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Osteopontina: un nuovo marker di interessamento osseo in oncologia

Paola Cafforio, Maddalena Campagna, Franco Silvestris
Dipartimento di Medicina Interna e Oncologia, Universita degli Studi di Bari

ABSTRACT
Osteopontin: a new marker of bone involvement in oncology

Osteopontin is a phosphoglycoprotein of bone matrix expressed by a number of cells, in which it activates adhesion,
chemotaxis, and signal transduction by its binding to several biologically active molecules. Also, it may exert both
anti- and pro-inflammatory effects, as demonstrated by its expression on T and NK cells, and macrophages. In bone
physiologic turnover, osteopontin is secreted by osteoblasts in bone matrix and induces chemoattraction of osteo-
clasts by the binding with avp3 integrin, while inhibiting the deposition of new bone tissue by osteoblasts. Several
tumors produce osteopontin for their survival and the protein may be measured at high levels in sera from patients
with skeleton metastases. In particular, in multiple myeloma both cellular expression and solubilization of osteopon-
tin by malignant plasma cells correlate with the extension of osteolytic lesions. Therefore, in some tumors associa-
ted with skeletal devastation, measurement of soluble osteopontin levels may be useful for prognostic evaluations.

RIASSUNTO

L'osteopontina & una fosfoglicoproteina della matrice ossea, espressa da vari tipi di cellule nelle quali attiva adesio-
ne, chemiotassi e trasduzione di segnali legandosi a molecole biologicamente attive. Possiede effetti anti- e pro-
infammatori, come si evince dalla sua espressione su cellule T ed NK e sui macrofagi. L'osteopontina, coinvolta nel
riassorbimento osseo, viene prodotta e depositata dagli osteoblasti nella matrice. In seguito al legame con lintegri-
na avp3, essa induce chemioattrazione degli osteoclasti sulla matrice e inibisce la neoapposizione di tessuto osseo
da parte degli osteoblasti. Alcuni tumori secernono osteopontina per la propria sopravvivenza ed elevati livelli sierici
della molecola sono spesso associati a metastasi ossee. In particolare, nel mieloma multiplo I'espressione € la solu-
bilizzazione di osteopontina da parte delle plasmacellule correlano con I'estensione delle lesioni osteolitiche. E’ vero-
simile pertanto che in alcune patologie tumorali caratterizzate dalla progressiva distruzione scheletrica, I'osteoponti-

INTRODUZIONE

Nell'ultimo ventennio linteresse di alcuni gruppi di
ricerca € stato richiamato da una nuova proteina, identi-
ficata dapprima come prodotto di secrezione di cellule
tumorali maligne e denominata "2ar", e riconosciuta suc-
cessivamente, su cellule CD4* con il nome "Eta-1" (early
T-cell activation-1). Analisi di sequenza di Eta-1 suggeri-
vano infatti una omologia strutturale con una proteina
della matrice extracellulare dellosso precedentemente

osteoclasti alla matrice, nonché nel sistema immunitario
in quanto molecola capace di indurre la produzione di
citochine Th1 con attivita citotossica.

Per la molteplicita delle sue funzioni biologiche,
I'OPN é stata studiata nell’ambito di numerose patologie
con implicazioni flogistiche e immunitarie tra le quali artri-
te reumatoide, sclerosi multipla e sarcoidosi, nonché in
malattie del distretto osseo quali osteoartriti ed osteopo-
rosi. Un notevole interesse ha inoltre suscitato il possibi-
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identificata come "osteopontina" (OPN). In seguito, sono
stati condotti studi multidisciplinari allo scopo di meglio
definire la bioattivita del’OPN e le possibili patologie con-
nesse a difetti di regolazione. | risultati di questi studi
consentono oggi di attribuire allOPN la capacita di
mediare i segnali tra cellule e tra matrice e cellule in cui
viene attivata la funzione homing. Un ulteriore ruolo é
stato inoltre descritto nei processi flogistici in quanto
I'OPN si é rivelata molecola ad attivita sia pro- che anti-
infammatoria, ma anche nei meccanismi di riassorbi-
mento osseo potendo essa mediare I'adesione degli
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le ruolo del’lOPN in oncologia, in particolare nella pro-
gressione e metastatizzazione di neoplasie ad interessa-
mento osseo tra cui carcinomi della mammella e della
prostata e nel mieloma multiplo. In tal senso sono stati
indirizzati alcuni recenti studi nel nostro laboratorio, con
particolare riguardo all’espressione di OPN su plasma-
cellule mielomatose per la capacita di queste ultime di
invadere e distruggere il sistema scheletrico. Per la gra-
vita di questa malattia e per il ruolo espletato dal’lOPN
nella progressione tumorale, & possibile ipotizzarne un
uso clinico quale potenziale marker (1).
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PROPRIETA STRUTTURALI E FUNZIONALI

