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BIOCHIMICA DEL TESSUTO OSSEO

Il tessuto osseo & formato da due costituenti principali:
le cellule e la matrice extracellulare’2. Comparata ad altri
tessuti la matrice extracellulare ossea € unica in quanto &
costituita da una fase organica strettamente associata ad
una fase minerale. La fase organica € costituita per circa il
90% da collagene di tipo | e da proteine non-collagene. Il
collagene di tipo | non & specifico per il tessuto osseo in
quanto si trova anche nella cute, nei legamenti, e nei ten-
dini. Tuttavia, sebbene la struttura primaria sia la stessa, in
tessuti diversi la stessa molecola di collagene subisce alcu-
ne modificazioni post-traduzionali che conferiscono carat-
teristiche di tessuto-specificita. Il collagene di tipo | & una
proteina formata da tre filamenti di circa 1000 aminoacidi
ciascuno, avvolti I'uno sull'altro a formare un’alfa elica3.
Esso viene sintetizzato sotto forma di precursore, il procol-
lagene. |l procollagene viene escreto dalla cellula nella
matrice dove i due estremi globulari vengono rimossi ad
opera di enzimi specifici, con la conseguente formazione di
collagene che, privo delle estremita globulari, precipita
nella matrice ossea, e va incontro a differenti processi di
maturazione. Un processo di tipo enzimatico coinvolge la
lisina ossidasi che provoca 'ossidazione di residui di lisina
e di idrossilisina, in seguito all'unione dei residui ossidati si
formano dei legami crociati di tipo covalente tra le alfa cate-
ne della stessa molecola e tra molecole adiacenti. Accanto
a questo processo meccanismi non enzimatici portano alla
formazione di prodotti finali di glicazione e a fenomeni di
racemizzazione e isomerizzazione a livello delle estremita
terminali della molecola. Queste modificazioni forniscono
rigidita alla struttura del tessuto ed aumentano la resisten-
za del tessuto stesso quando sottoposto a forti tensioni. Il
collagene deposto nella matrice ossea ¢ strettamente lega-
to alle altre proteine non-collagene e, dopo un certo inter-
vallo di tempo dalla sua deposizione, va incontro a comple-
ta mineralizzazione.

Le cellule ossee importanti dal punto di vista della pro-
duzione dei marcatori biochimici sono rappresentate da
osteoblasti e osteoclasti. Gli osteoblasti, cellule di deriva-
zione mesenchimale, sono deputate alla produzione ed
alla deposizione dei componenti organici della matrice.
Inoltre, attivano il processo di riassorbimento di vecchio
tessuto osseo’:2. Gli osteoclasti, grosse cellule multinuclea-
te derivanti da cellule pluripotenti della famiglia dei monoci-
ti/macrofagi, sono deputate al riassorbimento del tessuto
osseo’2. Quando attivati, gli osteoclasti si presentano
come cellule polarizzate, con una zona apicale contenente
prevalentemente i nuclei della cellula, ed una zona basale
caratteristicamente frastagliata (ruffled border) adesa alla
superficie della matrice ossea. Gli osteoclasti sono dotati di
specializzate strutture di adesione dette podosomi che per-
mettono di delimitare I'area di tessuto osseo in cui avverra
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il riassorbimento, impedendo di danneggiare il circostante
nuovo tessuto appena formato. In questo compartimento
I'osteoclasto pompa, attraverso canali ionici, ioni idrogeno
e cloro riducendo il pH fino a 5 ed enzimi proteolitici quali
fosfatasi acida, anidrasi carbonica e catepsina K. Come
risultato I'osteoclasto lascia una lacuna che in seguito
viene riempita da nuova matrice ossea prodotta dagli
osteoblasti.

Il tessuto osseo e sottoposto ad un continuo rimaneg-
giamento?. Il processo avviene in unita ben definite cono-
sciute come Bone Metabolic Unit (BMU). Il rimaneggia-
mento osseo presenta caratteristiche ben diverse a secon-
da delle fasi della vita. Dalla nascita e per tutto il periodo
della crescita I'attivita degli osteoblasti € separata dall’atti-
vita degli osteoclasti sia temporalmente che spazialmente.
Come conseguenza la formazione eccede il riassorbimen-
to e le ossa aumentano la loro massa ed assumono forma
e struttura dello scheletro adulto. Intorno ai 20 anni di eta,
per entrambi i sessi circa il 95% della massa ossea si € svi-
luppata, il restante viene completato intorno a 28-36 anni.
Il livello finale di massa ossea raggiunto a questo punto
della vita determina il picco di massa ossea. L'entita di que-
sto picco & importante perché & correlata al rischio di svi-
luppare osteoporosi nell'eta avanzata. Dopo il raggiungi-
mento della maturita scheletrica, I'attivita degli osteoblasti
e degli osteoclasti &, in situazioni fisiologiche, “accoppiata”.
Il bilancio formazione/riassorbimento & in equilibrio con
mantenimento della massa scheletrica. In seguito a varia-
zione ormonali o di altra natura, a partire dal periodo peri-
menopausale nelle donne e dalla quinta decade di vita
negli uomini, il bilancio tra attivita degli osteoclasti e attivita
degli osteoblasti pud essere negativo con prevalenza del
riassorbimento sulla formazione e progressiva perdita di
massa ossea. |l processo di rimodellamento osseo si com-
pleta in un periodo che va da tre a quattro mesi. Il proces-
so inizia con il reclutamento delle cellule precursori degli
osteoclasti al sito di riassorbimento, sotto I'azione di cito-
chine e fattori di crescita locali5-7. Gli osteoblasti giocano un
ruolo importante nell’'osteoclastogenesi attraverso la pro-
duzione di fattori stimolanti, di Receptor Activator of
Nuclear factor-KappaB Ligand (RANKL) e di osteoprotege-
rina, quest’ultima, contrastando I'azione di RANKL sul suo
recettore osteoclastico RANK, impedisce una sovrappro-
duzione di osteoclasti e di conseguenza inibisce il riassor-
bimento8. Segue la fase di riassorbimento di vecchio tessu-
to osseo attraverso I'azione degli osteclasti come descritto
precedentemente®. La fase successiva & costituita dalla
formazione di nuovo tessuto osseo ad opera degli osteo-
blasti partendo dalla formazione di osteoide fino alla mine-
ralizzazione della matrice extracellulare0. Alla fine del pro-
cesso l'area interessata entra in una fase di quiescenza, la
lacuna ossea €& ora completamente riempita con nuovo tes-
suto, e rimarra quiescente fino al momento in cui ricomin-
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cera nella stessa sede un nuovo ciclo di rimodellamento.
Le diverse fasi del rimodellamento osseo sono controllate
da numerosi fattori sistemici e locali. | fattori sistemici inclu-
dono gli ormoni calciotropi (paratormone, calcitonina, vita-
mina D), gli ormoni sessuali e i glucocorticoidi!-13. Questi
possiedono un’attivita modulatrice sulla crescita e la diffe-
renziazione degli osteoblasti e degli osteoclasti. | fattori
locali includono fattori di crescita, citochine, prostaglandine
e leucotrieni’4-15, |l ruolo di questi fattori & molto complesso
perché nessuno di questi agisce indipendentemente e
molti agiscono in sinergia.

