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Cortical and trabecular bone undergo a continuous and balanced remodeling
process, which consists of a phase of resorption, mediated by osteoclasts, and
a phase of neoformation mediated by osteoblasts. The activity of both, osteo-
blasts and osteoclasts, is regulated by the osteocytes, which are the most abun-
dant cells in bone tissue. An imbalance of this process with an excessive resorp-
tion activity causes a loss of bone mass and microarchitectural deterioration of
the skeleton, with consequent reduction of bone strength and increased risk
of fractures. The ligand for the “Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-
B” (RANK-L), a protein expressed by osteoblasts, plays a fundamental role in
the formation, activation and survival of osteoclasts, through interaction with
its receptor RANK, expressed on the surface of osteoclasts. The discovery of
the role of RANK-L in the pathogenesis of osteoporosis has led to study the
effects of its inhibition as a new approach and specific antiresorptive therapy.
In several preclinical models of postmenopausal osteoporosis, the inhibition
of RANK-L has prevented the loss of bone mass and deterioration of bone mi-
croarchitecture and has been associated with increased bone strength at both
vertebral and femoral skeletal sites. In humans, subcutaneous administration,
every 6 months, of a fully human monoclonal antibody directed specifically
against RANK-L (denosumab) has determined, in the course of randomized
controlled clinical trials, significant and continuous increases in bone mineral
density (BMD) over time at all skeletal sites - trabecular and cortical - exam-
ined (lumbar spine, femoral neck and distal radius), and rapid, marked and
prolonged reductions in markers of bone turnover in women with osteopenia
or postmenopausal osteoporosis. Inhibition of RANK-L with this monoclonal
antibody has been shown to significantly reduce the risk of vertebral (-68%),
non-vertebral (-20%), and femoral (-40%) fractures, after 3 years of treatment
in postmenopausal women with osteoporosis. The extension of these studies
to five years has confirmed the effects of treatment with denosumab on BMD,
on the inhibition of bone remodeling and on fracture risk. The frequency and
type of adverse events reported were similar to that of placebo or treatment
with bisphosphonates, indicating a good tolerability profile. These data sug-
gest that the specific inhibition of RANK-L represents an innovative therapeu-
tic approach for reducing the risk of fragility fractures.
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Introduzione

Il rimodellamento osseo ¢ un processo com-
plesso che coinvolge numerose cellule, fattori di
crescita e citochine. Questo processo permette
la crescita dello scheletro nelle prime fasi della
vita e partecipa alla omeostasi minerale di cal-
cio, fosforo e magnesio.

Nell’adulto giovane, il rimodellamento osseo e
in equilibrio tra formazione e riassorbimento at-
traverso il controllo dell’attivita degli osteobla-
sti e degli osteoclasti da parte degli osteociti.
Nell’osteoporosi e nell’invecchiamento questo si
sbilancia a favore del riassorbimento, con una
conseguente perdita ossea.

La via di segnale osteoprotegerina/ attivato-
re del recettore del fattore nucleare kappa-B/
RANK ligando (OPG /RANK/RANK-L) costitui-
sce un fondamentale meccanismo di modulazio-
ne del rimodellamento osseo e rappresenta una
innovativa possibilita nel trattamento dell’osteo-
porosi e nella riduzione del rischio di fratture da
fragilita. In questo articolo si esamineranno bre-
vemente le variazione di questo equilibrio par-
tendo dal rimodellamento osseo in condizioni
fisiologiche, cosi come le opzioni terapeutiche
di recente disponibilita basate sulla modulazio-
ne del segnale OPG /RANK /RANK-L.

Fisiologia ossea e rimodellamento

L'osso € un tessuto connettivo altamente spe-
cializzato che fornisce sostegno e protezione
agli organi vitali, agisce come un sito per 'an-
coraggio dei muscoli, come luogo della emato-
poiesi nel midollo osseo e come un serbatoio
di ioni minerali essenziali. L'osso ¢ un tessuto
dinamico, in grado di rinnovarsi e rimodellarsi
in risposta a diversi stimoli, come gli ormoni, le
forze meccaniche e linvecchiamento. Il tessu-
to osseo € un materiale relativamente solido e
leggero, formato per la maggior parte di fosfa-
to di calcio nella forma di idrossiapatite di cal-
cio, dando al tessuto osseo la sua caratteristica
rigidita. L’osso ha anche un notevole grado di
elasticita che dipende principalmente dalla pre-
senza di collagene. Il tessuto osseo € composto
di cellule vive e morte incorporate nella matri-
ce mineralizzata formata da collagene di tipo I,
proteoglicani, e diverse proteine non collagene,
tra cui l'osteocalcina, I'osteopontina, la protei-
na Gla, la trombospondina, la fibronectina, e le
sialoproteine ossee. E anche un ricco deposito

