamente sono stati effettuati tre lavaggi da 10 

minuti ciascuno in PBS 0,1% Tween. Le membrane sono state incubate 

overnight con un anticorpo primario specifico per i seguenti target: β-catenin, 

Wnt5a, Wnt10b, DKK-1, sclerostina, Runx-2, BMP-6, Col1a1, b-ALP, 

NFATc1, catepsina K. Il giorno seguente, sono stati effettuati tre lavaggi da 10 

minuti ciascuno con PBS/0,1% per eliminare l’anticorpo primario in eccesso e 

le membrane sono state incubate con un anticorpo secondario coniugato alla 

perossidasi (KPL) per un’ora a temperatura ambiente in PBS-Tween 0.15% e 

latte in polvere al 5%. Dopo i lavaggi in PBS 0,15% Tween, l’espressione delle 

proteine è stata visualizzata mediante una reazione di chemiluminescenza grazie 

all’impiego di ECL (KPL), ed è stato quantificata con la densiometria a scanner 

usando il sistema per immagini LI-COR. I risultati sono stati espressi come 

intensità integrata e sono stati confrontati ai valori di espressione della β-actina 

(Cell Signaling), valutata come controllo endogeno. 
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Animali e procedure sperimentali 

 

Tutte le procedure sperimentali sono state approvate ed eseguite in conformità 

con le linee guida del Comitato istituzionale per la cura e l'uso degli animali della 

School of Medicine della New York University. 

Per questo studio sono stati utilizzati topi del ceppo C57BL/6 wild-type (n=10) 

e topi A2AR knockout (A2AKO; n = 10), di sesso maschile e di età compresa 

tra 6 e 8 settimane, per valutare l’induzione da parte del desametasone di una 

condizione simil-osteoporotica. I topi wild-type e A2AKO sono stati forniti dal 

Dr. J. F. Chen (Boston University School of Medicine, Boston, MA, USA) e 

mantenuti in condizioni ambientali controllate (ciclo luce-buio di 12 ore, 23 °C), 

e alimentati con cibo e acqua ad libitum nella Facility per animali della New 

York University School of Medicine (NYUSoM). Prima dell’induzione, 

entrambi i topi wild-type e A2AKO sono stati suddivisi in maniera random in 

due gruppi di trattamento (gruppo controllo; gruppo GIO) da 5 animali ciascuno 

e stabulati in gabbie singole. I topi del gruppo Gio hanno ricevuto una 

somministrazione intraperitoneale giornaliera di desametasone alla dose di 

30mg/kg per sette settimane; a partire dal giorno 0 di induzione e al termine di 

ogni settimana di trattamento, è stata misurata la Bone Mineral Density (BMD) 

mediante micro–computed tomography (microTC). Al termine delle sette 

settimane di induzione, i topi sono stati sacrificati in una camera a CO2 e i femori 

dei topi sono stati prelevati e preparati per la successiva analisi in tomografia 

computerizzata (microTC). 
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MicroTC  

 

I femori sono stati fissati in etanolo al 70% e preparati per microTC ad alta 

risoluzione. Questa tecnologia di imaging 3-D è stata utilizzata per valutare in 

maniera qualitativa e quantitativa le aree di riassorbimento osseo nell'osso 

femorale murino. Le analisi sono state eseguite in Skyscan 1172 microCT 

(Bruker, Fitchburg, WI, USA) utilizzando i seguenti parametri di imaging: 60 

kV, 167 μA, dimensione pixel 9,7 μm, matrice 2000 × 1332, passi di rotazione 

di 0,3 °, 6 medie, correzione del movimento di 10, Filtro in alluminio da 0,5 mm, 

2 segmenti scansionati per campione (56 min / segmento). Le immagini sono 

state ricostruite con il software NRecon (Skyscan; Micro Photonics, Allentown, 

PA, USA) [intervallo dell'istogramma 0-0,065, correzione dell'indurimento del 

raggio di 35, livellamento gaussiano (fattore 1), correzione degli artefatti 

dell'anello di 7]. Per l'analisi qualitativa, le immagini 3-D dei femori dei topi 

sono state quindi ricostruite dalle sezioni trasversali utilizzando il software 

CTNa fornito da Skyscan e l'elaborazione è stata eseguita per ottenere 

misurazioni morfometriche dirette in 3-D. Per l'analisi quantitativa, l'area di 

interesse è stata segmentata manualmente contrassegnando il volume di interesse 

(VOI) una regione rotonda attraverso l'osso difettoso di 3 mm di diametro. I dati 

