Riv. It. Ost. Gin. - Vol. 5 - Genetica dell’osteoporosi M. L. Brandi et al. pag.257

GENETICA DELLOSTEOPOROSI

Silvia Carbonell Sala, Laura Masi, Alberto Falchetti, Francesca Marini,
Maria Luisa Brandi

Dipartimento di Medicina InternaUniversita degli Studi di Firenze - Firenze e DEGENE s. r. |

Indlirizzo per corrispondenza: Prof.ssa Maria Luisa Brandi

Dipartimento di Medicina Interna - Universita degli Studi di Firenze

Viale Pieraccini, 6 - 50139 Firenze

tel: +39 055 4296586; fax: +39 055 2337867; e-mail: m.brandi@dmi.unifi.it

ABSTRACT

Osteoporosis is a skeletal chronic multifactorial disease, characterised by abnormal low bone mass and microarchitectural deterioration of bone tissue.
This disorder, present in both sexes, related to environmental and genetic factors, is becoming a major public health problem in most developed
Countries. It presents a polygenic pattern of inheritance that complicates identification of disease genes (cytokines, calciotropic hormones, sex hor-
mones and their receptors, bone matrix proteins, genes involved on estrogenic metabolism...). It’s possible to identify associations between allelic poly-
morphisms, in genes involved in bone remodelling, and disease phenotype in population-based studies and case-control studies; giving us promising
data for an earlier identification of Osteoporosis susceptibility and fracture risk. Preventive therapy could be targeted to patients at greatest osteoporo-
sis risk, before fractures have occurred. Genetic polymorphisms begin to be also used to predict drug response. New era of pharmacogenetics represents
an interesting prospective to identify potentially individuals to receive customised treatments.
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RIASSUNTO

LOsteoporosi ¢ un disordine multifattoriale dello scheletro, caratterizzato da riduzione della massa ossea e deterioramento microarchitetturale dell’os-
so. Colpisce entrambi i sessi, e correla con fattori genetici ed ambientali. invecchiamento della popolazione, la rende uno dei maggiori problemi di
salute pubblica nei paesi occidentali. Presenta ereditarietd poligenica complicando 'identificazione dei geni coinvolti nella malattia (citochine, ormoni
calciotropici, ormoni sessuali e loro recettori, proteine della matrice ossea, geni del metabolismo estrogenico...). E possibile evidenziare eventuali asso-
ciazioni tra polimorfismi allelici dei geni coinvolti nel rimodellamento osseo e fenotipo della patologia in studi di popolazione e studi caso-controllo,
che forniscono dati per una precoce identificazione della suscettibilita all’ Osteoporosi e al rischio di frattura. La prevenzione pud essere cosi condotta
sui pazienti ad alto rischio, prima che avvenga la frattura. I polimorfismi genetici cominciano ad essere utilizzati anche per predire la risposta ai far-
maci. La nuova era della farmacogenetica rappresenta un’interessante prospettiva per identificare i potenziali soggetti adatti a ricevere trattamenti indi-
viduali.

Parole chiave: Disordine multifattoriale, Osteoporosi, Geni candidati.

INTRODUZIONE Figura 1. Fattori di rischio ambientale.
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viene normalmente considerata una patologia  poligenica.
Lidentificazione di geni di suscettibilita all'Osteoporosi (geni candidati)
contribuird, a lungo termine, a capire la biologia molecolare della varia-
zione normale nella forza dell’osso aiutando notevolmente nella preven-
zione delle fratture. La massa ossea presenta nei vari distretti scheletrici
una larga variabilitd all'interno della popolazione normale, questa varia-
zione ¢ incrementata dalle differenze di etd, sesso ed etnia. Per predire il
rischio di frattura, viene misurata la BMD tramite DXA, nei siti schele-
trici a pitt alta incidenza di frattura quali collo del femore e vertebre lom-
bari. Valori di BMD inferiori a —2,5 SD indicano Osteoporosi. Anche se
la valutazione della BMD ¢ soggetta ad imprecisioni dipendenti da fat-
tori tecnici, ¢ la metodica maggiormente utilizzata per la valutazione del
fenotipo osteoporotico nella ricerca dei geni di suscettibilitd. I polimor-
fismi piti comuni probabilmente influenzano la normale variazione nella
massa e struttura dell’osso, motivo per cui, la BMD e la presenza o meno
di fratture sono i tratti rispettivamente quantitativi e qualitativi, utiliz-
zati nella ricerca dei geni candidati. Diversi studi di associazione tra poli-
morfismi allelici e QTL evidenziano tra i possibili geni candidati quelli

coinvolti nel rimodellamento osseo (Tabella I).