I marcatori biochimici di rimodellamento osseo possono
essere classificati in base al processo di cui sono il prodot-
to in marcatori di formazione ossea, prodotti dall’attivita
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degli osteoblasti, e marcatori di riassorbimento, prodotti
dall'attivita degli osteoclasti. Le principali caratteristiche
biochimiche, analitiche e le principali fonti di variabilita sono
riassunte nelle tabelle 1 e 2.

MARCATORI DI FORMAZIONE OSSEA

Fosfatasi Alcalina ossea

La fosfatasi alcalina (ALP) & un enzima ubiquitario,
presente sulla superficie esterna di tutte le membrane,
rendendo plausibile I'ipotesi che I'enzima sia implicato nel
trasporto di specifiche sostanza attraverso la membrana

Tabella 1
M.arcatm:e Nome completo Origine Dosaggio Commenti
Riassorbimento
u-NTX Telopeptide terminale Idrolisi osteoclastica mediata Automatizzato Espresso su valori di creatinina (/Cr).
del collagene I da catepsina K del collagene Manuale Specificita: collagene di tipo 1. Variabilita:
urinario di tipo I ritmo circadiano
s-NTX Telopeptide N- Idrolisi osteoclastica mediata Automatizzato Specificita: collagene di tipo I. Una scarsa
terminale del da catepsina K del collagene Manuale risposta alla terapia puo essere dovuta a
collagene I sierico di tipo I mancanza di specificita per 1'osso. Variabilita:
funzione renale; ritrmo circadiano
u-CTX Telopeptide C- Idrolisi osteoclastica mediata Automatizzato Espresso su valori di creatinina (/Cr).
terminale del da catepsina K del collagene Manuale Specificita: collagene di tipo 1. Variabilita:
collagene urinario di tipo I ritmo circadiano. Puo essere isomerizzato () o
non isomerizzato (o) su un residuo di acido
aspartico: se non specificato si intende nella
forma isomerizzata
s-CTX Telopeptide C- Idrolisi osteoclastica mediata Automatizzato  Sempre nella forma isomerica (f). Specificita:
terminale del da catepsina K del collagene Manuale collagene di tipo I. Variabilita: importante 1'ora
collagene sierico di tipo I del prelievo e del pasto (prelievo al mattino a
digiuno), funzione renale/epatica, ritmo
circadiano
s-ICTP/CTX-MMP Telopeptide C- Idrolisi del collagene di tipo I Manuale Specificita: collagene di tipo I. Deriva dalla
terminale del mediata dalle metallo proteasi digestione del collagene I da parte delle MMP e
collagene sierico della matrice; il frammento ¢ piu non riposnde ai trattamenti usuali
grande del CTX derivato dalla dell'osteoporosi. Variabilita: ritrmo circadiano,
catepsina K funzione renale/epatica
u-DPD Desossipiridonilina Idrolisi proteolitica del Automatizzato  Espresso su valori di creatinina (/Cr). Totale o
urinaria collagene maturo; Manuale libera (non legata a peptidi). Specificita:
presente nell'osso e presente prevalentemente nel collagene maturo
nella dentina dell'osso. Variabilita: indipendente dalla dieta,
ma influenzata da ritmo circadiano e radizioni
uv
u-PYD Piridonilina Idrolisi proteolitica del Automatizzato  Espresso su valori di creatinina (/Cr). Totale o
urinaria collagene maturo; Manuale libera (non legata a peptidi). Specificita:
presente in 0sso, cartilagine, presente prevalentemente nel collagene maturo
tendini, vasi sanguigni di osso e cartilagine. Variabilita: indipendente
dalla dieta, influenzata da ritmo circadiano,
radizioni UV, artrite e funzionalita epatica
s-TRAPC Fosfatasi acida La frazione elettroforetica 5 ¢ Manuale Variabilita: emolisi, coagulazione e ritmo

tartrato resistente

suddivisibile in 2 isoforme (a e b):
il tipo 5b ha origine osteoclastica

circadiano. Difficolta nella conservazione,
stabile fino a 2 anni a -70°C
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cellulare nello spazio extracellulare. Ancora oggi non &
chiara la sua funzione, ma € noto che I'enzima abbia un
ruolo importante nella formazione dell'osso e nel processo
di mineralizzazione?s.

La concentrazione sierica dell’ALP consiste di un grup-
po di isoforme differenti prodotte da vari tessuti (fegato,
0sso, intestino, milza, rene, placenta). Tali isoforme sono
codificate da quattro loci genetici, che includono tre geni
tessuto specifici ed uno non tessuto specifico, posti sul
cromosoma 1. Il locus genetico epatico/osseo/renale codi-
fica per la ALP non specifica, che si trova nelle cellule epa-
tiche, negli osteoblasti e nelle cellule renali. Le fosfatasi
essendo codificate dallo stesso gene e presentando la
stessa natura proteica non potrebbero essere designate

come isoenzimi, tuttavia, andando incontro a modificazio-
ni postsintetiche di glicosilazione e sialilazione specifiche,
a seconda del tessuto interessato, danno origine a tre
distinte isoforme, l'ossea, 'epatica, l'intestinale, che pos-
siedono caratteristiche chimico-fisiche diverse17.

In un soggetto adulto sano, circa il 50% della attivita
dell’enzima nel siero origina dal fegato, mentre il rimanen-
te 50% e di derivazione ossea, con un rapporto di 1/1; nei
bambini e negli adolescenti tale rapporto & modificato dal-
I'accrescimento osseo con una elevata concentrazione
sierica di ALP ossea (BAP), che rappresenta circa il 90%
della totale attivitats.