L'OPN é una fosfoglicoproteina di circa 60 KDa,
costituita da 314 aminoacidi (2) (Fig.1). Come gia accen-
nato, essa e stata isolata dalla matrice ossea extracellu-
lare (3), ma viene espressa anche da diversi tipi cellula-
ri tra cui osteoblasti, osteoclasti, macrofagi, linfociti T
attivati, cellule muscolari lisce, epiteliali e gangliari ed é
componente strutturale di alcuni tessuti quali midollo,
placenta, rene ed epiteli secretivi (4). In forma solubile &
presente in vari liquidi biologici tra cui sangue, urine e
latte (5), e partecipa in maniera attiva a eventi fisiopato-
logici quali il rimodellamento osseo, I'angiogenesi, la
cicatrizzazione e alcuni processi flogistici dell’apparato
osteo-scheletrico.

La principale funzione del’OPN riguarda i meccani-
smi di adesione intercellulare. A questo scopo, la protei-
na esprime una sequenza aminoacidica Gly-Arg-Gly-
Asp-Ser (8) capace di attivare I'adesivita di osteoblasti,
osteoclasti e fibroblasti con alcune integrine (avp1- 33-
B5) e, al tempo stesso, di implementare la chemiotassi e
la trasduzione intracellulare di specifici segnali (9). |l
legame molecolare del’lOPN con le suddette integrine &
inoltre responsabile dell’attivazione di specifiche tirosin-
chinasi, che trasducono segnali specifici in risposta a sti-
moli intra- ed extracellulari. L'adesione cellulare & altresi
mediata dal legame del’lOPN con molecole diverse dalle
integrine quali il CD44, glicoproteina di superficie che
consente una forma di adesivita diversificata tra cellula e
substrato, ma anche tra cellula e cellula. Questa moleco-
la & iper-regolata in corso di processi flogistici acuti e cro-
nici e lega 'OPN con le varianti CD44v6 e CD44v7 (10).

Un aspetto importante della struttura dell’ OPN ¢ la
presenza di un sito di clivaggio per la trombina in stretta
prossimita con la regione GRGDS, ubicato tra i residui di
Arg169-Ser170  ed essenziale nel regolare la funzione
della proteina stessa. Infatti, il clivaggio genera due cate-
ne polipeptidiche di 35 kDa ed una variazione conforma-
zionale capace di rendere accessibile il sito ai recettori di
superficie. Questi ultimi possono legare sia 'OPN cliva-
ta che I'OPN nativa, ma l'interazione
con la prima isoforma induce esalta-
zione delle funzioni attribuite alla
molecola (11).

Il clivaggio dellOPN ad opera
della trombina & di notevole interesse,
in quanto la proteina idrolizzata espo-
ne un sito di legame per le integrine
a9B1 (12) e a4p1 (13), identificato
nella sequenza SVVYGLR, non altri-
menti visibile ai recettori specifici sul
peptide in tutta la sua lunghezza. Le
proprieta funzionali dellOPN clivata
differiscono da quelle della proteina
nativa (14), confermando I'importan-
za del clivaggio proteolitico quale
meccanismo di induzione della

NH2

Figura 1

della proteina.

bioattivita del’lOPN.