TABELLA 1. Possibili geni coinvolti nel rimodellamento osseo e
loro funzione

Geni Candidat Funzione

Ormoni calciotropici, sessuali ¢ i loro

recettori:

Recettore della Vitamina D (VDR) Omeostasi del calcio ¢ fosfato, Regolazione

dell’antivitd osteoclastica ed osteoblastica,

Ormone Paratiroideo e Recettore ormone
Paratiroideo (FTH ¢ PTHR1)

Omeostasi del calcio. Regolazione dell’attivita
osteoclastica ed osteoblastica.

Recettori Estrogenici (ERalpha ¢ ERbeta) Controllo del rimodellamento osseo.
Calcitonina ¢ Recettore Caleitonina (CT e CTR) Funzione degli osteoclasti.

Gene Aromatasi (CYP19) Codifica per I"Aromatasi, enzima che catalizza

lac di in 2

Recettore Androgenico (AR) Funzione degli osteoblasti,
Citochine , fattori di crescita e loro recettori:
Citochine (Interleuchina-6) Attivita degli osteoclasti.

Gene Transforming growth factor beta-1 Attivita degli osteoblasti ed osteoclasti.

(TGFbeta-1)

Gene Insulin-like Growth Factor (IGF-1) Stimola la proliferazione ¢ inzione dei

condrociti,
Proteine di sintesi della matrice ossea:

Geni del collageno (COLI-A1 and COLI-A2) Codificano per il collageno, proteina che

forma parte della matrice organica dell’osso.

Famiglia delle Bone Morphogenetic Proteins
(BMPs) (BMP-7 or OP-1)

Morfogenesi dell’osso, regolazione del calcio
ed omeostasi dell’osso.

Altre:

Low density lipoprotein receptor-related protein 5 Regola la proliferazione degli osteoblasti e la
(LRPS) formazione dell"osso

Regola la formazione, differenziazione ed
attivazione degli osteoclasti.

Sistema Receptor activator of nuclear factor-
kappaB (RANK)YRANK ligand
(RANKLYOsteoprotegerin (OPG)

Metilnetetraidrofolato reduttasi (MTHFR) Coinvolta nella sintesi del collageno.

Bone morphogenetic protein 2 (BMP2) Stimola la differenziazione e/o Mattivitd degli

osteoclasti,

GENETICA DELLCOSTEOPOROSI

Losteoporosi ¢ una patologia cronica multifattoriale, alla cui patoge-
nesi concorrono cio¢ vari fattori genetici ed ambientali. I fattori gene-
tici sono rappresentati dal pool di geni che regolano I'espressione dei
caratteri legati allo sviluppo della patologia (massa ¢ microarchitettu-
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ra ossea). I fattori ambientali comprendono abitudini alimentari
(introito di calcio e vitamina D), consumo di alcool, tabacco e caffe,
attivitd fisica, assunzione di farmaci che interferiscono con il metabo-
lismo fosfo-calcico ed esercitano soprattutto un effetto selettivo sulle
caratteristiche genetiche dell'individuo. Infatti, nonostante siano evi-
denti diverse influenze ambientali su determinazione e mantenimen-
to della BMD, studi su gemelli e famiglie osteoporotiche indicano che
il contributo genetico alla patogenesi dell’osteoporosi ¢ responsabile
del 50-80% della variabilita interindividuale della BMD (2-6).
Diversi approcci genetici consentono di studiare e capire i disordini
multifattoriali: analisi di linkage, allele sharing in sib pairs, studi dei
geni candidati e incroci tra cavie di laboratorio (6). Differenze etniche
nella BMD e nel turnover osseo evidenziano I'importanza dei fattori
genetici nella patogenesi dell’osteoporosi. Le donne di colore hanno
una BMD pil alta ed una minore incidenza di Osteoporosi rispetto
alle donne bianche a parita di etd, peso, altezza, introito di calcio ed
attivitd fisica. La popolazione caucasica e quella asiatica presentano
inoltre un maggiore rischio di fratture. Queste variazioni di inciden-
za dell’osteoporosi tra le diverse etnie possono essere legate a fattori
ambientali ma possono anche riflettere differenze genetiche ereditarie.
Studi condotti su gruppi familiari hanno confermato I'esistenza di un
contributo genetico alla patogenesi dell’osteoporosi, dimostrando una
correlazione nella BMD tra madri e figlie in particolar modo a livello
vertebrale (7, 8). Se confrontate con donne della stessa fascia d’eta, le
figlie di donne osteoporotiche hanno una ridotta BMD ed un incre-
mentato rischio di frattura dopo la menopausa (7). Un contributo
fondamentale per valutare I'influenza dei geni e dell’ambiente sulla
variabilita fenotipica della BMD e sullo sviluppo dell’osteoporosi lo
hanno fornito studi sui gemelli mono- e dizigoti. Mentre nei dizigoti
le differenze nella BMD possono essere dovute sia a fattori genetici
che ambientali, nei monozigoti le differenze nella BMD sono attri-
buibili esclusivamente a fattori ambientali. Questi studi hanno dimo-
strato un’alta concordanza nella BMD e nei valori di osteocalcina nei
monozigoti rispetto ai dizigoti confermando fortemente la rilevante
influenza genetica sul metabolismo osseo (2, 3, 7-10). Molto impor-
tanti sono anche gli studi volti alla ricerca di un’associazione tra feno-
tipo patologico e markers genetici polimorfici nei soggetti affetti e
non affetti di una popolazione sottoposta ad analisi. Per I'osteoporosi
le caratteristiche principali da valutare sono la bassa BMD e le frattu-
re. In questi studi possiamo riscontrare un’associazione positiva nel
caso che: I'allele studiato sia la causa della malattia, oppure I'allele non
sia la causa diretta della malattia ma si trovi in linkage disequilibrium
con la causa diretta, oppure I'apparente associazione sia dovuta ad un
artefatto causato da un errato campionamento della popolazione in
esame e/o quella di controllo (fattori confondenti). Alcuni approcci
alternativi poco studiati possono essere gli studi di linkage (11, 12),
transmission disequilibrium test nell’'uomo (13, 14) o QTL mapping
in cavie di lavoratorio (15).