La fosfatasi alcalina ossea € prodotta dagli osteoblasti
e catalizza l'idrolisi degli esteri di fosfato aumentando la

Tabella 2
%/{)il:lztz(;;ie Nome completo Origine Dosaggio Commenti
s-OC Osteocalcina Proteina legante 1'idrossiapatite Automatizzata Specificita: la OC sierica ¢ quasi
sierica sintetizzata da osteoblasti, Manuale interamente di origine osteoblastica.
odontoblasti e condrociti. Subisce carbossilazione post-traduzionale
In parte liberata in circolo vitamina K dipendente.
anche durante In circolo ¢ presente in forma intatta e
riassorbimento osseo come frammenti derivanti da idrolisi
sierica e riassorbimento 0sseo.
Variabilita: funzione renale e
ritmo circadiano; variazioni interlaboratorio;
elevata instabilita in vitro
u-0C Osteocalcina Proteina legante 1'idrossiapatite Manuale Espresso su valori di creatinina (/Cr).
urinaria sintetizzata da osteoblasti, Specificita: la OC sierica ¢ quasi
odontoblasti e condrociti. interamente di origine osteoblastica;
In parte liberata in circolo la molecola intatta e gli eterogenei
anche durante frammenti di degradazione vanno
riassorbimento osseo incontro a rapida eliminazione renale.
Variabilita: funzione renale e
ritmo circadiano
s-BALP Fostfatasi Enzima tetramerico espresso Automatizzata Specificita: 1'isoforma ossea ¢ specifica
alcalina sulla membrana osteoblastica; Manuale per 1'osso ma, tralasciando le metodiche
ossea l'isoforma ossea deriva da elettroforetiche, la determinazione
modifiche post-traduzionali immunometrica anche con MoAb registra
del prodotto del gene cross-reattivita verso isoforma epatica
tessuto aspecifico (fino al 20%). Variabilita: minima
variazione circadiana
s-PICP Propeptide C Frammento derivato dal Manuale Specificita: la maggior parte deriva
terminale del precursore della molecola di dall'osso (90%); in misura minore da altri
procollagene I collagene di tipo I sintetizzata tessuti, soprattutto cute.
dagli osteoblasti Emivita plasmatica breve.
Regolazione del catabolismo eptico
da parte di ormoni e fattori di crescita.
s-PINP Propeptide N Frammento derivato dal Automatizzata Specificita: la maggior parte deriva
terminale del precursore della molecola di Manuale dall'osso (90%); in misura minore da altri
procollagene I collagene di tipo I sintetizzata tessuti, soprattutto cute.
dagli osteoblasti Saggio immunologico puo riconoscere
solo il trimero (intatto) o trimero e
monomero (totale). Variabilita: ritmo
circadiano in minima misura.
Catabolismo epatico non influenzato da
fattori ormonali.
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concentrazione di fosforo, necessario al processo di mine-
ralizzazione, e probabilmente potrebbe avere anche un
ruolo nel blocco dell'attivita riassorbitiva degli osteoclasti.

La ALP & stata ampiamente utilizzata nella pratica cli-
nica quale marcatore del metabolismo dell'osso, ma oggi
si preferisce la determinazione della fosfatasi alcalina
ossea perché piu specifica ed in quanto riflette bene I'atti-
vita degli osteoblasti. Le relazioni tra ALP e ormoni ses-
suali (estrogeni, per esempio), con I'accrescimento osseo,
sono responsabili delle differenze correlate al genere: tra
maschi e femmine in eta adolescenziale il picco di massi-
ma attivita ossea si posiziona diversamente; nelluomo
rispetto alla donna € presente una maggiore attivita della
fosfatasi tra i 20 ed i 50 anni (principalmente dovuta a dif-
ferenze della forma ossea); nella donna in menopausa c'e
un incremento dell’attivita totale, mantenendo ugual rap-
porto di concentrazione tra la forma epatica e quella
ossea.

Molte tecniche sono state proposte per la separazione
delle due principali isoforme circolanti basate su approcci
separativi (elettroforesi), non separativi (inattivazione al
calore) ed immunochimici. Tali metodiche sfruttano il prin-
cipio delle differenti proprieta fisio-chimiche delle due
forme, dovute alle variazioni del sito di legame dei carboi-
drati nella catena e al grado di sialilazione. | metodi immu-
nochimici hanno permesso una semplice e rapida quanti-
ficazione della attivita enzimatica o della massa dell’enzi-
ma. Tuttavia queste tecniche mostrano un certo grado di
cross-reattivita fra la forma ossea e I'epatica (15-20%).
Attualmente é stato sviluppato un metodo immunochimico
che permettere la determinazione della BAP con un siste-
ma automatizzato ad elevata precisione e sensibilita’®. E’
consigliato effettuare il dosaggio su campioni di siero.

Osteocalcina

L'Osteocalcina (OC) € una piccola proteina di 5,8 kDa
sintetizzata dagli osteoblasti, dagli odontoblasti e dai con-
drociti ipertrofici. La proteina origina da un pro-peptide di
75 aminoacidi che va incontro a carbossilazione di tre resi-
dui di acido glutammico attraverso un processo vitamina K
dipendente. Dopo la carbossilazione viene staccata una
sequenza di 25 aminoacidi dal pro-peptide e la proteina
viene rilasciata dalla cellula. L'elevata affinita dei residui
gamma-glutammici per l'idrossiapatite fa ipotizzare un suo
coinvolgimento nel processo di mineralizzazione dell'osso.
Infatti ’OC di nuova sintesi viene rilasciata dalla cellula in
minima parte nel circolo sanguigno mentre, in maggior
quantita, viene incorporata nella matrice ossea, rappre-
sentando circa il 15% delle proteine non-collageniche del-
'osso. In seguito al riassorbimento osseo viene liberata
nel torrente ematico. Interagendo con proteine e recettori
di superficie cellulare 'OC gioca un ruolo attivo nell’orga-
nizzazione della matrice extracellulare, tuttavia, sebbene
conosciuta da piu di venti anni, ancora oggi il suo esatto
ruolo & da definire. E’ stata a lungo considerata solo come
un marcatore di formazione dellosso ma recenti studi
hanno rivalutato la sua funzione dandole anche un ruolo
endocrino e di regolatore del metabolismo energetico20.21.
I livelli sierici di OC, e stato dimostrato, correlano bene con
il tasso di formazione ossea, verificato con I istomorfome-
tria, e quindi viene utilizzato principalmente quale marca-
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tore della formazione ossea. Il peptide & soggetto perd ad
una rapida degradazione, pertanto in circolo si ritrovano
sia la forma intatta che frammenti di varie dimensioni.
Infatti, la molecola intatta, costituita da 49 aminoacidi, &
presente nel siero per circa il 36%, mentre enzimi proteo-
litici possono dare origine a diversi frammenti: un fram-
mento N-terminale (1-19 aa), un frammento comprenden-
te il tratto 20-43 aa, uno C-terminale (44-49 aa), uno N-ter-
minale medio (1-43 aa) ed uno C-terminale medio (20-49
aa). E’ stato visto, per esempio, che in soggetti con eleva-
to turnover osseo si ritrovano in circolo alcuni frammenti
molto piccoli N-terminali22.