di fattori di crescita (i.e. fattori di crescita simili
all'insulina [IGFs], fattori di crescita dei fibrobla-
sti [FGFs], fattori di crescita derivati dalle pia-
strine [PDGFs], e varie proteine morfogenetiche
[BMPs]) *. A livello macroscopico, ci sono due
tipi di osso: corticale (80% della massa ossea,
principalmente nelle ossa lunghe) e trabecolare
(20% della massa ossea, che si trova nella me-
tafisi ed epifisi delle ossa lunghe e all’interno
delle vertebre). L'osso trabecolare e rimodellato
pit rapidamente, ed & quindi piu rapidamen-
te influenzato dalle condizioni associate a un
aumento del turnover osseo *. La capacita del
tessuto osseo di adattarsi ai diversi stimoli ¢ re-
sa possibile grazie alla sua complessa compo-
sizione. Le cellule specializzate contenute nella
matrice ossea includono osteoclasti, osteoblasti,
osteociti e cellule di rivestimento.

Il processo di rimodellamento osseo avviene
durante tutta la vita nelle unita multicellulari
di base (BMU), composte da cellule ossee e da
matrice. Il rimodellamento osseo € un proces-
so altamente organizzato, con il quale il tessuto
osseo soddisfa i bisogni strutturali e metabolici.
Esso consente allo scheletro di rispondere alla
riparazione delle sollecitazioni meccaniche e di
prevenire i microdanni ossei, di mantenere la
qualita ossea e permette il rilascio dei fattori di
crescita e dei minerali essenziali (calcio, fosforo
e magnesio) nella circolazione. Dal punto di vi-
sta evolutivo, ¢ stato suggerito che il rimodella-
mento osseo e stato fondamentale per lo svilup-
po della ghiandola mammaria durante la gravi-
danza e per la propagazione dei mammiferi 3. Tl
rimodellamento osseo inizia con la differenzia-
zione dei precursori ematopoietici per formare
osteoclasti, favorita dall’azione degli osteoblasti,
per via del contatto diretto cellula a cellula o
attraverso il rilascio di fattori solubili. Ai fini di
garantire I'equilibrio tra degradazione e neofor-
mazione di matrice ossea, questi due processi
sono strettamente accoppiati. L’accoppiamento
¢ reso possibile dalla cross-talk tra cellule ossee
e attraverso il rilascio dei diversi fattori di cre-
scita e citochine. Il regolatore principale della
differenziazione osteoclastica e il RANK-L, una
proteina di membrana e solubile che si lega al
suo recettore (RANK) espresso nelle cellule del-
la linea osteoclastica *(Fig. 1). Il RANK-L & pro-
dotto dagli osteoblasti e dai linfociti T attivati >.
La formazione degli osteoclasti ¢ limitata dalla
osteoprotegerina (OPG), una citochina prodot-
ta dagli osteoblasti e dalle cellule stromali © che
agisce come “falso recettore” legando il RANK-L.
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Fig. 1. Rimodellamento osseo mediato dalla via di segnale OPG / RANK / RANK-L in una unita multicellulare di base. Il precursore
degli osteoclasti matura verso una cellula multinucleata sotto I'influenza di numerosi fattori, tra cui ormoni, citochine, e fattori
di crescita. La cellula multinucleata si differenzia verso un osteoclasta attivo in presenza di MCSF e RANK-L. Una volta attivato,
I'osteoclasta inizia a degradare la superficie ossea, formando una lacuna. OPG, il “falso recettore” di RANK-L, inibisce il legame
tra RANK-L e RANK, portando alla apoptosi degli osteoclasti. In sequito, la formazione ossea inizia con la maturazione dei preo-
steoblasti in osteoblasti, che costituiranno il nuovo tessuto osseo. MCSF: macrophage colony stimulating factor; MCP-1: monocyte

chemoattractant protein-1.