La maggior parte del’OPN circolante & scissa dalla
trombina durante i processi di coagulazione sia in con-
dizioni fisiologiche che durante processi flogistici, neo-
plastici e di riparazione tissutale (15). E’ stato osservato
che 'OPN aumenta nella tonaca muscolare delle arterie
a seguito di eventi flogistico-traumatici contemporanea-
mente all’'attivazione della trombina (16). Inoltre, TOPN
funge da substrato per le metalloproteasi MMP-3 (stro-
melysin-1) e MMP-7 (matrilysin), esponendo siti di cli-
vaggio differenziati per le due metalloproteasi, sebbene
entrambe utilizzino un sito adiacente a quello per la
trombina nella porzione N-terminale (17). L'azione pro-
teolitica delle metalloproteasi genera in tutto cinque
frammenti, uno dei quali & compreso tra quelli N-termina-
li e contiene la sequenza RGD.

Il ruolo biologico delle modificazioni proteolitiche
del’lOPN & dimostrabile in vitro con l'induzione di una
maggiore adesione e migrazione cellulare in modelli
sperimentali che utilizzano tessuti flogistici o cellule di
tumori solidi (18). L'espressione e lattivazione delle
metalloproteasi € infatti significativamente aumentata in
vari processi patologici e 'anomala regolazione di metal-
loproteasi e OPN & constantemente riscontrabile nel
fisiologico rimodellamento tissutale (19) e in linee cellu-
lari tumorali caratterizzate da esaltazione dei processi
proliferativi.

OPN E FLOGOSI

Recenti studi hanno chiarito almeno in parte il ruolo
del’OPN nella regolazione delle funzioni cellulari nei siti
inflammatori e nella riparazione di tessuti, e cid ha con-
sentito di attribuire alla molecola effetti al tempo stesso
anti-inflammatori e pro-infiammatori (20). La molecola &
infatti ampiamente espressa da cellule T, macrofagi e
cellule NK nellambito delle lesioni flogistiche, in cui
espleta azione anti-infiammatoria inibendo la produzio-
ne di ossido nitrico (NO) (21). Anche nell’artrite reuma-
toide e nell'osteoartrite, patologie ovviamente associate

O0OH
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Struttura conformazionale dell’osteopontina (OPN) con indicazione dei siti di legame

biochimica clinica, 2005, vol. 29, n. 1

4

31




BC_SILVESTRIS.Qxp

07/07/05 10.23 Pagina 32

CONTRIBUTI SCIENTIFICI

——

SCIENTIFIC PAPERS

32

a flogosi articolare cronica, I'espressione di OPN é ele-
vata nel liquido sinoviale in cui essa riduce la sintesi di
NO (22) e di prostaglandina E2 (23).

Per quanto riguarda I'effetto pro-infiammatorio, 'TOPN
stimola la chemiotassi di cellule T e macrofagi. In virtu
della sua capacita di attivazione della chemiotassi nei
macrofagi, essa & implicata nella formazione dei granu-
lomi per cui I'espressione cellulare di OPN & solitamen-
te aumentata in alcune malattie granulomatose, tra le
quali la sarcoidosi e la tubercolosi (20). Infatti, 'iniezione
sottocutanea di OPN provoca accumulo di macrofagi
nella sede diinoculazione (24). Nell’artrite reumatoide, in
particolare, 'OPN prodotta dai fibroblasti pericondrali
richiama macrofagi, cellule T e granulociti neutrofili nelle
sedi articolari colpite dal processo flogistico. Tra le azio-
ni pro-infiammatorie della proteina va inoltre ricordata la
sua capacita di stimolare I'espressione della collagenasi
1 (metalloproteasi 1), enzima patogeneticamente rile-
vante nella distruzione della cartilagine articolare che
caratterizza la sinovite reumatoide.