I metodi disponibili in commercio per la determinazio-
ne del’OC sono immunometrici con I'utilizzazione di anti-
corpi policlonali e monoclonali diretti verso epitopi diversi
del marcatore. Numerosi lavori in letteratura hanno con-
frontato i risultati delle determinazioni di OC ottenuti con
metodi diversi, dimostrando in vari esperimenti 'impossibi-
lita di comparare i dati ottenuti23.24. L'utilizzo di anticorpi
monoclonali & stato visto ridurre la possibilita di crossreat-
tivita tra la forma carbossilata e la non carbossilata di circa
il 5%. La eterogeneita dei frammenti di OC nel siero deter-
mina, pertanto, notevoli limitazioni all'utilizzo di tale marca-
tore nella pratica clinica, anche se i metodi che misurano
sia la molecola intatta che il frammento 1-43 sembrano
riflettere la reale sintesi di osteocalcina. Per il dosaggio
dell'osteocalcina & importante considerare la tipologia del
metodo (immunometrico, competitivo o non competitivo),
la tipologia degli anticorpi (policlonali o monoclonali), la
specificita degli anticorpi (molecola intatta o frammenti), la
fonte dei calibratori (umana o bovina).

Ulteriori fonti di variabilita della determinazione sono
soprattutto derivate dalla fase preanalitica. Il tipo di anti-
coagulante utilizzato, EDTA, pud determinare alterazioni
conformazionali della proteina con conseguente masche-
ramento degli epitopi antigenici e perdita della struttura
secondaria rendendo la proteina piu suscettibile alla pro-
teolisi con conseguente frammentazione. Seibel indica il
siero quale matrice preferibile per il dosaggio dell’'osteo-
calcina22. In caso di campione lipemico, I'OC si puo lega-
re ai lipidi diventando non reattiva immunologicamente,
con riduzione del valore dosato. Nel campione emolisato
gli eritrociti liberano idrolasi in grado di degradare la pro-
teina, dando valori falsamente bassi. E inoltre molto
importante considerare I'instabilita in vitro del’OC. Per la
possibile degradazione in presenza di enzimi proteolitici
nel campione, € necessario separare il siero o plasma
dalla parte corpuscolata e conservare il campione a 4°C
entro un’ora dal prelievo2s; in questo modo il campione &
stabile per sette giorni oppure si pud congelare fino al
momento dell’analisi (-20°C stabile per un mese, a -70°c
per periodi molto lunghi).

Rauchenzauner et coll. hanno visto che osteocalcina,
BAP e CTx presentano una evidente correlazione con I'al-
tezza, il peso ed I'indice di massa corporea, in bambini ed
adolescenti, confermando l'accelerato turnover osseo
durante la crescita e lo sviluppo?26.

La concentrazione ematica dell’'osteocalcina & maggio-
re negli uomini fino a 49 anni rispetto alle donne, con una
differenza statisticamente significativa fino a 44 anni. Nelle
donne che assumono terapia contraccettiva Garnero e coll
hanno trovato una riduzione dei valori dell’OC rispetto al
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gruppo di controllo??, mentre nelle donne in menopausa i
livelli ematici dell’osteocalcina aumentano in maniera con-
sistente. In particolare & stato visto che donne sane in
menopausa da 1 anno presentano concentrazioni signifi-
cativamente piu alte della proteina rispetto a donne in pre-
menopausaZs.

Peptidi terminali del Procollagene di tipo |

| peptidi terminali del Procollagene di tipo | sono i pre-
cursori derivanti dal collagene di tipo I. Nell'osso il collage-
ne di tipo | & sintetizzato dagli osteoblasti in forma di pre-
procollagene. Sebbene i propeptidi del collagene di tipo |
possano provenire da altri tessuti, quali i vasi sanguigni, i
tendini, la cornea, la dentina e la cute il loro turnover & piu
lento di quello osseo, e pertanto contribuiscono molto
poco al pool del pro peptide circolante22.

Dopo la sintesi intracellulare dei tre filamenti della
molecola del pro collagene, il loro assemblaggio e la loro
escrezione, due specifiche endopeptidasi agiscono sulle
porzioni NH,- terminale e COOH-terminale della molecola
determinando la formazione di due peptidi: un peptide
amino-terminale del Procollagene di tipo | (PINP) ed un
peptide carbossi-terminale del Procollagene di tipo |
(PICP). Entrambi i peptidi sono rilasciati in circolo in con-
centrazione equimolari durante la sintesi del collagene e
possono essere considerati marcatori biochimici di forma-
zione ossea?9. Sono entrambi catabolizzati a livello epati-
co ma il PICP viene eliminato dai recettori epatici per il
mannosio, che sono modulati nella loro azione da fattori
ormonali e fattori di crescita, mentre i recettori epatici sca-
venger deputati al catabolismo del PINP non risentono di
fattori esterni. Per tale motivo il PINP riflette piu accurata-
mente la formazione ossea.

La concentrazione sierica dei peptidi amino e carbos-
si-terminale del pro collagene di tipo | puo essere determi-
nata con metodi immunometrici. Alcuni studi hanno
mostrato una buona correlazione fra i livelli sierici di PICP
ed il tasso di formazione ossea30. Tuttavia, mentre la rile-
vanza clinica del PICP nella valutazione delle malattie
ossee € molto dibattuta, la concentrazione ematica del
PINP appare essere di grande utilita diagnostica nel moni-
toraggio delle patologie ossee?22.