La formazione di nuovo 0sso, una volta avvia-
to il riassorbimento, € sostenuta da vari fattori
di crescita, tra cui 'GF-I, IGF-I1, bFGF, PDGF e
TGFs, che vengono rilasciati dagli osteoclasti e
dalla matrice ossea, e che agiscono sugli osteo-
blasti 7.

OSTEOCLASTI

Queste sono cellule giganti, polinucleate, che
riassorbono l'osso e derivano dalla fusione del-
le cellule ematopoietiche della linea monocito/
macrofagica. Gli osteoclasti sono in genere loca-
lizzati nelle depressioni di riassorbimento note
come “lacune di Howship”, e sono caratterizza-
ti da una elevata espressione di proteasi, come
la fosfatasi acida tartrato resistente (TRAP), la
catepsina K, e le metalloproteinasi di matrice,
sulla superficie del “ruffled border” (membrana
plasmatica contorta, a causa del movimento del-
le vescicole ricche di pompe protoniche), che e
orientato verso la superficie ossea per facilitare
la rimozione della matrice ossea *; gli osteoclasti
hanno anche la capacita di acidificare le lacune
di riassorbimento attraverso l'azione delle pom-

pe di H*-ATPasi localizzate nella membrana. La
differenziazione e l'attivita osteoclastiche sono
controllate da due regolatori principali prodotti
dalle cellule stromali del midollo osseo e dagli
osteoblasti: il RANK-L e il fattore stimolante del-
le colonie di macrofagi (M-CSF) °.

OSTEOBLASTI

Queste cellule derivano dalle cellule staminali
mesenchimali pluripotenti e la loro funzione
principale e la sintesi e l'organizzazione della
matrice ossea (osteoide). Essi hanno un reticolo
endoplasmatico molto sviluppato e un apparato
di Golgi adatto a produrne grandi quantita di
collagene di tipo I e di proteine leganti il calcio
(per esempio, osteocalcina e osteopontina). Una
volta che la matrice € depositata, gli osteoblasti
esprimono la fosfatasi alcalina ad alti livelli, il
che porta alla mineralizzazione della matrice; di
conseguenza, il collagene di tipo I e la fosfatasi
alcalina sono indicatori della attivita osteobla-
stica '°. La differenziazione degli osteoblasti da
precursori mesenchimali e la loro maturazione
sono strettamente regolate da fattori di trascri-
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zione, come Runx2/Cbfal (fattore di trascrizio-
ne osso-specifica, necessario per la formazione
ossea), e da diverse citochine e fattori di crescita
come le BMP, i TGFs e i FGFs '

OSTEOCITI

Sono le cellule piu abbondanti nel tessuto osseo,
rappresentano circa il 90% delle cellule ossee
nello scheletro adulto, possono vivere fino a 50
anni e il loro numero diminuisce con l'eta ' Gli
osteociti sono osteoblasti completamente diffe-
renziati che si sono incorporati nella matrice os-
sea mineralizzata, ma € incerto se essi manten-
gono la capacita di sintetizzare matrice ossea.
Gli osteoblasti differenziati possono anche di-
ventare cellule di rivestimento, che sono piatte e
proteggono l'osso dall’ambiente extracellulare.
Gli osteociti maturi sono cellule a forma den-
dritica con lunghe protrusioni citoplasmatiche
e giunzioni comunicanti (“gap junctions”) fat-
ti da emicanali di connessina 43, che consen-
tono linterconnessione tra osteociti adiacenti
e con le celle della superficie ossea (i.e., oste-
oblasti, osteoclasti e cellule di rivestimento) .
Essi formano una rete cellulare di canalicoli o
“sincitium” contenente il liquido extracellula-
re osseo, che agisce come il mezzo attraverso
il quale i segnali raggiungono tutte le cellule
ossee . Gli osteociti sono i “direttori di orche-
stra” del modellamento e del rimodellamento
dell’osso in quanto agiscono come meccanocet-
tori nel rilevare i carichi meccanici e i microdan-
ni e nell’avviare una risposta appropriata a tali
fenomeni . Gli osteociti esprimono sia fattori
promotori della mineralizzazione (i.e. Dmpl e
Phex) che fattori inibitori della mineralizzazio-
ne e della formazione ossea (i.e. sost/sclerosti-
na e MEPE/OF45), per mantenere I'equilibrio e
preservare la massa ossea. Inoltre, gli osteociti
sembrano svolgere un importante ruolo nella
regolazione degli osteoclasti, inibendo sia il ri-
assorbimento che l'attivazione osteoclastica. E
stato dimostrato che dopo un carico meccanico,
gli osteociti inviano segnali inibenti I'attivazione
osteoclastica '°. 1l carico meccanico comprime
il liquido extracellulare provocando flussi che
attivano vie di segnale a valle, come la MAPK,
segnali di calcio e di ossido nitrico 7. Infatti, il
carico meccanico € fondamentale per la defini-
zione della forma e della salute ossea come di-
mostrato dalla perdita veloce di massa ossea che
si verifica negli astronauti e nei pazienti immo-
bilizzati . Viceversa, gli osteociti danneggiati,
apoptotici 0 morti, soprattutto se senza carica,