I Geni candidati dell’Osteoporosi

I principali geni candidati per gli studi di associazione sono quelli
implicati nella regolazione del metabolismo osseo (tabella I). Diverse
interazioni genetiche e/o ambientali possono portare allo stesso fenoti-
po osteoporotico; ¢ anche possibile che alcuni individui avendo uno o
pit alleli per la predisposizione alla malattia, e quindi geneticamente a
maggiore rischio per 'Osteoporosi, non diventino mai osteoporotici
(penetranza incompleta) o al contrario, individui che non presentano
alleli di predisposizione possano sviluppare osteoporosi senile causata
da fattori non-genetici (fenocopia).

>
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1. La Vitamina D e il suo recettore (VDR)

La Vitamina D promuove I'assorbimento intestinale e renale del calcio
ed ¢ indispensabile per lo sviluppo ed il mantenimento della massa
ossea. Gli effetti della Vitamina D sono mediati dal suo recettore
nucleare (VDR), che forma un complesso eterodimerico con il recetto-
re dell’acido retinoico ed interagisce con i fattori di trascrizione. VDR
(12q12-14) codifica per una proteina di 427 aminoacidi (aa), che rego-
la il trasporto e 'omeostasi del calcio ed ¢ stato proposto come il locus
a maggior effetto genetico sulla BMD negli studi di associazione
(Figura 2). Sono presenti diversi siti polimorfici nella regione 3’ del