MARCATORI DI RIASSORBIMENTO OSSEO
Cross-Links del collagene

Nel collagene vi sono due tipi di legame crociato
(cross-links): i cross-links intramolecolari, tra due catene
della stessa molecola e i cross-links intermolecolari tra
catene attigue3’-33. A questo secondo gruppo appartengo-
no legami riducibili, che diminuiscono di numero nel pro-
gredire del processo di maturazione del collagene, e lega-
mi non riducibili che invece aumentano nel corso dello
stesso processo. Questi ultimi legami contribuiscono ad
aumentare la resistenza meccanica delle fibre con il pro-
gredire dell’eta. Tra i legami non riducibili due forme in par-
ticolare rivestono un ruolo nello studio del rimodellamento
osseo: la piridinolina (idrossilisilpiridinolina; PYD), formata
da tre residui di idrossilisina, e la desossipiridinolina (lisil-
piridinolina; DPD), formata da due residui di idrossilisina e
uno di lisina. Le due forme hanno diversa specificita tissu-
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tale: la PYD & predominante nella cartilagine, ma si trova
anche nell’osso, nei tendini e nel tessuto connettivo dei
vasi sanguigni, la DPD si trova solo nel tessuto osseo e
nella dentina. Ambedue le forme sono assenti nella pelle,
e non sono influenzate dall’apporto dietetico di cibi conte-
nenti collagene. | cross-links del piridinio vengono liberati
in seguito alla degradazione delle fibrille di collagene
maturo che avviene durante la fase di riassorbimento
osseo ad opera degli osteoclasti. Essi passano nel circolo
sanguigno e vengono successivamente eliminati dal rene.
Nelle urine circa il 60% dei cross-links si trova in forma
legata a peptidi di varie dimensioni e per il 40% in forma
libera. La loro determinazione, soprattutto quella della
DPD, é considerata marcatore di attivita osteoclastica. Nel
1978 Fujimoto e coll. caratterizzarono la struttura dei
cross-links del piridinio. Molti metodi sono stati sviluppati
per la determinazione di questi marcatori di riassorbimen-
to, principalmente nell’'urina34-37. Mediante procedura cro-
matografica liquida ad elevate prestazioni (HPLC) & possi-
bile determinare i due legami crociati piridinolina e desos-
sipiridinolina contemporaneamente. | campioni di urina
devono essere preventivamente sottoposti ad idrolisi
acida prima della separazione cromatografica se si vuole
ottenere la determinazione dei cross-links totali, questo
passaggio & necessario al fine di liberare i legami crociati
dai peptidi cui sono legati. Il dosaggio in HPLC, tuttavia,
pur presentando caratteristiche di elevata specificita e
sensibilita analitiche, risulta indaginoso e difficilmente
applicabile in routine. La dimostrazione che misurando
direttamente solo la quota libera di cross-links, evitando
cosi l'idrolisi, si ottengono informazioni sullo stato del rias-
sorbimento osseo simili a quelle ottenute con la misurazio-
ne dei cross-links totali ha portato allo sviluppo di metodi
immunologici diretti per la misurazione della PYD e DPD
libere o solamente della DPD libera. Sono oggi disponibili
in commercio metodi immunometrici RIA, ELISA su piastra
o chemiluminescenti implementati su strumenti automatici.

Telopeptidi amino e carbossi-terminale del
collagene di tipo |

Lo sviluppo di anticorpi in grado di riconoscere alcune
sequenze delle porzioni terminali non-elicoidali del colla-
gene di tipo | ha permesso lo sviluppo di nuovi metodi ana-
litici applicabili nello studio della fase del riassorbimento
0sse038-43, Un anticorpo monoclonale riconosce una spe-
cifica sequenza aminoacidica (QYDGKGVG) della porzio-
ne amino-terminale del collagene | che contiene un’impor-
tante regione di cross-links intermolecolari. Questa
sequenza, conosciuta come telopeptide amino-terminale
del collagene di tipo | o NTX, ¢ liberata in seguito all’attivi-
ta idrolitica della catepsina K prodotta dagli osteoclasti.
Una seconda sequenza peptidica € rappresentata da un
octapeptide (EKAHDGGR) situato nella porzione carbos-
si-terminale delle catene alfal del collagene di tipo I.
Questa porzione di molecola, denominata telopeptide car-
bossi-terminale del collagene di tipo | o CTX, contiene il
40% dei cross-links desossipiridinolinici. Questo octapep-
tode rappresenta il risultato di isomerizzazioni e racemiz-
zazioni post-translazionali di tipo non enzimatico che
avvengono a livello del residuo di acido aspartico contenu-
to nella sequenza. Quindi, in aggiunta alla forma nativa di
tipo alfal, presente nel collagene appena sintetizzato, esi-
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stono potenzialmente tre isomeri presenti negli stadi di
maturazione piu avanzata: la forma isomerizzata conte-
nente beta-aspartato (betal), la forma racemizzata conte-
nente il residuo D-aspartato (alfaD) e la forma isomerizza-
ta/racemizzata betaD. Teoricamente, il rapporto tra la
forma nativa alfal ed ognuna delle altre tre forme potreb-
be rappresentare un indice dell’eta del tessuto osseo da
cui sono rilasciate.

Entrambi i frammenti NTX e CTX, essendo di piccole
dimensioni, vengono filtrati attraverso il glomerulo renale.
Il loro dosaggio pud essere effettuato sia su campioni di
siero che di urina.

Un frammento piu grande dei due precedentemente
descritti & stato misurato nel siero. Si tratta di un frammen-
to idrofobico, relativamente ricco in fenilalanina, sede di
legami intermolecolari tra catene alfa1, situato sulla por-
zione carbossi-terminale del collagene di tipo |, conosciu-
to come ICTP e meglio definito dall'abbreviazione CTX-
MMP. CTX-MMP e CTX, pur derivando dal frammento car-
bossi-terminale del collagene, sono rilasciati, durante la
fase di riassorbimento, da differenti processi enzimatici.
Infatti, 'azione della catepsina K, la maggior proteinasi
prodotta dagli osteoclasti, porta alla formazione di CTX,
mentre il CTX-MMP & prodotto dall’azione di diverse
metalloproteinasi.

Metodi immunologici sono disponibili per la determina-
zione degli epitopi NTX e CTX sia su urina che su siero#4-57.
Alcuni metodi per la determinazione del CTX utilizzano
anticorpi specifici per I'octapeptide contenente un residuo
di acido aspartico beta-isomerizzato. La presenza del
beta-isomero rende questo marcatore piu specifico per il
tessuto osseo, correlando soprattutto con I'eta del tessuto
stesso. | metodi di dosaggio del CTX su siero richiedono
la presenza di una coppia di octapeptidi beta-D-isomeriz-
zati, questo rende la determinazione su siero piu specifica
rispetto a quella su urina che richiede la presenza di un
solo octapeptide.

Fosfatasi acida tartrato resistente

La fosfatasi acida (ACP; EC 3.1.3.2) & costituita da un
gruppo di enzimi che idrolizzano gli esteri fosforici in
ambiente acido%8. La ACP € un enzima ubiquitario e, nelle
cellule, & localizzato prevalentemente nei lisosomi. Con
l'impiego di L-(+)-tartrato € stata rilevata nel siero di sog-
getti sani la presenza di una frazione “tartrato-sensibile” e
di una frazione “tartrato-resistente” (TRACP). La prima
proviene dalla prostata, dai lisosomi di vari tessuti e dalle
piastrine, la frazione “tartrato-resistente” proviene dagli
osteoclasti, dalle cellule di Kupffer del fegato, dai macrofa-
gi degli alveoli polmonari e della milza e dagli eritrociti.
Tramite elettroforesi su gel di poliacrilamide & possibile
identificare cinque bande isoenzimatiche. La banda in
posizione 5 & prevalentemente rappresentata dall’enzima
prodotto dagli osteoclasti. La frazione 5 & a sua volta com-
posta da una isoforma il cui pH ottimale di attivita & 5, desi-
gnata come TRACP 5a, e da una isoforma a pH ottimale
5.8, designata TRACP 5b. Studi sulla composizione bio-
chimica della proteina 5a hanno dimostrato che questa
contiene residui di acido sialico assenti nella forma 5b. Le
caratteristiche chimico fisiche della TRACP purificata dagli
osteoclasti corrispondono alle caratteristiche descritte per