sono stati calcolati in percentuale per evitare differenze intrinseche tra gli 

animali. La percentuale di osso riassorbito è stata calcolata sottraendo l'area del 

difetto rimanente dall'area del difetto totale. Per l'analisi 3-D qualitativa e 

quantitativa, tutti i dati sono stati esportati in formato DICOM e importati nel 
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software Amira (Visage Imaging GmbH, Berlino, Germania). Il software ha 

estratto i numeri volumetrici e densitometrici dalla distribuzione dei valori di 

grigio dell'immagine segmentata: il VOI come regione circolare attraverso l'osso 

difettoso, di ∼3 mm di diametro. I dati sono stati calcolati nel volume osseo in 

funzione del tipo di topo e del gruppo biologico. 

 

Analisi statistica  

 

Tutti i dati sono stati espressi come medie e deviazioni standard (media ± SD). 

La significatività statistica delle differenze tra gruppi di controllo e di 

trattamento è stata analizzata con ANOVA ad una via, usando il test di Tukey 

come procedura post hoc; in tutti i casi, una probabilità di errore (p) minore di 

0.05 è stata scelta come criterio per la significatività statistica. I grafici sono stati 

ottenuti usando GraphPad Prism (versione 5.0 per Windows). 
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RISULTATI 

 

Effetto del PDRN sulla vitalità cellulare 

 

Il saggio di vitalità MTT ha evidenziato che, in seguito al trattamento con 

desametasone per 24 ore, la vitalità cellulare degli osteoblasti (Figura 1), delle 

bone marrow cells (Figura 2) e degli osteociti (Figura 3) si riduceva rispetto alle 

cellule controllo rispettivamente del 30%, 35% e 20%, dimostrando quindi che 

questo glucocorticoide è in grado di indurre l’apoptosi delle cellule coinvolte nel 

processo di formazione di nuova matrice ossea. Al contrario, il trattamento con 

PDRN alle tre dosi testate, da solo o in associazione con HMWHA o LMWHA, 

causava un aumento della vitalità cellulare, riportando valori simili a quelli delle 

cellule controllo.  

 

Il PDRN promuove il differenziamento e la proliferazione degli osteoblasti e 

delle bone marrow cells. 

 

Al termine dell’esperimento, è stata eseguita l’analisi di espressione genica, 

tramite real-time-PCR dei geni target del processo di proliferazione e 

differenziamento degli osteoblasti primari (Figura 4) e delle bone marrow cells 

(Figura 5); in particolare è stata valutata l’espressione di OPG, osteocalcina, 

RUNX-2, BMP6, Collagene di tipo I e bone ALP. Dai dati ottenuti in entrambi 

i tipi cellulari è stato evidenziato che il trattamento per 24h con desametasone 

alla dose di 1uM ha provocato una riduzione statisticamente significativa 
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dell’espressione dei geni target sopra citati rispetto alle cellule controllo; al 

contrario, il trattamento con solo il PDRN ha incrementato in maniera 

significativa l’espressione genica di tutti i target valutati, a tutte le dosi testate 

ma in particolare alla dose di 1 uM. Gli osteoblasti primari sono stati inoltre 

trattai con PDRN in combinazione con HMWHA o LMWHA; i risultati 

mostrano che le combinazioni hanno aumentato l’espressione dei geni target alla 

sola dose di 1uM, seppur in maniera non statisticamente significativa, mentre 

non ne ha modificato l’espressione alle altre due dosi testate. Infine, il 

trattamento con 1uM di PDRN in combinazione con ZM241385 alla dose di 1uM 

non ha modificato l’espressione dei geni target rispetto alle cellule trattate con 

desametasone, suggerendo quindi che il PDRN può stimolare il processo di 

formazione di nuova matrice ossea mediante la stimolazione del recettore 

adenosinico A2A.  