Il ruolo biologico del’lOPN nella risposta immune
non & ancora ben definito. Infatti, mentre espleta azione
di reclutamento dei macrofagi ed attiva la produzione di
citochine dellimmunita cellulo-mediata, 'OPN svolge
anche attivita citotossica se prodotta da cellule NK e cel-
lule T attivate, nelle quali viene appunto denominata Eta-
1. In questi modelli funzionali TOPN & apparentemente
in grado di polarizzare in senso Th1 la risposta immuni-
taria (25) e, a conferma del suo possibile coinvolgimen-

to in vari processi flogistici regolati da fenomeni di cito-
tossicita, valori elevati della proteina sono riscontrabili
nel lupus eritematoso sistemico, nell’artrite reumatoide e
nella sclerosi multipla in cui & stata osservata una corre-
lazione lineare dei suoi livelli circolanti con la gravita cli-
nica di malattia. Infine, aumenti costitutivi di OPN sono
stati associati a peculiari aplotipi B e C del gene la cui
elevata frequenza predisporrebbe alcuni soggetti allo
sviluppo di malattie autoimmuni (26).

La Figura 2 descrive gli effetti pro- e anti-infiamma-
tori del’OPN ed i suoi meccanismi di azione nella risolu-
zione del processo flogistico e del danno tissutale.

OPN E RIMODELLAMENTO OSSEO

L'OPN rappresenta la maggiore componente non
collagene della matrice ossea extracellulare, attivamen-
te coinvolta nei meccanismi di riassorbimento osseo da
parte degli osteoclasti (27). La proteina viene infatti
direttamente prodotta dagli osteoblasti e depositata in
prossimita dell'interfaccia della matrice extracellulare
dell’'osso con la zona di riassorbimento osteoclastico. La
maggiore deposizione in questa sede & dovuta alla mar-
cata affinita del’lOPN con lidrossiapatite, componente
minerale dell'osso, in virtu della sua natura acida, del
suo elevato grado di fosforilazione e per la presenza di
9-10 residui di aspartato nell’estremita NH, terminale
della molecola (28).

Pertanto, la presenza di OPN sui cristalli di idrossia-

PROPRIETA' DELL'OSTEOPONTINA

ATTIVITA PRO-INFIAMMATORIA

1. PReclutamento ¢ differenziamento
macrofagico

2. Risposta citochinica Thl precoce

Contenimento di infezioni
Aumentata cicatrizzazione delle ferite

ATTIVITA" ANTI-INFIAMMAT ORI A

1.
2.
3.

Inibizione di monosside di azoto sintetasi inducibike
Aumento di citochine Thl
Inibizione dell'espressione della metalloproteasi-2

Limitata fibrosi e calcificazione

NS

RISOLUZIONE DELLINFIAMMAZIONE E DEL DANNQO TISSUTALE

Figura 2

Caratteristiche principali delle proprieta pro- e anti-infiammatorie del’OPN e degli eventi molecolari correlati.
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patite induce chemioattrazione degli osteoclasti che ade-
riscono alla matrice adiacente l'integrina avp3, ligando
complementare dellOPN (29). Altre molecole sono tut-
tavia coinvolte nei meccanismi di chemiotassi e adesio-
ne degli osteoclasti. Tra queste, il CD44 viene indotto
dall’OPN sulla superficie degli osteoclasti e stimola diret-
tamente la motilita degli osteoclasti e I'adesione alla
matrice per il riassorbimento osseo. Esperimenti condot-
ti su topi OPN-/- hanno dimostrato il ruolo funzionale
della molecola, in quanto gli osteoclasti perdono la pro-
pria mobilitd ed esprimono in minor misura il recettore
CD44 rispetto agli osteoclasti di topi wild-type (30). In
tale modello sperimentale di topo knock-out per TOPN, la
somministrazione di OPN esogena ripristina la motilita e
vitalita degli osteoclasti nonché la normale espressione
di CD44. Questi dati dimostrano che I'OPN & coinvolta
nella funzione osteoclastica, & prodotta in parte con
meccanismo autocrino, regola I'espressione di CD44 ed
altre funzioni vitali degli osteoclasti durante il riassorbi-
mento osseo. Infatti, adesione, migrazione e riassorbi-
mento 0sseo sono eventi sequenziali della funzione
osteoclastica ai quali 'OPN partecipa direttamente.
Dopo l'espletamento di tali funzioni, la proteina viene
disattivata mediante defosforilazione ad opera di TRAP
(tartrate-resistant acid phosphatase), che favorisce il
distacco degli osteoclasti a riassorbimento concluso (31).