LigandAssay 17 (3) 2012

| marcatori biochimici di rimodellamento osseo:
utilizzo nella pratica clinica

la isoforma 5b, che quindi rappresenta in modo specifico
I'enzima prodotto durante la fase di riassorbimento osseo,
mentre I'origine della forma 5a rimane sconosciutas9-61. La
dimostrazione dell'esistenza nel siero di una isoforma
denominata TRACP 5b, di specifica derivazione ossea, ha
portato allo sviluppo di un metodo cinetico basato sull’uti-
lizzo di inibitori piu specifici e di un metodo immunologico
basato sull'utilizzo di un anticorpo monoclonale specifico
per questa isoforma62-63,

UTILIZZO CLINICO DEI MARCATORI
BIOCHIMICI DI RIMODELLAMENTO OSSEO

La determinazione, nel sangue e nell’'urina, dei prodot-
ti biochimici derivati dall'attivita delle cellule ossee fornisce
informazioni importanti sull’attivita metabolica del tessuto
osseo. Negli ultimi venti anni la scoperta di nuove moleco-
le di derivazione ossea e lo sviluppo di metodi analitici piu
sensibili e specifici ha notevolmente aumentato le capaci-
ta del Laboratorio di evidenziare alterazioni del metaboli-
smo osseo. Un marcatore biochimico ideale deve posse-
dere caratteristiche di elevata specificita tissutale, elevate
sensibilita e specificita clinica, bassa variabilita biologica,
stabilita, deve poter essere misurato con metodi analitici
rapidi, semplici, automatizzati, sufficientemente precisi e
accurati, deve indirizzare la scelta terapeutica ed influire
positivamente sull’esito della patologia. A tutt'oggi non esi-
ste il marcatore ideale che possieda tutte le caratteristiche
sopra elencate, soprattutto un marcatore che possa esse-
re utilizzato in fase diagnostica a causa della sovrapposi-
zione dei valori derivati da soggetti sani e soggetti con
patologia ossea, e di una intrinseca aspecificita nei con-
fronti dell’eziologia dell’alterazione del metabolismo
osseo. Queste molecole sono infatti espressione di un’al-
terazione dell’attivita delle due linee cellulari ossee, osteo-
blasti e osteoclasti, riflettendo I'entita della formazione o
del riassorbimento. La determinazione dei marcatori ossei
pud essere considerata pit come una stima di un rischio
che un marcatore specifico di malattia. Molte sono le pato-
logie primitive o secondarie del tessuto osseo in cui sono
state osservate aumentate concentrazioni di marcatori di
formazione e di marcatori di riassorbimento e numerose
sono le evidenze scientifiche che supportano l'utilizzo di
questi marcatori nella gestione del paziente con patologie
0sseeb4-69. La maggior parte dei dati presenti in letteratura
riguarda l'utilizzo dei marcatori ossei nell'osteoporosi
postmenopausale, condizione ad elevato impatto sociale
sia per la diffusione nella popolazione generale che per
l'importanza della sua piu temibile conseguenza: la frattu-
ra’0-74. Dai numerosi studi sono emerse evidenze che sup-
portano l'utilizzo dei marcatori ossei al fine di predire la
perdita ossea, predire il rischio di frattura e monitorare la
terapia.

Predizione della perdita ossea

In molte situazioni cliniche € importante poter identifi-
care i pazienti con elevata velocita di perdita ossea, condi-
zione predisponente ad un’aumentata fragilita ossea ed ad
un aumentato rischio di frattura. La condizione pit comu-
ne in tal senso & sicuramente rappresentata dal periodo
peri 0 post menopausale precoce nella donna. Le altera-
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zioni tipiche dell’eta involutiva, quando I'entita del riassor-
bimento osteoclastico prevale sulla neoformazione deter-
minando una progressiva seppur lenta perdita di massa
ossea, sono rese piu evidenti nella donna a partire dalla
menopausa a causa del venir meno dell’inibizione dell’at-
tivita osteoclastica esercitata dagli estrogeni. Nella caren-
za estrogenica si osserva, accanto al prevalere del rias-
sorbimento sulla formazione a livello della singola unita di
rimodellamento, un’aumentata frequenza di attivazione
con un incremento del numero delle unita stesse. Tutto cio
puo tradursi in due condizioni molto diverse in termini pro-
gnostici: una condizione di slow losers in cui la perdita di
massa ossea € appunto lenta, ed una condizione di fast
losers in cui la perdita di massa ossea puo arrivare al 2%
per anno nei primi tre anni di menopausa. Le donne cate-
gorizzate come fast losers potrebbero essere candidate
alla terapia anti-riassorbitiva. Numerosi studi hanno sup-
portato l'ipotesi che i valori dei marcatori ossei misurati in
donne allinizio della menopausa possono predire I'entita
della perdita della massa ossea negli anni successivi,
quindi essere di aiuto nella decisione di intraprendere o
meno una terapia antiriassorbitiva, e I'entita del recupero
dopo la terapia stessa75-80.

Predizione del rischio di frattura

La misurazione della densita minerale ossea (BMD)
con tecniche radiologiche o ad ultrasuoni dimostra un’ele-
vata specificita nei confronti della valutazione del rischio di
frattura ma una relativamente bassa sensibilita, cio signifi-
ca che numerosi soggetti che andranno incontro a frattura
non possono essere identificati come soggetti ad alto
rischio dalla sola determinazione della BMD. Cio dipende
dal fatto che il rischio di frattura & determinato non solo
dalla massa ossea al momento della misurazione ma
anche dalla perdita ossea a cui un soggetto andra incon-
tro nel tempo. Dati emergenti da numerosi studi prospetti-
ci hanno rilevato nei marcatori biochimici di rimodellamen-
to osseo una forte potenzialita a predire il rischio di anda-
re incontro a frattures8’-85, |l valore predittivo appare esse-
re indipendente dai valori di massa ossea ottenuti con la
densitometria, dall’eta e dagli altri fattori di rischio di tipo
clinico. In particolare, un aumento dei marcatori oltre i
valori tipici dell’eta premenopausale, considerati di riferi-
mento, si associa ad un rischio doppio di andare incontro
a frattura vertebrale e non vertebrale, in particolare di
femore. Lintegrazione dei molteplici fattori clinici per la
stima del rischio di frattura € possibile grazie ad un algorit-
mo, conosciuto con I'acronimo FRAX, messo a punto nel
2008 da una commissione dell’Organizzazione Mondiale
della Sanita. L'inclusione, in tale algoritmo, della determi-
nazione dei marcatori biochimici porterebbe ad aumentar-
ne la sensibilita clinica.