sembrano inviare segnali non identificati verso
i preosteoclasti e gli osteoclasti sulla superficie
ossea, capaci di avviare il riassorbimento osseo.
Pertanto, gli osteociti regolano la formazione e
la mineralizzazione ossea e inibiscono il riassor-
bimento osteoclastico, mentre hanno anche la
capacita di trasmettere dei segnali di attivazio-
ne osteoclastica in determinate condizioni. Due
studi indipendenti hanno recentemente indicato
gli osteociti, e non gli osteoblasti e preosteobla-
sti, come i maggiori produttori di RANK-L ' 12,
Questa importante scoperta, cioe che gli osteo-
citi possano essere i principali responsabili del-
la osteoclastogenesi, attribuisce a queste cellule
una capacita unica di modulare, momento per
momento, il rimodellamento osseo. Pertanto gli
osteociti sarebbero in grado di controllare sia il
numero delle BMU tramite RANK-L, che I'equi-
librio tra riassorbimento e formazione all’inter-
no di tali unita per mezzo della sclerostina. Una
maggiore comprensione dei segnali e dei mec-
canismi che controllano la produzione di RANK-
L e di sclerostina negli osteociti apre interessan-
ti prospettive di ricerca.

LA via DI SEGNALE OPG/RANK/RANK-L

La scoperta della via di segnale comprendente
queste tre proteine ha svelato importanti nozio-
ni sulla regolazione cellulare del rimodellamen-
to e della formazione ossea. LOPG e stata la
prima delle tre proteine ad essere individuata
nel 1997 da diversi gruppi di ricerca **°?'. T topi
knock-out per OPG sviluppano una osteoporosi
severa, mentre i topi che sovraesprimono OPG
mostrano una osteopetrosi. LOPG € un membro
della famiglia dei recettori del TNF (tumor ne-
crosis factor), ma e atipico, in quanto € una pro-
teina messa in circolazione senza dominio tran-
smembrana. Essa contiene quattro domini omo-
loghi per l'accoppiamento con il suo obiettivo,
ovvero il RANK-L. LOPG e prodotta da diverse
cellule, tra cui gli osteoblasti, le cellule endo-
teliali, le cellule di muscolo vascolare liscio, le
cellule linfoidi e altri tipi di cellule. Il RANK-L e
un altro membro della famiglia del TNF, prodot-
to dagli osteoblasti e dalle cellule T attivate ed
e stato scoperto durante la ricerca di un ligando
per 'OPG. I topi knock-out per RANK-L, svilup-
pano osteopetrosi e alterata eruzione dei denti
a causa di una carenza di osteoclasti maturi .
Il M-CSF e il RANK-L hanno attivita complemen-
tari: il M-CSF aumenta la riserva di precursori
degli osteoclasti, mentre il RANK-L si lega al suo
recettore RANK, espresso sui precursori degli
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osteoclasti e sugli osteoclasti maturi, aumenta
la differenziazione degli osteoclasti, promuove
la loro attivazione e inibisce la loro apoptosi .
RANK, ovvero il recettore di RANK-L, come la
OPG, e un recettore della famiglia del TNF. I
topi knock-out per RANK hanno un fenotipo
simile ai topi knock-out per RANK-L, cioe, pre-
sentano osteopetrosi, alterata eruzione dentale
e una mancanza di linfonodi #.

Il rimodellamento osseo si avvia dopo che il
RANK-Ligando si lega al suo recettore RANK
al fine di indurre la differenziazione, attivazio-
ne e sopravvivenza degli osteoclasti; viceversa,
la OPG agisce come un “falso recettore” per il
RANK-L e inibisce I'attivazione degli osteoclasti
e il riassorbimento *'. L'equilibrio tra RANK-L,
RANK e OPG e quindi essenziale per modulare
la osteoclastogenesi e il rimodellamento osseo,
e sono molteplici i fattori coinvolti nella regola-
zione di questo equilibrio (Fig. 1).