L'espressione dell OPN é regolata da citochine e
ormoni ed & stimolata da stress meccanici, in vivo e in
vitro (32). E’ stato ipotizzato che le sollecitazioni mecca-
niche sullosso possono indurre riassorbimento osseo
secondario allaumentata produzione di OPN nella
matrice ossea extracellulare (33). In un esperimento
condotto su topi wild-type e topi OPN-/- sottoposti a
stress meccanico (tail suspension), & stato osservato
mediante analisi con p-CT  (micro-x-ray computed
tomography) che nei primi erano presenti segni di rare-
fazione ossea, assenti invece nel secondo gruppo di
topi. Questi risultati suggeriscono che, per effetto dello
stress meccanico, 'OPN potrebbe regolare il recluta-
mento e l'attivazione degli osteoclasti e, pertanto, funge-
re da sensore di attivazione del riassorbimento osseo.
Altri studi indicano 'OPN quale sensore di inibizione
della funzione osteoblastica in risposta alle sollecitazioni
meccaniche. E’ stato infatti dimostrato che topi OPN-/-,
sottoposti a tail suspension per evitare lo stress gravita-
zionale, presentano normale neodeposizione di matrice
ossea contrariamente a topi wild-type in cui viene osser-
vata una scarsa neoformazione ossea (34). LOPN é
pertanto necessaria sia per indurre il riassorbimento
mediante attivazione della funzione osteoclastica, sia
per sopprimere la neoapposizione di tessuto 0sseo ini-
bendo la funzione osteoblastica. Tuttavia, I'evidenza che
topi OPN-/- sviluppano una normale struttura ossea e
non manifestano difetti morfologici dimostra che 'OPN
non ¢ indispensabile per il normale sviluppo osseo (35).

L'OPN ha un ruolo significativo anche nell’osteoporo-

si post-menopausale e nelle neoplasie con interessa-
mento osseo. E’ ben noto che I'osteoporosi € una delle
pil comuni patologie che colpisce donne in eta post-
menopausale in relazione alla ridotta produzione di
estrogeni. Tenendo conto di quanto detto finora sul ruolo
biologico del’lOPN nel rimaneggiamento osseo, & possi-
bile ipotizzare un suo coinvolgimento anche nell’'osteo-
porosi post-menopausale. Per meglio esaminare il ruolo
dell’ OPN in questo processo, sono stati condotti studi
sul riassorbimento osseo dopo ovariectomia eseguita sia
in topi OPN-/- che in topi wild-type. Tali studi hanno
dimostrato che i topi knock-out sono resistenti alla perdi-
ta ossea indotta dalla ovariectomia rispetto a topi wild-
type che, al contrario, mostrano un intenso turnover
metabolico a carico del tessuto osseo (6).