Monitoraggio della terapia

La densita minerale ossea (BMD) viene misurata attra-
verso tecniche radiografiche tra le quali la piu usata & rap-
presentata dalla assorbimetria a raggi X a doppia energia
(DEXA). La maggior parte dei farmaci antiriassorbitivi uti-
lizzati per la terapia dell’'osteoporosi produce un aumento
significativo della densita minerale ossea evidenziata con
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la DEXA. Tuttavia, per valutare gli effetti della terapia anti-
riassorbitiva con questa procedura & necessario che siano
trascorsi almeno uno-due anni dall'inizio del trattamento
stesso. Inoltre la BMD non fornisce alcuna informazione
circa la velocita del rimodellamento osseo, informazione
che pud essere invece importante al fine della scelta del
trattamento terapeutico piu efficace per il singolo paziente.
La misurazione della BMD pud essere quindi integrata
dalla determinazione dei marcatori biochimici di rimodella-
mento osseo. L'indicazione piu convalidata all'impiego dei
marcatori ossei riguarda il loro utilizzo nella valutazione
dell’efficacia degli effetti della terapia antiriassorbitiva con
bisfosfonati o con ormoni sostitutivigé-100. Una variazione
significativa dell’efficacia del trattamento terapeutico puo
essere evidenziata con una determinazione dei marcatori
ossei prima e dopo appena 3-6 mesi dall'inizio del tratta-
mento, quindi molti mesi prima di una eventuale migliora-
mento della densita ossea osservata con la DEXA.

In aggiunta all’osteoporosi postmenopausale, i marca-
tori ossei possono essere utilizzati in altre patologie che
coinvolgono il tessuto osseo. L'osteoporosi secondaria
alla terapia cronica con steroidi € un problema clinico
molto importante e diffuso.

| glucocorticoidi sono potenti agenti osteopenici.
L’'eccesso di glucocorticoidi, sia endogeni che iatrogeni,
sbilancia il processo di rimodellamento inibendo seletti-
vamente la proliferazione degli osteoblasti e potenziando
gli effetti riassorbitivi del paratormone. Individuare i
pazienti con elevato rischio di perdita ossea permette di
associare alla terapia steroidea una terapia anti-riassor-
bitiva101-105. Nel morbo celiaco, una patologia autoim-
muune caratterizzata da atrofia dei villi intestinali e con-
seguente malassorbimento, la presenza di una ridotta
massa ossea & un fenomeno frequente06-110_ || meccani-
smo che sottende la perdita di massa ossea nel morbo
celiaco, anche se non completamente chiarito, viene rite-
nuto multifattoriale ed & stato attribuito sia ad un ridotto
apporto ed assorbimento di calcio e di vitamina D, al
sesso, a deficienza di magnesio ed oligoelementi, non-
ché ad una ridotta attivita fisica ed ad effetti negativi delle
citochine rilasciate dalla flogosi intestinale. In questi
pazienti, si pud valutare il grado di rimodellamento osseo
mediante la determinazione, nel sangue e nell’'urina, dei
prodotti biochimici derivanti dall’attivita delle cellule
osteoclastiche ed osteoblastiche. Il morbo di Paget &
caratterizzato da un aumentato rimodellamento osseo e
conseguente dolore, fratture e deformita ossee. Anche in
questa patologia i marcatori biochimici sia di riassorbi-
mento che di formazione aumentano, soprattutto nelle
forme poliostotiche che coinvolgono piu segmenti
ossei'”-113, La malattia porta ad una alterazione dell’os-
so anche in senso strutturale, rappresentata dalla sosti-
tuzione di normale osso lamellare con tessuto in cui le
fibre di collagene sono distribuite in modo estremamente
irregolare in cui il grado di beta-isomerizzazione del telo-
peptide carbossiterminale € rallentato. In questi pazienti
¢ stato possibile dimostrare che il rapporto tra la forma
nativa di tipo alfalL, presente nel collagene appena sinte-
tizzato, e la forma beta, caratteristica dell'osso maturo, &
aumentato e diminuisce in seguito alla terapia con bisfo-
sfonati.

Il mieloma multiplo & caratterizzato dalla distruzione
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di tessuto osseo conseguente all’attivazione degli osteo-
clasti da parte delle cellule mielomatose, a cui non corri-
sponde un’appropriata attivazione della formazione
ossea essendo gli osteoblasti ridotti sia in termini numeri-
ci che di attivita. In questa patologia i marcatori biochimici
di formazione ossea sono quindi spesso diminuiti, mentre
i marcatori di riassorbimento sono aumentatit14-118.

Nelle patologie tumorali la presenza di metastasi
ossee altera profondamente il rimodellamento osseo. |
marcatori biochimici possono essere utilizzati nella dia-
gnosi delle metastasi, nel monitoraggio della terapia e
nella valutazione prognostica20-122, Principalmente i
marcatori di riassorbimento rispondono alla terapia anti-
riassorbitiva con bisfosfonati ed alla terapia antineopla-
stica e questa risposta sembra essere associata ad una
prognosi piu favorevole.

ASPETTI INTERPRETATIVI, FONTI DI
VARIABILITA’ DEI RISULTATI

Linterpretazione dei risultati di laboratorio deve con-
siderare le potenziali fonti di variabilita di un dato. Anche
nel caso dei marcatori biochimici del rimodellamento
0sseo, la variabilita associata ai risultati delle determina-
zioni pud compromettere il loro utilizzo clinico. Fonti di
variabilita possono derivare dalla fase preanalitica e ana-
litica o dalla biologia stessa del singolo marcatore.
Conoscere e controllare i fattori che contribuiscono a tale
variazione € cruciale per un’interpretazione corretta dei
risultati. La variabilita preanalitica viene condizionata
dalle condizioni di preparazione del paziente (postura,
esercizio fisico, digiuno, etc.), dalle modalita’ di raccolta
e trattamento del campione biologico (anticoagulanti, aci-
dificanti, etc.), dalle modalita di conservazione del cam-
pione biologico (temperatura, esposizione alla luce),
dalla presenza di emolisi?23-128,

Condizioni preanalitiche che provocano alterazioni
importanti nei risultati sono per esempio I'utilizzo di sieri
emolisati o lipemici per la determinazione dell’'osteocalci-
na, o, per la determinazione dei cross-links del piridinio, la
determinazione su campioni di urina esposti alla luce ultra-
violetta, ottenendo, nel primo caso, valori falsamente ele-
vati e nel secondo caso risultati falsamente diminuiti.