REGOLAZIONE DELLA VIA DI SEGNALE OPG / RANK / RANK-L
Diversi fattori (citochine, ormoni, fattori di cre-
scita) interagiscono con questa via di segnale.
Numerose citochine partecipano nella regola-
zione della via OPG / RANK / RANK-L promuo-
vendo o inibendo il riassorbimento osseo. L'IL-1
e una citochina pro-riassorbitiva che aumenta
RANK e RANK-L con risultati contrastanti sul-
la OPG. L'IL-7, I'lL-17, e il TNF-0. aumentano il
RANK-L e sono pertanto considerati agenti pro-
riassorbitivi, mentre IL-4, IL-13, e I'interferone-y
sono considerati agenti anti-riassorbitivi soppri-
mendo la osteoclastogenesi .

Tra gli ormoni, gli estrogeni hanno un ruolo
fondamentale nella regolazione del rimodella-
mento osseo e la loro azione di stimolazione
della secrezione di OPG e confermata da diver-
si studi *° %7, cosi come la downregulation della
espressione di RANK-L . Gli studi che valutano
in vitro 'azione degli androgeni sulla OPG sono
meno chiari e mostrano risultati contraddittori,
ad esempio una sovraespressione in osteoblasti
murini ¥ e una ridotta espressione in osteobla-
sti umani *. In entrambi questi studi, il RANK-L
non era influenzato dagli androgeni anche se un
recente studio ha dimostrato un aumento della
espressione di RANK-L in topi orchiectomizzati
che tornava alla normalita dopo terapia con te-
stosterone 3!,

Per quanto riguarda l'ormone paratiroideo
(PTH), e stata dimostrata una ridotta espressio-
ne della OPG e un aumento del RANK-L dopo
somministrazione di PTH, sia intermittente che

continua, in cellule del midollo osseo e in oste-
oblasti murini *?. Tuttavia, risultati contrastanti
sono stati riscontrati in tessuto osseo umano in
vivo in donne sottoposte a intervento chirurgico
per neoplasia della mammella, dove non e stato
dimostrato alcun cambiamento della espressio-
ne di OPG o di RANK-L. In ogni caso, i livelli piu
elevati di PTH erano correlati a bassi livelli sia
di OPG che di RANK-L mRNA *. Un altro studio
che includeva donne di ogni eta ha anch’esso
dimostrato che la OPG sierica era negativamen-
te correlata al PTH **.

Tra i fattori di crescita, 'IGF-1 € noto come re-
golatore importante del turnover osseo che di-
minuisce con l'eta . Uno studio ha dimostra-
to una correlazione negativa tra IGF-1 e OPG,
e positiva con il RANK-L *°. I limiti principali
di questo studio (come in altri studi sulla via
di segnale OPG / RANK / RANK-L) sono stati
I'uso dei livelli sierici che non rispecchiano esat-
tamente i livelli di RANK-L nel microambiente
osseo e che sono molto difficili da definire dato
che le metodiche analitiche hanno una sensibi-
lita limitata. Un altro studio effettuato su topi
ha dimostrato che I'IGF-1 e in grado di stimo-
lare la espressione di RANK-L e di M-CSF negli
animali giovani, ma sembra che questo effetto
si perda con l'invecchiamento . Un altro fat-
tore di crescita studiato e il fattore derivato dal
pigmento epiteliale (PEDF), un potente inibitore
della angiogenesi la cui espressione nel tessuto
osseo e stata dimostrata, cosi come la sua azione
positiva sulla differenziazione degli osteoblasti.
Il PEDF sembra stimolare I'espressione di OPG
in osteoblasti e in preosteoclasti, e sopprimere
I'espressione di RANK-L e, di conseguenza, la
differenziazione osteoclastica ¥.