Analoghi risultati sono stati ottenuti dalla valutazione dell’espressione proteica 

del Collagene di tipo I, della b-ALP, di RUNX-2 e BMP6 mediante Western 

Blot nelle colture primarie di osteoblasti (Figura 6). In particolare, il trattamento 

con desametasone riduceva significativamente i livelli delle proteine target 

rispetto alle cellule non trattate, al contrario le cellule trattate con PDRN 

mostravano un marcato incremento dell’espressione di queste proteine a tutte le 

dosi testate ma con particolare efficacia alla dose di 1uM. L’inibizione da parte 

dello ZM241385 ha invece causato una riduzione dei livelli di espressione delle 

proteine rispetto alle cellule trattate con PDRN.   
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Il PDRN riduce le citochine pro-infiammatorie stimolate durante il processo 

osteoporotico in osteoblasti primari e nelle bone marrow cells 

 

L’espressione delle citochine pro-infiammatorie, TNFa, IL-6 e IL-1b è stata 

valutata tramite RTqPCR nelle colture primarie di osteoblasti (Figura 7) e delle 

bone marrow cells (Figura 8). In seguito al trattamento con desametasone, 

l’espressione genica di TNF-a, IL-6 e IL-1b risulta significativamente aumentata 

rispetto alle cellule controllo; la co-incubazione con il PDRN ha indotto una 

marcata riduzione dell’espressione delle citochine pro-infiammatorie a tutte le 

dosi testate, ma con particolare efficacia alla dose di 1 uM. Nelle cellule trattate 

con PDRN in associazione con ZM241385 l’espressione dei geni valutati era 

analoga a quella riscontrata nelle cellule trattate con solo desametasone, a causa 

dell’inibizione del recettore A2a. 

 

Il PDRN stimola il pathway Wnt/ β-catenin attraverso la stimolazione del 

recettore A2A, in osteoblasti primari e nelle bone marrow cells 

 

Per dimostrare il coinvolgimento della via di segnale Wnt/ β-catenin, è stata 

valutata mediante RTqPCR l’espressione genica di Wnt5a, Wnt10b, β-catenina 

e DKK-1. Negli osteoblasti primari (Figura 9) e nelle bone marrow cells (Figura 

10) trattate con desametasone si osserva una riduzione statisticamente 

significativa dell’espressione genica di Wnt5a, Wnt10b e β-catenina rispetto alle 

cellule controllo, mentre si evidenzia un incremento significativo 

dell’espressione genica di DKK-1. Al contrario il trattamento con 1 uM di PDRN 
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aumenta in maniera significativa l’espressione delle due proteine Wnt valutate e 

della β-catenina, riducendo invece marcatamente l’espressione del gene che 

codifica per DKK-1 rispetto alle cellule trattate con solo desametasone. Nelle 

colture primarie di osteoblasti invece, il trattamento con PDRN associato ad 

HMWHA o LMWHA non ha modificato in maniera significativa l’espressione 

dei geni target. Infine, il trattamento combinato di PDRN alla dose di 1uM e di 

ZM241385 riporta l’espressione genica di Wnt5a, Wnt10b, β-catenina e DKK1 

ai valori osservati nelle cellule trattate con solo desametasone.  

Sono stati inoltre valutati mediante Western Blot i livelli di espressione delle 

proteine coinvolte nel pathway Wnt/β-catenin nelle colture primarie di 

osteoblasti (Figura 11); i risultati ottenuti mostravano una riduzione dei livelli 

proteici di Wnt5a, Wnt10b e β-catenina e un aumento statisticamente 

significativi nelle cellule trattate per 24h con desametasone rispetto alle cellule 

controllo; al contrario il PDRN alla dose di 1uM provocava un incremento 

dell’espressione di Wnt5a, Wnt10b e β-catenina e una riduzione dei livelli di 

DKK-1 in maniera statisticamente significativa rispetto alle cellule trattate con 

solo desametasone. Infine, il trattamento con l’inibitore ZM241385 ha riportato 

i valori di espressione delle proteine analizzata ai livelli proteici osservati in 

seguito al trattamento con solo desametasone. 
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Il PDRN riduce l’espressione dei geni target del riassorbimento osseo in 

osteoclasti primari 

 

Una volta terminati i trattamenti, è stata valutata mediante RTqPCR 

l’espressione dei geni che codificano per la catepsina, NFAT e Trap, coinvolti 

nel processo di riassorbimento osseo (Figura 12). Gli osteoclasti primari trattati 

con desametasone mostravano un aumento statisticamente significativo 

dell’espressione genica di catepsina, NFAT e Trap rispetto alle cellule non 

trattate. Al contrario, il PDRN alla dose di 1uM ha ridotto in maniera marcata 

l’espressione dei geni target del riassorbimento osseo rispetto alle cellule trattate 

con solo desametasone. Le cellue trattate PDRN e ZM241385 mostravano infine 

livelli di espressione simili a quelli osservati nelle cellule trattate con 

desametasone. 