OPN E TUMORI

Elevati livelli sierici di OPN sono stati piu volte dimo-
strati nel corso di neoplasie a diffusione ossea quali i car-
cinomi della mammella, della prostata, della tiroide e del
polmone (36). Infatti, i livelli plasmatici della glicoprotei-
na sono solitamente aumentati in pazienti con carcinoma
della prostata non responsivo al trattamento ormonale
ed in pazienti con carcinoma mammario con metastasi
ossee (37). Il valore medio del’OPN sierica in un gruppo
di volontari sani & stato valutato intorno a 90 ng/ml, men-
tre esso & di 142 ng/ml in pazienti con carcinoma della
prostata e carcinoma mammario (38). Pertanto, & vero-
simile che le stesse cellule tumorali producano OPN,
sebbene il meccanismo con cui essa influenza linfiltra-
zione ossea e la crescita tumorale non sia ancora ben
definito. Alcuni studi ipotizzano che la sua interazione
con avB3 ed altre molecole funzionali (tra cui il CD44)
favorisca I'adesione, la migrazione e la crescita delle
metastasi proteggendole al tempo stesso dalla sorve-
glianza immunologica e dall’apoptosi (39). Altre osserva-
zioni hanno dimostrato che 'OPN espleta un effetto ini-
bitorio diretto sul’apoptosi, sia favorendo la sopravviven-
za delle cellule tumorali mediante attivazione di NFkB
(40), sia riducendo lattivita citolitica del complemento
mediante il fattore H (41), proteina plasmatica multifun-
zionale, regolatrice dell'attivazione complementare e
capace di reagire con ligandi multipli tra cui la stessa
OPN. Infine, ’OPN é apparentemente coinvolta anche
nellangiogenesi tumorale, in quanto il legame con avB3
inibisce I'apoptosi delle cellule endoteliali in vitro
mediante attivazione di NFkB, con conseguente aumen-
to della rete vascolare ed incremento della crescita
tumorale.

L'OPN si lega specificamente a componenti della
matrice extracellulare e, come tale, rappresenta il sub-
strato per il legame con la transglutaminasi attraverso i
residui di glutamina (42). Questo legame & probabilmen-
te necessario per immobilizzare la proteina alla matrice
extracellulare e consentire I'ancoraggio delle cellule
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tumorali dopo la loro fuoriuscita dal letto vascolare (43).

L'OPN prodotta in vivo dai tumori viene solubilizzata
ed é pertanto dosabile nei fluidi extracellulari (44).
Inoltre, essa viene regolarmente prodotta dai macrofagi
che infiltrano i tumori in quantita maggiori rispetto alle
stesse cellule tumorali, per cui 'aumento dell’espressio-
ne sierica di OPN nel corso di neoplasie correla negati-
vamente con la progressione tumorale.

OPN E MIELOMA MULTIPLO

Come ¢ noto, il mieloma multiplo &€ una neoplasia
ematologica caratterizzata dalla proliferazione incontrol-
lata nella matrice scheletrica di un singolo clone plasma-
cellulare, per cui si osserva un patologico riassorbimen-
to osseo con formazione di lesioni litiche multifocali (45).
Questa complicanza comporta la progressiva distruzione
ossea ed & responsabile della grave sintomatologia
dolorosa e della maggiore suscettibilita alle fratture.
L'interessamento dello scheletro é tuttavia dovuto non
solo all'invasione e proliferazione del clone maligno nel
tessuto osseo, ma anche all’alterata regolazione dei
fenomeni di rimaneggiamento osseo che interessano sia
gli osteoblasti che gli osteoclasti (46). Evidenze speri-
mentali documentano come, nel microambiente osseo,
le cellule neoplastiche interagiscano con molteplici tipi
cellulari che mantengono le proprie funzioni anche in
presenza di malattia.

Le alterazioni responsabili delle lesioni osteolitiche
comprendono I'aumento dell’attivita osteoclastogenica e
linibizione della funzione osteoblastogenica. Il rimaneg-
giamento osseo esercitato dagli osteoclasti € riconduci-
bile a vari fattori paracrini ed autocrini. Inizialmente fu
identificato un unico "fattore di attivazione degli osteocla-
sti" (osteoclast-activating factor: OAF) (47), secreto dalle
plasmacellule mielomatose, i cui livelli sierici correlano
con I'estensione delle lesioni ossee nel singolo paziente
(48). Tuttavia, altre molecole solubili ritrovate nel
microambiente midollare sono potenzialmente coinvolte
nei fenomeni di patologico riassorbimento osseo, tra cui
quelle a maggiore attivita osteoclastogenica comprendo-
no IL6, MIP-1a, RANKL, OPG e OPN (49).