Figura 2. Polimorfismi del gene VDR (Ex.=Esone,
UTR=Untranslated region)
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gene umano VDR identificati dalle endonucleasi di restrizione Taqgl,
Apal, Bsml e EcoRV ed un’altra variante polimorfica, riconosciuta da
Fokl, a livello del presunto codone di inizio della trascrizione nell’eso-
ne 2. Gli alleli vengono rispettivamente chiamati T-t, A-a, B-b, E-e e F-
f: le lettere minuscole identificano la presenza del sito di restrizione e le
lettere maiuscole indicano I'assenza di tale sito. In un campione di
popolazione Australiana ¢ stata evidenziata I'associazione tra le varianti
alleliche BsmlI di VDR e livelli nel siero di osteocalcina, marcatore del
turnover osseo (16) ed anche unassociazione tra i polimorfismi in 3 e
la diminuzione dei valore della BMD in studi su coppie di gemelli e su
donne in postmenopausa non imparentate tra loro. Studi condotti negli
anni successivi hanno dato risultati contrastanti, derivanti forse da un’i-
nadeguata dimensione del campione, dalla presenza di fattori confon-
denti (introito di calcio), e dalle interazioni ambientali. Inoltre, non &
possibile escludere completamente la presenza di un linkage disequili-
brium tra polimorfismi di VDR e altri geni coinvolti nel metabolismo
osseo. Infatti, altri studi mostrano leffetto modulatore di ERalpha su
VDR per la determinazione della BMD, suggerendo anche lesistenza di
una interazione gene-gene (17, 18). Per fare chiarezza, recentemente &
stato realizzato uno studio di meta-analisi che combina 16 studi sepa-
rati confermando I'associazione tra varianti alleliche di Bsml e variazio-
ne dei valori della BMD, sebbene I'analisi abbia mostrato un’associa-
zione pit debole di quella descritta in origine (19). Dato che i poli-
morfismi presenti nella regione 3’ di VDR non codificano per aa diver-
si nella proteina come possiamo correlare queste varianti alleliche a dif-
ferenze funzionali del recettore? Alcuni studi hanno mostrato che i poli-
morfismi prima descritti non influenzano 'abbondanza dellmRNA
(20). 1l polimorfismo FokI (21), genera una proteina con lunghezza
diversa: il genotipo FF (forma corta) provoca un aumento dell’attiva-
zione della trascrizione (22). Il genotipo ff ¢ stato associato ad una bassa
BMD lombare in donne Ispano-Americane in etd postmenopausale,
Giapponesi, Nordamericane e Italiane, ma non in donne Francesi e
Svizzere (21-26). Questi dati contrastanti possono derivare da differen-
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ze etniche e di etd tra i diversi gruppi studiati. Anche i fattori ambien-
tali, come I'assunzione di calcio giornaliero, possono modulare gli effet-
ti dei genotipi di FokI sulla BMD. I risultati ottenuti da tutti questi
studi di associazione mostrano come i polimorfismi di VDR da soli non
siano marcatori genetici utili per assegnare il rischio di Osteoporosi,
sebbene risultino molto utili per spiegare la variabilita della BMD osser-
vata nella popolazione. Per questo & stato eseguito uno studio di meta-
analisi con i dati ottenuti sui polimorfismi di VDR con l'obiettivo di
stimare le frequenze aplotipiche, determinare il linkage disequilibrium
e stimare il grado di associazione tra aplotipi e osteoporosi/BMD (27).
Dai risultati emerge che l'aplotipo pilt comune, nonostante la prove-
nienza etnica, ¢ baT, seguito da BAt e bAT nella popolazione caucasica,
e bAT e BaT in quelle asiatiche, indicando un forte linkage disequili-
brium tra i polimorfismi Bsml e Tagl. Queste osservazioni dimostrano
I'importanza dell’utilizzo degli aplotipi piuttosto che dei singoli poli-
morfismi. Anche in questo caso, non ¢ stata trovata una correlazione
significativa tra osteoporosi e i polimorfismi di VDR, ma emerge il dato
di rilevante associazione tra gli aplotipi Bat e BAt.

2. Estrogeni e Recettori degli Estrogeni

Gli estrogeni sono indispensabili per 'acquisizione del picco di massa
ossea in entrambi i sessi e per il suo mantenimento negli adulti.
Condizioni patologiche associate ad un deficit prematuro degli estro-
geni accelerano la perdita della massa ossea. Il deficit estrogenico ¢ la
causa principale d’Osteoporosi postmenopausale e gioca un ruolo
importante anche nell’Osteoporosi senile, causando in entrambi i casi
una maggiore incidenza di fratture dovute alla fragilica delle ossa. Le
due isoforme del recettore estrogenico (ER-beta e ER-alpha) sono
codificate da due geni diversi con distribuzione tessuto specifica e
hanno capacita diverse nel legare il ligando (estrogeni ed antiestroge-
ni) e nell’attivazione della trascrizione dei geni bersaglio. Diverse
osservazioni mostrano il coinvolgimento di questi recettori nella
determinazione della BMD in entrambi i sessi. Un paziente maschio
portatore di fenotipo osteoporotico ¢ stato associato a una mutazione
in omozigosi inattivante ER-alpha (28). Anche studi eseguiti su topi
knockout mostrano come i topi knockout per ER-alpha presentino
una BMD piu bassa di quella dei topi knockout per ER-beta, soste-
nendo lipotesi che ER-alpha sia un indicatore migliore del rischio
osteoporotico. E accettabile pensare che le varianti alleliche piti comu-
ni di ER-alpha, presenti nella popolazione, possano causare risposte
interindividuali diverse agli estrogeni.