I livelli di espressione di catepsina e NFAT sono stati valutati anche mediante 

western Blot (Figura 13) e i risultati ottenuti sono pressocchè analoghi a quelli 

ottenuti mediante RTqPCR. 

 

Effetti del PDRN sul pathway di Wnt/β-catenin e sulla proliferazione nella 

linea cellulare MLO-A5 

 

È stata inoltre valutata tramite RTqPCR l’espressione dei geni coinvolti nel 

processo di proliferazione cellulare, SOST, e nella via di segnale Wnt/β-catenin 

nella linea cellulare di osteociti MLO-A5 (Figura 14). In seguito al trattamento 

con desametasone, l’espressione dei geni che codificano per Wnt5a e β-catenina 



 
 
 
 

 49 

risultava significativamente ridotta rispetto alle cellule controllo; al contrario le 

cellule trattate con PDRN mostravano una riduzione statisticamente significativa 

dell’espressione dei geni SOST e DKK-1 rispetto alle cellule trattate con 

desametasone. Risultati analoghi sono stati ottenuti dalla valutazione 

dell’espressione proteica di Wnt5a, β-catenina, sclerostina e DKK-1 (Figura 15). 

 

Valutazione della Bone Mineral Density 

 

I risultati sulla densitometria ossea ottenuti mediante microTC mostrano una 

riduzione della BMD dei femori nei gruppi di topi wild type e A2AKO trattati 

con desametasone (0,231 ± 0,07 e 0,215 ± 0,013 rispettivamente) rispetto ai 

gruppi di animali controllo. (0,329± 0,015 e 0,334 ± 0,021 rispettivamente) 

(Figura 16). In particolare la somministrazione giornaliera di desametasone ha 

ridotto in maniera più marcata la densità minerale ossea nel gruppo di topi 

A2AKO rispetto al gruppo C57BL/6, dimostrando un coinvolgimento del 

recettore adenosinico A2A nello sviluppo della condizione osteoporotica. 

 

Valutazione ex vivo mediante microTC 

 

L’analisi eseguita mediante microTC sui femori ha evidenziato un’alterazione 

significativa di diversi parametri; in particolare, il rapporto medio Bv/Tv 

(volume osseo/volume del tessuto) risultava alterato nei femori dei topi 

C57BL/6 (Figura 17) e A2AKO (Figura 18) trattati con desametasone (43,76 ± 

1,87 e 33,45 ± 4,68 rispettivamente) rispetto ai gruppi controllo (69,23 ± 2,34 e 
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71 ± 3,45). La stessa alterazione è stata osservata a livello dello spessore 

trabecolare; nello specifico i topi C57BL/6 del gruppo controllo mostravano uno 

spessore di 0,157 ± 0,08 contro 0,107 ± 0,009 dei topi C57BL/6 trattati con 

desametasone, mentre il gruppo controllo A2AKO mostravano uno spessore di 

0,160 ± 0,03 contro 0,106 ± 0,01 rispetto al gruppo A2AKO trattato (Figura 19). 
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DISCUSSIONE 

 

L’osteoporosi è una condizione patologica cronico-progressiva molto diffusa 

nella popolazione, caratterizzata da alterazione della microarchitettura del 

tessuto osseo con diminuzione della massa ossea e conseguente suscettibilità alle 

fratture. La patogenesi della malattia risiede principalmente in un alterato 

processo di rimodellamento osseo, caratterizzato da uno squilibrio fra l’azione 

degli osteoblasti e degli osteoclasti; anche gli osteociti all'interno della matrice 

ossea sono coinvolti nella regolazione del rimodellamento osseo, così come le 

cellule del rivestimento osseo che coprono la superficie ossea e l'afflusso di 

sangue capillare (Kular et al., 2012). 

I farmaci attualmente in uso per il trattamento dell’osteoporosi secondaria hanno 

come obbiettivo principale la riduzione del riassorbimento osseo; sono poche 

invece le molecole che agiscono sul processo di formazione ossea. Numerosi 

studi sono infatti focalizzati sulla ricerca di nuove molecole in grado di stimolare 

le diverse vie di segnale coinvolte nel processo di formazione ossea. 