L’ INVECCHIAMENTO E LA VIA DI SEGNALE OPG / RANK /
RANK-L

Alcuni studi in topi invecchiati hanno mostra-
to che con l'eta i livelli di RANK-L mRNA au-
mentano mentre quelli di OPG mRNA diminu-
iscono **3°. Nell'uomo, gli studi riportano con-
sistentemente un aumento dellOPG con I'eta
in entrambi i sessi ¥ ** ', Tale aumento é stato
osservato sia in soggetti sani che in pazienti
con artrite reumatoide, morbo di Paget osseo
e osteoporosi ». Diversamente, ci sono risultati
fortemente contrastanti per quanto riguarda il
RANK-L durante I'invecchiamento nell'uomo.
Alcuni studi in vitro in osteoblasti umani hanno
indicato che gli estrogeni inducono la produzio-
ne di OPG *"*, Viceversa, studi condotti in don-
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ne in postmenopausa hanno trovato che i livelli
di OPG aumentano dopo la menopausa * e si
riducono con la terapia ormonale sostitutiva *.
Gli studi sul rapporto tra 'OPG e i markers di
riassorbimento osseo durante la menopausa so-
no anche essi contraddittori, con lavori che mo-
strano una lieve correlazione negativa tra questi
parametri ** e altri studi che riportano una rela-
zione positiva % trovata anche negli uomini *.
Gli studi sul rapporto tra i livelli di OPG, la BMD
e le fratture vertebrali sono anch’essi discrepan-
ti. In alcuni studi, non e stata trovata alcuna as-
sociazione tra BMD e OPG dopo correzione per
eta e BMI** " mentre altri lavori mostrano una
correlazione inversa tra OPG e BMD 7%, La re-
lazione tra OPG e fratture e ugualmente incon-
grua. Infatti, sia livelli bassi ¥ che alti ** di OPG
sono stati associati con le fratture vertebrali.
Gli studi sul RANK-L nelle donne in postmeno-
pausa hanno risultati ancora piu contrastanti
perché il metodo di misurazione dei livelli sierici
di RANK-L e meno sensibile di quello utilizzato
per 'OPG. In relazione ai livelli di RANK-L nelle
donne in postmenopausa, sono stati descritti in-
crementi %°, riduzioni *° o nessun effetto **. Alcu-
ni lavori non hanno trovato alcuna associazione
tra RANK-L e BMD *°°' mentre altri trovano una
correlazione inversa 2,

Negli uomini la situazione e simile, cioe, e sta-
to rilevato un consistente aumento dei livelli di
OPG con l'eta ** "% invece la relazione tra gli
ormoni sessuali e 'OPG e controversa, con studi
che mostrano una correlazione positiva tra testo-
sterone libero e OPG *' e altri studi che mostra-
no una correlazione negativa * e riduzione della
OPG dopo terapia sostitutiva con testosterone
in uomini ipogonadici . Per quanto riguarda la
relazione tra i livelli di OPG e la BMD vertebrale
negli uomini, sono state riportate sia correlazio-
ni positive >* che negative ***7, o anche nessuna
correlazione **. Il rapporto tra OPG e markers
di rimodellamento osseo e ugualmente poco
chiara, con studi che riportano una correlazio-
ne positiva tra OPG e osteocalcina e negativa
con i markers di riassorbimento osseo ' e studi
che mostrano un’associazione negativa tra OPG
e osteocalcina 7 e positiva tra OPG e markers
di riassorbimento osseo *. Uno studio ha mo-
strato che il RANK-L sierico era negativamente
correlato con I'eta, mentre I'mRNA nel microam-
biente osseo era positivamente correlato all’eta
e ai markers di rimodellamento osseo *°. In un
ampio studio recente, non e stata trovata alcu-
na correlazione tra il RANK-L e l'eta, e neanche

con la BMD o la perdita di BMD dopo 6 anni
di follow-up **. Viceversa, nello studio “Rancho
Bernardo” e stata riportata una correlazione ne-
gativa tra RANK-L e BMD negli uomini >*.

In definitiva, molti studi sulla OPG e il RANK-
L nell'uvomo riportano risultati contraddittori.
Questa non omogeneita puo derivare anche dal
fatto che le metodiche utilizzate per quantifica-
re il RANK-L sierico non sono molto sensibili,
tanto che in un recente studio soltanto il 63%
dei pazienti aveva il RANK-L rilevabile **. Altra
problematica € legata al fatto che solo pochi
studi hanno esaminato 'espressione di OPG e
RANK-L nell’osso. Entrambe sono molecole at-
tive a livello locale e le concentrazioni sieriche
possono non riflettere la situazione locale ossea
reale. Infine, anche per le difficolta sopra men-
zionate, non sono stati stabiliti valori sierici di
riferimento per OPG e RANK-L.