Uno studio recente (50) sull’espressione dellOPN da
parte di neoplasie B linfocitarie conferma la produzione
spontanea di OPN da parte di linee tumorali di mieloma
e di alcuni linfomi, per cui i suoi livelli plasmatici in
pazienti con MM sono per lo piu aumentati rispetto a
pazienti con altre malattie ematologiche e, talora, corre-
lano con la progressione della malattia (50). Anche nel-
'ambito della stessa popolazione mielomatosa, i pazien-
ti con malattia ossea attiva manifestano titoli circolanti
piu elevati rispetto ai pazienti senza lesioni ossee.

Studi recenti effettuati nel nostro laboratorio su cam-
pioni di midollo e biopsie ossee provenienti da pazienti
con MM a diverso stadio di malattia e con MGUS (gam-
mapatia monoclonale di significato non definito) hanno
evidenziato una stretta correlazione tra livelli di OPN
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solubile e progressione di malattia.

La produzione di OPN da parte delle cellule mielo-
matose ¢ stata valutata mediante citofluorimetria in dop-
pia fluorescenza con un anticorpo monoclonale anti-
CD138 coniugato con ficoeritrina per distinguere le pla-
smacellule CD138%: dalle restanti popolazioni midollari.
Al fine di valutare la presenza intracitoplasmatica
del’OPN, le cellule sono state preventivamente fissate e
permeabilizzate con paraformaldeide e digitonina.
L'analisi citofluorimetrica, effettuata sulle plasmacellule
midollari CD138%, ha evidenziato in ogni caso un’eleva-
ta espressione di OPN sia nei pazienti con malattia in
fase attiva (82,4% + 15,2 delle cellule OPN™) sia in quel-
li con malattia in remissione o con MGUS (86,2% + 9,8).
E’ stata invece riscontrata una variazione significativa
(P< 0.02) nella percentuale di cellule midollari CD138~
che esprimevano OPN nei pazienti con MM in fase atti-
va (47,2 + 3,5) rispetto ai pazienti con MGUS (5,7 + 4.9)
(3A).

La stessa analisi citofluorimetrica, condotta su coltu-
re di osteoblasti purificati da biopsie ossee di pazienti
con MM, ha mostrato un’elevata espressione di OPN
(70,2% =+ 5,4) rispetto a quella riscontrata su osteoblasti
di soggetti normali o con MGUS (34,7% + 7,8) (Fig. 3B).
Tali risultati confermano una maggiore produzione di
OPN da parte delle plasmacellule midollari nei pazienti
con MM, sia in fase attiva che in remissione o con
MGUS. Le differenze piu significative si osservano inve-
ce nell’espressione di tale molecola da parte delle
restanti cellule presenti nel microambiente midollare ed
osseo, presumibilmente coinvolte nei fenomeni di rego-
lazione dell’ invasione plasmacellulare.

Infine, il dosaggio dei livelli circolanti di OPN median-
te metodica ELISA ha documentato una minore concen-
trazione della proteina nei pazienti con malattia in remis-
sione, in assenza di lesioni osteolitiche o con MGUS
(valore medio: 0,018 pg/ml + 0,003) rispetto a quella
presente nei pazienti con malattia stabile e con lesioni
osteolitiche (valore medio: 0,037 png/ml + 0,013), che
raggiungeva il limite di 0,07 pg/ml nel paziente n. # 3
(Fig. 4A). In particolare, in un paziente con malattia alta-
mente aggressiva caratterizzata da plasmocitomi dei
tessuti molli e crolli vertebrali multipli, il dosaggio
del’lOPN ha mostrato livelli singolarmente elevati (40
png/ml), con pronta riduzione (5 pg/ml) a seguito di che-
mioterapia con talidomide e desametasone (Fig. 4B).