Un ruolo fondamentale nel rimodellamento osseo sembra essere svolto dai 

recettori adenosinici in generale, ma in particolare dal recettore A2A. Mediero 

et al., (2015, 2018) in diversi studi sperimentali in vivo, hanno dimostrato che la 

stimolazione del recettore A2A, ad opera degli agonisti CGS21608 e 

Dipiridamole, è in grado di stimolare l'espressione di geni chiave per la 

formazione ossea, come osteocalcina e osteonectina, e di ridurre la 

proliferazione degli osteoclasti. Gli effetti della stimolazione dell’A2Ar 

risultavano invece inibiti in seguito all’utilizzo di un antagonista A2A o quando 
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il recettore adenosinico A2A veniva eliminato. Inoltre studi recenti dimostrato 

che esiste un crosstalk tra l’attivazione del recettore adenosinico A2A e la 

stimolazione del pathway WNT/β-catenina (Shaikh et al., 2016); in particolare, 

è probabile che gli effetti causati dalla stimolazione del A2Ar sul processo di 

formazione ossea siano mediati dalla via di segnale WNT/β-catenina. 

Anche l’acido ialuronico sembra essere coinvolto nel processo di rigenerazione 

ossea grazie alla sua capacità di stimolare il differenziamento degli osteoblasti 

mediante l’espressione della proteina BMP-2. Questa stimolazione sembra 

avvenire per lo più a livello delle cellule dell’osso della mandibola; infatti l’acido 

ialuronico, soprattutto grazie alle sue caratteristiche di biocompatibilità. 

biodegradabilità e non immunogenicità, viene generalmente utilizzato come 

biomateriale per l’ingegneria tissutale nell’ambito dell’Odontoiatria. Al 

contrario, non esistono evidenze scientifiche certe riguardanti l’azione dell’acido 

ialuronico sulle cellule dell’osso in condizioni di osteoporosi. 

In seguito a queste considerazioni, abbiamo valutato se il PDRN, da solo o in 

associazione con acido ialuronico fosse in grado di stimolare il pathway di 

Wnt/β-catenina, e di conseguenza, la formazione ossea in un modello in vitro di 

osteoporosi.  

Poiché sia la via canonica che la via non canonica di Wnt sembrano essere 

coinvolte durante l’attivazione di A2Ar, abbiamo valutato l’espressione di 

Wnt5a, Wnt10b nelle colture di osteoblasti primari. E’ stato dimostrato che 

Wnt10b è un attivatore canonico Wnt/β-catenina necessario per il mantenimento 

osseo: infatti, i topi che presentano una upregolazione di Wnt10b nel midollo 

osseo mantengono intatta la massa ossea durante l’invecchiamento (Rauner et 
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al., 2008) mentre topi knock out per Wnt10b mostrano una perdita ossea 

dipendente dall'età (Stevens et al., 2010); l’attivazione della via non canonica da 

parte di Wnt5a influenza positivamente la formazione ossea (Okamoto et al., 

2014). Gli effetti positivi del PDRN sulla stimolazione di Wnt5a e Wnt10b erano 

già stati valutati in uno studio sperimentale in vivo (Pizzino et al., 2017); i 

risultati ottenuti nel modello sperimentale in vitro di osteoporosi utilizzato nel 

nostro studio confermano la capacità del PDRN di stimolare l’espressione di 

Wnt5a e Wnt10b; in particolare l’espressione delle proteine Wnts è stata valutata 

in colture primarie di osteoblasti, bone marrow cells e nella linea cellulare 

osteocitica MLO-A5. In tutte le linee cellulari utilizzate, il PDRN è stato in grado 

di stimolare la via canonica e non canonica di Wnt; al contrario la combinazione 

del PDRN con l’acido ialuronico non è risultata efficace nell’indurre questa via 

di segnale, probabilmente perché l’acido ialuronico agisce attraverso altri 

pathway, come quello delle proteine BMPs. Lo stesso studio in vivo (Pizzino et 

al., 2017) aveva inoltre preso in esame anche l’espressione della β-catenina, 

molecola effettrice del pathway di Wnt; infatti, una volta attivata la via canonica, 

la β-catenina trasloca nel nucleo agendo da fattore di trascrizione e promuovendo 

l’espressione dei geni coinvolti nel processo di formazione ossea, come RUNX-

2, osteocalcina, collagene di tipo I. I risultati ottenuti dallo studio in vivo di 

Pizzino et al. indicavano che il PDRN non è stato in grado di aumentare 

l’espressione genica della β-catenina; al contrario i nostri studi condotti su 

osteoblasti primari, bone marrow cells e osteociti MLO-A5 hanno dimostrato 

che il PDRN in vitro è in grado di stimolare sia l’espressione genica che 

l’espressione proteica della β-catenina, come dimostrato dai risultati ottenuti 
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mediante RTqPCR e WB. Anche nel caso della β-catenina, il PDRN in 

combinazione con l’acido ialuronico non ha modificato i livelli di espressione 

del gene che codifica per questa proteina, confermando quindi che 

probabilmente l’acido ialuronico non è in grado di stimolare la via di segnale 

Wnt/β-catenina.  