Nell’ambito dei marcatori biochimici di rimodellamen-
to osseo, la variabilita analitica rappresenta ancor oggi
un problema irrisolto. In molti casi (fosfatasi alcalina
ossea, osteocalcina, cross-links del piridinio) esistono in
commercio metodi diversi per la determinazione dello
stesso analita. Per il dosaggio della fosfatasi alcalina
ossea sono fonti di variabilita analitica la diversa immu-
noreattivita’ delle isoforme, la potenziale reattivita’ cro-
ciata con la ALP epatica nei metodi immunoassistiti, la
possibilita di coprecipitazione della forma biliare e della
forma epatica, nel metodo di precipitazione con lectina.
Per l'osteocalcina bisogna considerare la tipologia del
metodo immunochimico (competitivo o non competitivo),
la tipologia degli anticorpi (policlonali o monoclonali), la
specificita’ degli anticorpi (molecola intatta o frammenti),
la fonte dei calibratori (bovina o umana); per i cross-links
del piridinio la specificita’ degli anticorpi verso la PYD o
la DPD, l'idrolisi del campione prima della determinazio-
ne per dosare tutte le molecole, libere e legate.
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| vari metodi utilizzano standard per la calibrazione di
diversa provenienza, gli anticorpi utilizzati nei metodi
immunochimici rilevano molecole antigenicamente diver-
se, tutto cid porta ad una estrema variabilita dei risultati
ottenuti da laboratori diversi per lo stesso marcatore e
questo oltre a rendere difficile la comparazione dei dati
sui singoli pazienti, rende impossibile paragonare i risul-
tati ottenuti dai molti studi presenti in letteratura sull’uti-
lizzo dei marcatori biochimici nelle diverse patologie
ossee. Da qui la necessita di implementare rigorose stra-
tegie di standardizzazione delle varie metodiche e di ren-
dere disponibili ai laboratori programmi di valutazione
esterna della qualita rivolti specificatamente a controllare
'accuratezza e I'imprecisione.

Ulteriore fonte di variabilita dei risultati deriva dalla
variabilita biologica'29-134. In termini generali si definisce
variabilita biologica quella variabilita di tutti i parametri
biologici originata da meccanismi omeostatici che provo-
cano fluttuazioni fisiologiche all'interno di ogni individuo
(CV)), e tra gli individui (CVg). La variabilita biologica &
quantificabile ma non pud essere ridotta ne tantomeno
annullata. La conoscenza di quanto questo tipo di varia-
bilita possa influire sul risultato della determinazione di
un analita ha molta importanza per l'interpretazione del
risultato stesso. Gli obiettivi analitici, la differenza critica
(DC), ovvero la differenza in percentuale necessaria affin-
ché due determinazioni consecutive nello stesso indivi-
duo possano essere considerate significativamente diver-
se tra loro, 'indice di individualita (II) dato dal rapporto tra
CV, e CVg, rappresentante la stima dell'individualita della
variazione biologica, che fornisce indicazioni sull’utilita o
meno dell’'uso dei tradizionali limiti di riferimento, la defi-
nizione del campione biologico ottimale sono tutte infor-
mazioni fondamentali derivabili in maniera oggettiva uni-
camente attraverso la sua conoscenza. La tabella 3
mostra i dati relativi alla variabilita biologica, ed agli indici
da essa derivati, calcolata per i principali marcatori sierici
ed urinari. | dati sulla variabilita biologica consentono di
rispondere oggettivamente a molti quesiti, permettendo di
orientarsi, a parita di caratteristiche fisiopatologiche,
verso il marcatore che associa migliore praticita e piu

Tabella 3
Variabilita’ Biologica

CVy, % CVg, % CD, %
Marcatori di
formazione ossea
S-Fosfatasi alcalina ossea 6.6 35.6 20
S-Osteocalcina 21 30.9 29
Marcatori di
riassorbimento osseo
S-TRACP 10.8 133 35
S-p CTX 16.7 403 51
U-p CTX 245 30.9 70
U-NTx 14.7 26.9 44
U-DPD totale 23.5 26.0 70
U-DPD libera 13.1 26.0 40
U-PYD libera 18.6 24.8 57
S= siero; U=urina
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bassa variabilita. Tutti i marcatori ossei considerati, sia
sierici che urinari, possiedono un’elevata variabilita biolo-
gica, tale situazione non consente I'impiego di un marca-
tore biochimico nello screeening, mentre consente di
monitorare eventuali variazioni nel singolo individuo,
soprattutto in corso di trattamento farmacologico applican-
do per la valutazione del’andamento dei risultati la: DC.
Molti studi hanno dimostrato I'esistenza di un marcato
ritmo circadiano, con importanti variazioni nell’arco della
giornata della concentrazione sia dei marcatori determi-
nati su siero che di quelli determinati su campioni di urina.
Questo fenomeno rende fondamentale valutare attenta-
mente il tempo a cui viene raccolto il campione biologico
per la determinazione, ponendo particolare attenzione
affinché nel paziente in monitoraggio prelievi in tempi suc-
cessivi vengano sempre effettuati nello stesso momento
del giorno.

I marcatori biochimici di rimodellamento osseo offrono
molti vantaggi nella pratica clinica. Non prevedono proce-
dure invasive sul paziente, in quanto sono determinati su
campioni biologici facilmente reperibili, possono essere
ripetuti piu volte nel tempo, le loro variazioni sono rileva-
bili in tempi brevi, a permettere un tempestivo intervento
quale la sospensione di un farmaco o meglio ad incorag-
giare il paziente nel proseguimento della terapia. Tuttavia,
per un loro corretto utilizzo, vanno attentamente conside-
rate tutte le possibile cause di variabilita dei risultati.
E’inoltre necessario implementare rigorose strategie di
standardizzazione, programmi di valutazione esterna
della qualita dei metodi analitici e definire intervalli di rife-
rimento specifici per sesso ed eta'35-139. Molte delle attua-
li conoscenze sull'applicazione clinica di questi marcatori
vengono da studi clinici sulla terapia dell’osteoporosi il cui
obiettivo principale é rappresentato dagli effetti della tera-
pia stessa sulla densita minerale ossea. Sono necessari,
per una piu larga diffusione nella pratica clinica, studi che
valutino la relazione diretta tra le concentrazioni dei mar-
catori biochimici e I'incidenza di frattura che rappresenta
senza dubbio la conseguenza piu temibile delle alterazio-
ne del rimodellamento osseo. Utilizzati insieme alla valu-
tazione clinica del paziente e alle tecniche d'immagine, i
marcatori biochimici di rimodellamento osseo rivestono
comunque un ruolo importante nella valutazione delle
patologie metaboliche del tessuto osseo e, se applicati ed
interpretati correttamente, rappresentano un’importante
strumento sia nella fase diagnostica che nella fase tera-
peutica della gestione del singolo paziente.
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