CONCLUSIONI

Le ricerche piu recenti sul’OPN evidenziano un suo
diretto coinvolgimento nella genesi e nella progressione
tumorale, in particolar modo nelle neoplasie con coinvol-
gimento osseo per il diretto effetto di attivazione dell’ade-
sione e migrazione delle cellule tumorali nel comparti-
mento osseo (39). In virtu della molteplicita delle sue fun-
zioni, i meccanismi biomolecolari innescati dal’lOPN
sono tuttora in fase di studio in numerose patologie con
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A) Espressione dell’OPN in plasmacellule mielomatose. Le immagini citofluorimetriche rappresentative delle popolazioni in studio
evidenziano I'elevata espressione di OPN da parte delle plasmacellule di pazienti con MM in fase attiva (92,5% di cellule OPN+)
e con MGUS (91,0%). Le maggiori differenze di espressione si osservano invece nelle restanti cellule midollari (39,5% vs 1,5%).
B) Espressione citoplasmatica di OPN sugli osteoblasti. Gli istogrammi rivelano I'aumentata espressione di OPN su osteoblasti di
pazienti con MM in fase attiva (60,7% di cellule OPN+) rispetto ai pazienti con MGUS (21,2%).

implicazioni flogistiche e immunitarie, con interessamen-
to osseo ovvero nel’lambito di malattie neoplastiche.
Nel nostro laboratorio & stata ricercata una correla-
zione tra i livelli di OPN nel MM e la progressione della
malattia caratterizzata dalla comparsa o dall’estensione
di lesioni osteolitiche. Lanalisi citofluorimetrica delle
popolazioni midollari ha evidenziato una produzione
confrontabile di OPN da parte delle plasmacellule nei
pazienti con MM a diverso stadio di malattia ed MGUS.
Differenze significative di espressione della molecola
sono state invece osservate a carico delle rimanenti cel-
lule presenti nel microambiente midollare ed osseo.
Infine, anche i livelli sierici di OPN correlavano con la
gravita della malattia ed in particolare con la presenza di
lesioni osteolitiche multifocali e di plasmocitomi diffusi ai
tessuti molli. E’ pertanto ipotizzabile che la produzione di

OPN, notevolmente esaltata durante la progressione di
malattia, possa contribuire direttamente ai meccanismi
di chemiotassi e di adesione delle plasmacellule nei siti
di metastatizzazione, favorendo i processi litici nell’'osso.

E’ possibile ipotizzare un ruolo di marcatore bioumo-
rale per 'OPN. Il suo dosaggio, infatti, unitamente ai
parametri definiti da Durie e Salmon (48), potrebbe esse-
re utilizzato a scopi clinici sia nella stadiazione della
malattia, sia nel giudizio prognostico. Inoltre, poiché i
livelli di OPN si riducono in seguito a chemioterapia con-
venzionale, le sue variazioni possono riflettere la rispo-
sta terapeutica.

Considerazioni analoghe potrebbero valere anche in
altre patologie neoplastiche con interessamento osseo
quali i carcinomi della mammella e della prostata.

biochimica clinica, 2005, vol. 29, n. 1
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Figura 4
A) Livelli circolanti di OPN in corso di MM ed MGUS. - Significativi aumenti di OPN solubile sono stati riscontrati in un gruppo di
10 pazienti con MM in fase attiva. Nel grafico sono rappresentati i singoli dosaggi di OPN, nonché il corrispondente valore medio
dei pazienti con MM (0,037 ug/ml + 0,013) confrontato con i livelli medi in un gruppo di 14 pazienti con MGUS (0,018 ug/ml +
0,003) la cui differenza risultava statisticamente significativa (P < 0.01).

B) Variazione dei livelli sierici di OPN dopo terapia. Nel grafico sono rappresentati i livelli di OPN solubile nel siero di un paziente
con plasmocitoma dei tessuti molli ed interessamento scheletrico prima e dopo chemioterapia (talidomide + dexametasone).
L’incremento della molecola solubile, superiore ai valori medi degli altri pazienti (40 ng/ml), mostra una drammatica riduzione (5
ng/ml) dopo il trattamento terapeutico.
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