Per confermare i risultati ottenuti, è stata valutata anche l’espressione di due 

inibitori del pathway, DKK-1 e sclerostina, nelle colture primarie di osteoblasti, 

bone marrow cells e osteociti; anche in questo caso il PDRN è stato in grado di 

ridurre l’espressione di queste due proteine, che risultava invece aumentata in 

seguito a stimolazione con il glucocorticoide. 

Il crosstalk tra recettore adenosinico e il pathway di Wnt è stato già dimostrato 

in diversi studi sperimentali in vivo e in vitro (Mediero et al., 2018; Borhani et 

al., 2019); i risultati di questi studi dimostrano che il CGS21680 è in grado di 

stimolare la traslocazione della β-catenina nel nucleo in condizioni normali. I 

nostri risultati dimostrano invece per la prima volta che l’attivazione del 

recettore A2A è in grado di indurre il pathway di Wnt/β-catenina in condizioni 

di osteoporosi secondaria indotta da glucocorticoidi. 

Mediero et al. (2015) hanno dimostrato che l’attivazione dell’A2Ar stimola la 

formazione ossea probabilmente attraverso due meccanismi; dimostrati in 

questo studio in vivo in cui il CGS21680 induce l’espressione di osteocalcina, 

osteonectina, OPG e ALP. I risultati da noi ottenuti in vitro confermano che il 

PDRN aumenta l’espressione di OPG, osteocalcina, RUNX-2, BMP-6, Coll1a1 

e bone-ALP, suggerendo quindi che il recettore A2A è in grado di stimolare la 
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formazione ossea in condizioni normali e in seguito alla somministrazione di 

glucocorticoidi sia in vivo che in vitro.  

Il secondo meccanismo prevede l’inibizione della differenziazione e della 

funzione degli osteoclasti sia in vivo che in vitro (Mediero et al., 2012). Anche i 

nostri risultati ottenuti su osteoclasti primari in presenza di glucocorticoidi 

dimostrano che il PDRN è in grado di ridurre l’espressione di NFATc1 e 

catepsina K, confermando quindi l’effetto dell’A2Ar nell’inibizione del 

riassorbimento osseo. Un’ulteriore conferma è stata fornita dai risultati ottenuti 

valutando le citochine pro-infiammatorie TNF-, IL-6 e IL-1 la cui 

espressione risulta aumentata in seguito ad un alterato processo di 

rimodellamento osseo, come nel caso dell’osteoporosi. Il PDRN, in seguito a 

stimolazione con desametasone, ha infatti ridotto i livelli delle citochine pro-

infiammatorie sostenendo cosi i risultati ottenuti da Mediero et al. (2012) che 

dimostrano il coinvolgimento del recettore A2A nella riduzione dei processi 

osteolitici. 

Il ceppo di topi A2AKO disponibili presso la Facility per animali della New 

York University School of Medicine (NYUSoM) era inbred, pertanto la 

disponibilità di animali era limitato dal numero di nascite e dai risultati della 

genotipizzazione. Per questo motivo, i primi cuccioli disponibili sono stati 

utilizzati per gli esperimento sotto commentati e a causa dell’inizio del lockdown 

a marzo 2020, non potendo più accedere ai laboratori e alla Facility della NYU 

non è stato possibile proseguire gli esperimenti che prevedevano anche la 

somministrazione del PDRN, dopo induzione dell’osteoporosi. 
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Per comprendere meglio gli effetti del recettore A2A sul rimodellamento osseo 

in condizioni simil-osteoporotiche, abbiamo valutato per la prima volta gli effetti 

del desametasone in un modello in vivo utilizzando topi A2AKO e C57BL/6. 