Nel gene ER-alpha (6q25) sono stati descritti diversi polimorfismi, ma
tutti gli studi di associazione si focalizzano su 3 di essi (Figura 3): due

Figura 3. Polimorfismi del gene ER-alpha

4 (CA)n Repeats
Codone 160 9 Alle

TN

3'

S

CCCECE

Pvull {Pip) Codone 325
TA)n Repeats  rermee
Uy i anll - TR 9 bp
17 Al [T Xbal (Ala)
Codone 87

Codone 303




Genetica dell osteoporosi - pp. 251/258

nell’introne 1 (riconosciuti da Pvull e Xbal e chiamati rispettivamente
P-p e X-x, in base alla presenza o assenza del sito di restrizione) e un
terzo nel promotore (polimorfismo a numero variabile di ripetizioni
TA). Questi tre polimorfismi sono stati associati alla BMD nelle donne
Giapponesi (29, 30): I'aplotipo Px in omozigosi e 12 ripetizioni TA
mostrano un maggiore rischio di Osteoporosi e una BMD pit bassa.
Tuttavia, studi simili su altre popolazioni hanno mostrato risultati con-
trastanti (17, 31, 32). Uno studio su grossa coorte di donne italiane in
postmenopausa (33), ha mostrato un forte linkage disequilibrium tra i
due polimorfismi intronici: elevata frequenza degli apolotipi PX e px
nella popolazione Caucasica, mentre I'aplotipo Px risulta molto raro.
Nella popolazione Caucasica ¢ 'aplotipo px, mentre in quella Asiatica
quello Px, a correlare con 'aumentato rischio di Osteoporosi. Le diffe-
renze etniche possono spiegare solo in parte questa diversita e non pos-
siamo escludere la modulazione di ER-alpha da parte di varianti alleli-
che presenti in altri geni. Inoltre, ¢ stato riscontrato un forte linkage tra
Iaplotipo px ed il basso numero di ripetizioni (TA)n ed un’elevata cor-
relazione tra basso numero di ripetizioni (TA<15) e valori pitt bassi di
BMD/alta incidenza di fratture vertebrali. Questa associazione ¢ con-
fermata anche da due studi su popolazioni Americana e Danese (34,
35), ma non da uno studio su popolazione Scozzese che sembra asso-
ciare un alto numero di ripetizioni (almeno TA=26) con bassi valori di
BMD a livello delle vertebre lombari (36). Il meccanismo molecolare
coinvolto nella variazione della BMD in base al numero di ripetizioni
non ¢ ancora chiaro, ma la localizzazione di questo polimorfismo nella
zona tra i promotori A e B di ER-alpha lascia ipotizzare che il numero
diverso di ripetizioni TA abbia effetti fisiologici sul promotore e sulla
trascrizione del mRNA. Per sopperire ai problemi generati da campio-
namenti inadeguati, ¢ stato eseguito un lavoro di meta-analisi, pubbli-
cato recentemente (37) dal gruppo GENOMOS (Genetic Markers for
Osteoporosis), che ha raggruppato e analizzato i tre polimorfismi di
ER-alpha su un’ampia casistica (18.917 individui). Da questo studio
emerge che non esiste correlazione statisticamente significativa tra i
polimorfismi di ER-alpha e la BMD. Per contro, ¢ stata trovata un’as-
sociazione tra il polimorfismo Xbal e il rischio di frattura. Xbal sem-
brerebbe determinare il rischio di frattura attraverso un meccanismo
BMD-indipendente.

Un'ulteriore e promettente applicazione dello studio di tali polimorfi-
smi potra derivare dalle loro implicazioni farmacogenetiche e dalla pos-
sibilitd quindi di fornire una migliore strategia terapeutica. Tuttavia,
con i dati a disposizione non possono essere formulate terapie farmaco-
logiche derivanti da screening di tipo farmacogenomico.