DENOSUMAB

Denosumab € un anticorpo monoclonale com-
pletamente umano di tipo IgG, con un’affinita
molto elevata e specifica per il RANK-L. Legan-
dosi a RANK-L, come avviene in condizioni fi-
siologiche con la OPG, denosumab inibisce la
maturazione, l'attivazione e la sopravvivenza
degli osteoclasti (Fig. 2). Leffetto del denosu-
mab quale primo inibitore del RANK-L crea una
nuova categoria di agenti antiriassorbitivi. In
confronto con i bisfosfonati, questo anticorpo
viaggia nel torrente circolatorio senza accumu-
larsi a livello osseo ed ha un effetto rapidamen-
te reversibile. Inoltre, non essendo eliminato
per via renale puo rappresentare un vantaggio
nei pazienti nefropatici, nei quali i bisfosfonati
sono controindicati.

Negli studi preclinici, denosumab non soppri-
meva il riassorbimento osseo in topi normali a
causa della sua specificita per il RANK-L umano.
Invece in topi knock-in chimerici (con espres-
sione di RANK-L umano/murino), denosumab
ha provocato una significativa riduzione del
riassorbimento osseo associata ad un aumento
della massa ossea sia corticale che trabecola-
re *°. In uno studio di fase I, una singola iniezio-
ne sottocutanea di denosumab in donne sane in
postmenopausa ha provocato una rapida, inten-
sa e prolungata riduzione dei markers di rias-
sorbimento osseo in confronto con il placebo 7.
Uno studio di fase II sugli effetti di denosumab
a diversi dosaggi per un periodo di 12 mesi vs.
placebo e vs. alendronato in donne in postme-
nopausa con bassa BMD ha dimostrato un au-
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Fig. 2. Meccanismo di azione del denosumab, anticorpo specifico contro RANK-L che inibisce il legame tra RANK-L e RANK portan-
do ad una ridotta differenziazione degli osteoclasti, alla loro inattivazione e all’apoptosi degli osteoclasti maturi.

mento della BMD vertebrale, femorale e del ter-
zo distale del radio. I risultati sulla BMD erano
superiori al placebo e pari o superiori a quelli
dell’alendronato settimanali. Ancora una volta,
una rapida diminuzione dei markers di riassor-
bimento osseo ¢ stata osservata dopo l'iniezione
di denosumab **. In uno studio di estensione,
questi risultati sono stati confermati dopo tera-
pia per 24 mesi *’. Negli studi di fase I e 11, la
dose di 60 mg s.c. ogni 6 mesi sembrava essere
la dose piu efficace ed e stata quindi valutata in
studi di fase III. Un primo trial randomizzato e
controllato vs. placebo (n = 332) con sommini-
strazione di denosumab per oltre 2 anni in don-
ne osteopeniche in postmenopausa ha mostrato
un significativo aumento della densita minerale
ossea in tutti i distretti esaminati. In modo paral-
lelo, i markers del turnover osseo (C-telopeptide
[CTX1], fosfatasi acida tartrato-resistente [TRAP],
e propeptide N-terminale del procollagene di ti-
po 1 [PINP]) sono stati significativamente sop-
pressi . Un successivo ampio studio di fase III
(Fracture REduction Evaluation of Denosumab

in Osteoporosis every 6 Months = FREEDOM), e
stato condotto in una popolazione di 7868 don-
ne in postmenopausa affette da osteoporosi,
che hanno ricevuto 60 mg di denosumab ogni
6 mesi (n = 3933) o un placebo (n = 3935) per
un periodo di 36 mesi (3 anni). Lo studio pub-
blicato su NEJM ha dimostrato la efficacia della
terapia con denosumab nel ridurre significati-
vamente le nuove fratture vertebrali (-68%), fe-
morali (-40%), e non vertebrali (-20%) °'. Tutti
i partecipanti che hanno completato lo studio
FREEDOM (sia quelli che avevano fatto terapia
che quelli che avevano fatto il placebo) sono poi
stati invitati a far parte di uno studio di esten-
sione per continuare a valutare la efficacia e la
sicurezza della terapia con denosumab fino a
dopo 10 anni di terapia. Al momento sono stati
pubblicati i risultati della estensione dopo ulte-
riori 2 anni di terapia con denosumab (gruppo
di terapia a lungo termine, 5 anni) e quelli del
braccio che aveva fatto placebo per tre anni nel-
lo studio iniziale e che hanno iniziato successi-
vamente, la terapia con denosumab per 2 anni