I risultati ottenuti hanno dimostrato che il desametasone, come già dimostrato 

precedentemente (Li et al., 2020), riduce significativamente la densità minerale 

ossea, lo spessore trabecolare e il rapporto volume osseo/volume tissutale nei 

topi C57BL/6, mentre per la prima volta è stato dimostrato che anche nei topi 

A2AKO il desametasone induce un fenotipo osteoporotico ed in questi ultimi 

topi le alterazioni risultavano più marcate rispetto ai topi del ceppo wild-type, 

confermando i risultati ottenuti dallo studio in vitro da noi condotto e 

dimostrando quindi il ruolo essenziale svolto dal recettore A2A nel 

rimodellamento osseo in condizioni di osteoporosi da glucocorticoidi. 

Grazie a suoi meccanismi d’azione, alla buona tollerabilità da parte di tutte le 

tipologie dei pazienti osteoporotici (donne in menopausa, anziani, soggetti in 

terapia cronica con glucocorticoidi o con chemioterapici, etc) e agli scarsi effetti 

collaterali riconosciuti, il PDRN potrebbe rappresentare un nuovo approccio 

terapeutico in grado di promuovere la formazione ossea in condizioni di 

osteoporosi secondaria indotta da glucocorticoidi 
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FIGURE E TABELLE 

 

Tabella 1 

 

Primer F 

CGGCACCTTCCTATTTCTTCT 

Primer R 

TCTGGAAATTAACTTCAGGCAAAC 

 

 

β-catenina 

Primer F 

CCATGAAGAAGCCCATTGGAATA 

Primer R 

GGCCAAAGCCATTAGGAAGAA 

 

 

Wnt5a  

Primer F 

CAGAACCACCCGTGAGTTAG 

Primer R 

GGGAGGGAGTGATCCAGATA 

 

 

Wnt10b  

Primer F 

GAGGGGAAATTGAGGAAAGC 

Primer R 

GGTGCACACCTGACCTTCTT 

 

 

DKK1 

Primer F 

GCCGGACCTATACAGGACAA 

Primer R 

CACGTAGCCCAACATCACAC 

 

 

 

 

Sclerostina 

Primer F 

AAGCAGGAGGGCAATAAGGT 

Primer R 

TGCCAGAGTTTGGCTTTAGG 

 

 

Osteocalcina  

Primer F  

CTCTTCGGGCTTCCTCTATC  

Primer R  

CCAACACCGACAGGATCT 

 

 
BMP6  
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Primer F  

GCCGGGAATGATGAGAACTA  

Primer R  

GGACCGTCCACTGTCACTTT  

 

 

RUNX-2  

Primer F  

AGCCCCCAGTCTGTATCCTT 

Primer R 

CTCCCTTTGCAGAACTCAGG  
 

 

 

Tnf-a 

Primer F 

TCTCCACTCTTCTAGGTTCCT 

Primer R 

TTGGGTCATTTCCACATGC 

 

 

 

Col1a1 

Primer F 

ATTGCCCTGAAACTCCAAAACC 

Primer R 

CCTCTGGTGGCATCTCGTTATC 

 

 

 

bALP 

Primer F 

GCCCATCCTCTGTGACTCAT 

Primer R 

AGGCCACAGGTATTTTGTCG 

 

 

 

IL-1b 

Primer F 

AGTTGCCTTCTTGGGACTGA 

Primer R 

TCCACGATTTCCCAGAGAAC 

 

 

IL-6 

Primer F 

CTGCCTGGGAAGAAGATCAG 

Primer R 

TTGTGAAGCTGTGCAGGAAC 

 

 

OPG 

Primer F 

GGGTCAGTGTGACCGAAGAT 

Primer R 

GGAAGTCAGAAGTGGGTGGA 

 

  

NFATc1 

Primer F 

CAGCTTCCCCAAGATGTGAT 

Primer R 

AGCACCAACGAGAGGAGAAA 

 

 

Catepsina K 
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Primer F 

TCCTGGCTCAAAAAGCAGTT 

Primer R 

ACATAGCCCACACCGTTCTC 

 

 

 

Trap 

Primer F 

AGCCATGTACGTAGCCATCC 

Primer R 

CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA 

 

 

β-actina 
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LEGENDA DELLE FIGURE 

 

Figura 1. Il grafico mostra la percentuale di vitalità cellulare a 24h negli 

osteoblasti primari prelevati da topi wild-type C57BL/6. I valori sono espressi 

come media e deviazione standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex 

 

Figura 2. Il grafico mostra la percentuale di vitalità cellulare a 24h nelle colture 

primarie di bone marrow cells prelevate da topi wild-type C57BL/6. I valori sono 

espressi come media e deviazione standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs 

Dex 

 

Figura 3. Il grafico mostra la percentuale di vitalità cellulare a 24h nella linea 

cellulare MLO-A5. I valori sono espressi come media e deviazione standard. 