3. Geni del Collageno

Il collageno di tipo I ¢ il maggiore componente organico (90%) della
matrice ossea. I geni codificanti il procollageno di tipo I sono il gene
COLIA-1 (17q21.3-g22.1) e COLIA-2 (7q22.1). A causa dell'impor-
tanza di questa proteina, entrambi i geni codificanti sono stati conside-
rati geni candidati per la determinazione della massa ossea. Uno studio
realizzato su donne inglesi in postmenopausa ha mostrato I'associazio-
ne del polimorfismo G/T localizzato nell'introne 1 di COLIA-1 con la
BMD e il rischio di fratcura (38). Studi successivi utilizzando campio-
namenti maggiori ed eseguiti su popolazioni diverse sembrano confer-
mare questo dato (39, 40). Il meccanismo molecolare che causa I'asso-
ciazione tra polimorfismo ¢ BMD non ¢ ancora chiaro. Lallele sfavore-
vole (variante T, arbitrariamente chiamato allele “s”) modifica il sito di
riconoscimento del dominio di legame del fattore di trascrizione Spl,
forse modulando la trascrizione di tale gene. Tali studi evidenziano la
mancanza di associazione tra gli alleli Sp1 e la BMD mentre associano
tale polimorfismo con le fratture vertebrali, suggerendo un effetto del
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polimorfismo sulla “qualitd” dell’osso non associato direttamente con la
BMD. Per chiarire 'associazione tra il polimorfismo Spl e BMD/frat-
ture osteoporotiche ¢ stata effettuata una meta-analisi di 26 studi indi-
pendenti per un totale di 7849 individui (41). Questo studio ha evi-
denziato un’associazione significativa tra il genotipo “Ss” e valori bassi
di BMD; e tra genotipo “ss” e valori bassi di BMD a livello lombare.
Nel caso delle fratture osteoporotiche ¢ stato riscontrato un aumento
del rischio di fratture vertebrali per entrambi i genotipi “Ss” e “ss”, men-
tre il rischio di fratture non vertebrali non ¢ correlato al genotipo
COLIA-1 (bisogna ricordare che sono presenti pochi studi sulle frattu-
re non vertebrali). Concludendo, possiamo dire che il polimorfismo
Spl ¢ dunque associato alla variazione della BMD ed al rischio di frat-
ture, in particolare quelle vertebrali. Inoltre, esistono differenze etniche
nella distribuzione del polimorfismo Spl, che risulta molto comune
nelle popolazioni Caucasiche, meno comune in quelle Africane e raro
in quelle Asiatiche (42). Tutt'oggi non ¢ ancora chiaro il meccanismo
che porta alla rapida demineralizzazione nei portatori dell’allele “s”.
Studi eseguiti su osteoblasti con genotipo opposto mostrano un aumen-
to dell’affinita di legame dell’allele “s” per la proteina Sp1, portando ad
una maggiore abbondanza di trascritti primari di RNA di quelli otte-
nuti dall’allele “S” negli eterozigoti “Ss”. 1l collageno prodotto dagl’in-
dividui “Ss” presenta una proporzione maggiore di messaggero di
COLIA-1 rispetto a COLIA-2. Infine, ¢ stato osservato che la resisten-
za dell’osso derivato dagli individui “Ss” & minore rispetto a quella otte-
nuta dall’osso derivato da individui “SS”. Quindi il polimorfismo Sp1
puo essere ritenuto una variante funzionale che predispone all’osteopo-
rosi attraverso meccanismi che portano a cambiamenti nella massa ossea
e nella qualita dell’'osso (43).

4. Gene per I’Aromatasi (CYP19)

Il complesso dell’aromatasi-citocromo P450 catalizza la conversione
degli androgeni ad estrogeni. Lespressione dellmRNA e lattivita
enzimatica dell’aromatasi sono state entrambe dimostrate in colture di
osteoblasti umani, suggerendo che gli estrogeni siano prodotti local-
mente nell’osso. Laromatasi ¢ codificato da CYP19 (15q21.1) (Figura
4) e Pespressione tessuto-specifica di isoforme diverse ¢ dovuta all’uso
di promotori diversi ed a splicing alternativi. Mutazioni inattivanti
CYP19 sono associate, in entrambi i sessi, con un aumentato turno-
ver osseo e con un decremento della BMD. Sono noti vari polimorfi-
smi di CYP19 coinvolti nella regolazione dell’attivita dell’aromatasi
attraverso la stabilizzazione del’'mRNA, I'aumento della trascrizione o
la regolazione post-traduzionale dell’espressione. Tra questi vi ¢ un
polimorfismo C>T (regione 3’ non tradotta) e uno rappresentato

Figura 4. Gene umano CYP 19 (15q21.2) e localizzazione del
polimorfismo (TTTA)n
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dalla ripetizione del tetranucleotide (TTTA)n (introne 4). Tuttavia, i
dati sull’effetto di tali polimorfismi sull’osso sono ancora piuttosto
scarsi. Uno studio su donne italiane in postmenopausa ha evidenzia-
to che l'allele (TTTA)12 ¢ il pitt comune nelle donne non osteoporo-
tiche, suggerendo una sua possibile azione protettiva (44). Inoltre, le
donne con un pit alto numero di ripetizioni (T'TTA) >11 mostrano
una BMD lombare piu alta delle donne con un basso numero di ripe-
tizioni, (TTTA)8-11. Dati confermati anche per individui di sesso
maschile. Inoltre, fibroblasti in vitro di soggetti con fenotipo ad alto
numero di TTTA mostrano una attivita aromatasica pil elevata
rispetto alle cellule di soggetti con genotipo opposto (45).