*p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex 

 

Figura 4. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di OPG, 

osteocalcina, RUNX-2, BMP-6, Col1a1 e b-ALP nelle colture primarie di 

osteoblasti prelevati da topi wild-type C57BL/6. I valori sono stati espressi come 

media e deviazione standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; 

§p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 5. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di OPG, 

osteocalcina, RUNX-2, BMP-6, Col1a1 e b-ALP nelle colture primarie di bone 

marrow cells prelevate da topi wild-type C57BL/6. I valori sono stati espressi 
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come media e deviazione standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; 

§p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 6. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione proteica di RUNX-2, 

BMP-6, Col1a1 e b-ALP nelle colture primarie di osteoblasti prelevate da topi 

wild-type C57BL/6. I valori sono stati espressi come media e deviazione 

standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 7. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di TNF-

 IL-6 E IL-1 nelle colture primarie di osteoblasti prelevati da topi wild-type 

C57BL/6. I valori sono stati espressi come media e deviazione standard. 

*p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 8. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di TNF-

 IL-6 E IL-1 nelle colture primarie di bone marrow cells prelevate da topi wild-

type C57BL/6. I valori sono stati espressi come media e deviazione standard. 

*p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 9. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di 

Wnt5a, Wnt10b, β−catenina e DKK-1 nelle colture primarie di osteoblasti 

prelevati da topi wild-type C57BL/6. I valori sono stati espressi come media e 

deviazione standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs 

PDRN 1uM. 
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Figura 10. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di 

Wnt5a, Wnt10b, β−catenina e DKK-1 nelle colture primarie di bone marrow 

cells prelevate da topi wild-type C57BL/6. I valori sono stati espressi come 

media e deviazione standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; 

§p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 11. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione proteica di Wnt5a, 

Wnt10b, β−catenina e DKK-1 nelle colture primarie di osteoblasti prelevati da 

topi wild-type C57BL/6. I valori sono stati espressi come media e deviazione 

standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 12. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di Trap, 

NFATc1e catepsina k nelle colture primarie di osteoclasti prelevati da topi wild-

type C57BL/6. I valori sono stati espressi come media e deviazione standard. 

*p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 13. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione proteica di 

NFATc1e catepsina k nelle colture primarie di osteoclasti prelevati da topi wild-

type C57BL/6. I valori sono stati espressi come media e deviazione standard. 

*p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 14. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione dell’mRNA di 

Wnt5a, β-catenina, DKK-1 e sclerostina nelle colture di osteociti derivanti dalla 
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linea cellulare MLO-A5. I valori sono stati espressi come media e deviazione 

standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 15. I grafici rappresentano i risultati dell’espressione proteica di Wnt5a, 

β-catenina, DKK-1 e sclerostina nelle colture di osteociti derivanti dalla linea 

cellulare MLO-A5. I valori sono stati espressi come media e deviazione 

standard. *p<0.0001 vs CTRL; #p<0.0001 vs Dex; §p<0.0001vs PDRN 1uM. 

 

Figura 16. I grafici rappresentano i risultati della Bone Mineral Density ottenuti 

mediante analisi microTC dai vari gruppi sperimentali: gruppo Ctrl C57BL/6 vs 

gruppo trattato C57BL/6; gruppo Ctrl A2AKO vs gruppo trattato A2AKO. BMD 

al collo del femore espressa in g/cm2 nei diversi gruppi. I valori sono stati 

espressi come media e deviazione standard. *p<0.0001 vs CTRL. 

 

Figura 17. Immagini radiografiche ottenute mediante microTC dai gruppi di 

studio: C57BL/6 Ctrl-group e A2AKO Ctrl-group. I dati sono espressi come 

media e SD.  

 

Figura 18. Immagini radiografiche ottenute mediante microTC dai gruppi di 

studio: C57BL/6 Gio-group e A2AKO Gio-group. I dati sono espressi come 

media e SD.  
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Figura 19. I grafici rappresentano i risultati dello spessore trabecolare e del 

rapporto tra volume osseo e tessuto osseo ottenuti mediante analisi radiografica 

microTC. I dati sono espressi come media e SD.  

 

 