5. Gene per Insulin-like Growth Factor I (IGF-I)

IGF-I & un fattore di crescita coinvolto nella determinazione della
massa ossea che stimola la proliferazione e differenziazione dei condro-
citi. E inoltre, un controllore importantissimo dei componenti minera-
li essenziali dell’osso (calcio e fosfato). IGF-I esercita un effetto sulla
BMD durante la fase di crescita ed in eta adulta, aumentando la sinte-
si di collageno di tipo I e osteocalcina, stimolando l'attivita della fosfa-
tasi alcalina, determinando una proliferazione e differenziazione degli
osteoblasti. Lallele (CA)192 in omozigosi del polimorfismo microsatel-
litare (CA)n repeat (regione del promotore) ¢ risultato associato a bassi
livelli serici di IGF-I in uomini con osteoporosi idiomatica ¢ a bassi
livelli serici di IGF-I in ragazzi e ragazze in eta prepuberale (46).
Tuttavia, malgrado il chiaro ruolo di questo ormone nello sviluppo e
mantenimento del picco di massa ossea, tali dati non sono stati confer-
mati in donne giapponesi in postmenopausa (47), adolescenti caucasici
(maschi e femmine) (48), e giovani maschi adulti (49). Quindi, tale
polimorfismo richiede ulteriori studi per valutare se possa essere consi-

derato un marcatore di suscettibilita per il rischio di osteoporosi.

6. Gene per Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 5
(LRPS)

LRP5 (11q12-13) codifica per una proteina transmembrana, apparte-
nente alla famiglia dei recettori per le LDL, che regola la proliferazio-
ne degli osteoblasti e la formazione dell’osso. Topi knockout per LRP5
mostrano un deficit nella formazione dell’osso e sono soggetti a frattu-
re spontanee (50). LRP5 ¢ un importante modulatore genetico della
BMD: mutazioni su LRP5 comportano una perdita di funzionalita del
gene, causando Osteoporosi-pseudoglioma (51) caratterizzata da bassa
BMD, fratture spontance e cecitd; viceversa mutazioni implicanti un
aumento della funzionalita del gene causano una sindrome autosomi-
ca dominante caratterizzata da elevata massa ossea. Si conosce ancora
poco l'influenza delle variante alleliche di tale gene sul fenotipo osseo.
Recentemente, studi di associazione hanno mostrato una correlazione
significativa tra i polimorfismi di questo gene (V667M, A1330V e
C171346A) e la BMD (52-54). Al momento non ¢ chiaro se questi
polimorfismi possano alterare la funzionalita e/o 'espressione della
proteina LRP5. Saranno necessari test in vitro per valutare la valenza
di tali polimorfismi sul funzionamento di LRP5 o per scoprire se si
trovano in linkage disequilibrium con altre varianti alleliche ad effetto
regolatorio. Uno studio condotto su popolazione Caucasica ha mostra-
to una significativa associazione tra polimorfismo V667M, contenuto
minerale osseo (BMC) a livello della spina lombare e statura (55). I
portatori dell’allele A presentano un basso BMC. Nei maschi adulti
tale polimorfismo ¢ responsabile di circa il 15% della variabilita feno-
tipica; quindi alcuni fattori sesso-specifici o alcune varianti all’eliche
sui cromosomi X ed Y potrebbero direttamente od indirettamente
influenzare I'azione di LRP5 sul fenotipo osseo. Pili recentemente &
stata evidenziata una correlazione positiva di questo polimorfismo con
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la BMD e con il BMC in una popolazione di individui caucasici (56).
Sempre nella stessa popolazione, la variante allelica T di A1330V ¢
risultata essere associata a: aumento del rischio di sviluppare osteopo-
rosi negli uomini; guadagno di due anni nel raggiungimento del BMC
vertebrale del peso e della statura nei giovani ancora in crescita. Un
altro studio su pazienti britannici ha mostrato una significativa asso-
ciazione tra polimorfismo C171346A ¢ BMD lombare (52), che ¢
risultata essere ancora maggiore analizzando solo i soggetti di sesso
maschile. Percid le varianti alleliche di LRP5 contribuiscono sostan-
zialmente alla determinazione della massa ossea, della statura ed
influenzano l'accrescimento osseo, giocando un ruolo chiave nella
determinazione del picco di massa ossea nelle popolazioni Caucasiche,
candidando LRP5 come un importante gene di suscettibilita per
I'Osteoporosi soprattutto per gli uomini.

7. Altri geni candidati

Studi isolati eseguiti su diversi polimorfismi presenti in altri geni can-
didati sono stati associati alla BMD o al rischio di frattura: Calcitonina
(57) Interleuchina-6 (58), Transforming Growth Factor-beta (59),
Androgen Receptor (34), Osteoprotegerin (OPG) (60, 61), Bone
Morphogenetic Protein 2 (BMP2) (62), Metilnetetraidrofolato
Reduttasi (MTHEFR) (63). Questi risultati hanno comunque bisogno
di ulteriori conferme.

TERAPIA DELLO SHOCK

La genetica comparativa risulta molto utile per individuare i geni coin-
volti nella predisposizione all’osteoporosi. Lutilizzo di cavie di labora-
torio permette strategie di riproduzione che non possono essere ese-
guite negli esseri umani, e ci fornisce i fenotipi per misurare la resi-
stenza dell’osso. Roditori e primati sono i modelli animali maggior-
mente utilizzati per I'identificazione dei geni coinvolti nell’osteoporo-
si (64-66); il topo ¢ quello piu utilizzato in assoluto. Gli animali knoc-
kout aiutano a mappare geni correlati all'osteoporosi ancora scono-
sciuti, favorendone la localizzazione cromosomica, lo studio di asso-
ciazione dei loro polimorfismi con il rischio osteoporotico e lo studio
della loro funzione. I ratti ovariectomizzati (OVX) sono i modelli piu
impiegati negli studi di fisiopatologia, diagnosi e trattamento dell’o-
steoporosi (67). Lovariectomia mima lo stato di menopausa ed induce
sviluppo di Osteoporosi sistemica dello scheletro periferico e assiale.
Purtroppo, gli animali OVX, non presentano associazione con il basso
introito di calcio della dieta o con la somministrazione di corticoeste-
roidi (68, 69). Studi recenti dimostrano che anche la pecora ¢ un
modello molto promettente per gli studi delle patologie scheletriche,
appropriato anche per i nuovi approcci che si propongono di valutare
i biomateriali (68, 69). Anche i modelli cellulari si sono dimostrati
molto utili per studiare la risposta ai vari biomateriali ¢ il confronto tra
condizioni patologiche e sane (70), fornendo interessanti prospettive
future per studiare 'osteoporosi, la diagnosi e la terapia.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Le ultime decadi sono risultate importanti per la comprensione della
complessita della genetica dell’Osteoporosi. La conoscenza delle prin-
cipali vie genetiche coinvolte nella malattia, dei geni con varianti alle-
liche che possono ridurre od incrementare il rischio osteoporotico,
hanno contribuito a chiarire la situazione. Questa malattia colpisce
centinaia di milioni di persone in tutto il mondo per cui bisogna sfor-
zarsi per conoscere le sue cause genetiche e preparare strategie pre-
ventive e trattamenti appropriati. Nuove aree della ricerca, come la
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farmacogenetica, al momento ancora poco utilizzate per i disordini
osteoarticolari, potranno risultare vantaggiose per migliorare i tratta-
menti farmacologici e la qualita di vita degli individui affetti. Infacd,
le donne sane in premenopausa mostrano una risposta diversa al cal-
citriolo in accordo con genotipi specifici del gene VDR e 'importan-
za della risposta estrogenica varia secondo i diversi polimorfismi dei
geni ERa e CYP19 (71). Promettenti applicazioni di alcuni di questi
polimorfismi arrivano dalla farmacogenomica, come ¢ il caso dell’uti-
lizzo della terapia ormonale sostitutiva (TOS). Studi preliminari sul-
I'influenza dei polimorfismi di ER-alpha ed Aromatasi sulla risposta
della BMD in soggetti in menopausa in corso di TOS hanno eviden-

M. L. Brandi et al. pag. 256

rispondono in maniera significativa i soggetti con genotipo ad alto
numero rispetto al genotipo a basso numero di TTTA (72).
Comunque, saranno necessari studi di meta-analisi su grandi popola-
zioni che tengano conto dei vari fattori confondenti. Lapproccio
meta-analitico pud apportare dati utili combinando sistematicamente
risultati ottenuti da vari studi individuali, aumentando cosi la proba-
bilita di evidenziare associazioni, aumentando 'accuratezza dei risul-
tati e chiarendo le possibili cause delle differenze riscontrate tra sin-
goli studi. Infine, la genetica comparativa potra sicuramente aiutare a
capire le varianti funzionali rispetto ad uno specifico background
genetico, in modo da creare nuove strategie di prevenzione e tratta-

ziato la mancanza di correlazione tra BMD rachide lombare ¢ I'im- mento, ¢ di sviluppare nuovi modelli di biomateriali per la terapia

piego di tale terapia. Soggetti con genotipo xx e pp presentano ridot- dell’osteoporosi.

ta risposta alla TOS rispetto a quelli di genotipo opposto, mentre
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