(gruppo cross-over). Un totale di 4550 donne
sono state arruolate nello studio di estensio-
ne (2343 in terapia a lungo termine e 2207 nel
gruppo cross-over). I markers di rimodellamen-
to osseo si sono mantenuti bassi nel gruppo di
terapia a lungo termine e si sono rapidamente
ridotti nel gruppo crossover. Nel gruppo che ha
completato 5 anni di terapia la BMD e aumenta-
ta ulteriormente con guadagno totale di 13,7% a
livello vertebrale e 7,0% a livello femorale. Nel
gruppo cross-over, la BMD e aumentata di 7,7%
a livello vertebrale e di 4,0% a livello femorale
dopo i 2 anni di terapia con denosumab. La in-
cidenza annuale di fratture in entrambi i gruppi
era inferiore all'incidenza osservata nel grup-
po placebo originale del FREEDOM, e inferiore
anche al modello statistico prospettico di una
coorte “virtuale non trattata” ®. Anche i nuovi
risultati preliminari dell’estensione del FREE-
DOM nei pazienti che hanno completato 6 anni
continuativi di terapia con denosumab hanno
mostrato una riduzione sostenuta dei markers di
rimodellamento associata ad un aumento conti-
nuo della BMD. Lincidenza di fratture € rimasta
bassa nel gruppo trattato a lungo termine . So-
no stati recentemente pubblicati anche i risulta-
ti dell’estensione del precedente studio di fase
II sopra menzionato **. Essi mostrano come la
terapia continuativa con denosumab per 8 an-
ni e stata associata ad incrementi continui della
BMD ed a persistenti riduzioni dei markers di
rimodellamento osseo ®', a ulteriore conferma
della efficacia a lungo termine della terapia.

Di particolare interesse in ambito geriatrico so-
no i risultati delle analisi del sottogruppo di pa-
zienti con piu alto rischio di fratture arruolate
nello studio FREEDOM, cioe, quelle con fratture
vertebrali multiple o severe, di eta superiore a
75 anni e/o con una BMD femorale inferiore a
-2,5 DS. In queste pazienti, la terapia con deno-
sumab per 3 anni ha ridotto la incidenza di nuo-
ve fratture vertebrali e femorali, confermando
l'efficacia di tale terapia in pazienti con diversi
gradi di rischio fratturativo. Il rischio di frattu-
re femorali € stato ridotto fino a valori simili a
quelli della popolazione a basso rischio, nella
quale le fratture femorali erano rare. La riduzio-
ne significativa del rischio di frattura femorale
si e verificato gia nel primo anno di terapia, ri-
sultato mai ottenuto con altra terapia antirias-
sorbitiva, e consistente con lo spiccato e rapi-
do aumento della BMD (gia dal primo mese)
documentata con la terapia con denosumab .
A supporto e conferma di questi incoraggianti

risultati, un sottostudio dello studio FREEDOM
ha mostrato un aumento significativo della BMD
volumetrica usando QCT a livello vertebrale e
femorale. Nella regione femorale 'aumento era
prominente nell’osso corticale, risultato che puo
spiegare la riduzione significativa delle fratture
femorali e delle fratture non vertebrali nelle pa-
zienti trattate con denosumab .

Un recente studio ha investigato 'efficacia e si-
curezza di denosumab 60 mg s.c. ogni 6 mesi
vs. placebo in un gruppo di uomini con bassa
BMD. Anche se la numerosita dei partecipanti a
questo studio era molto inferiore (120 uomini
nel gruppo trattato e 120 nel gruppo placebo)
ai trials effettuati nelle donne, un primo report a
12 mesi ha mostrato una buona tollerabilita, una
riduzione dei markers di rimodellamento osseo
e un incremento della BMD significativo a livel-
lo vertebrale e femorale 7.

Per quanto riguarda la sicurezza e la tollerabi-
lita, gli studi di fase I e II hanno mostrato com-
plessivamente una frequenza simile degli eventi
avversi per denosumab vs. placebo e vs. alen-
dronato. Tuttavia, un lieve e transitorio aumento
non dose-dipendente e asintomatico del PTH
sierico associato con una diminuzione del cal-
cio sierico € stato osservato sotto terapia con
denosumab | per cui e consigliabile control-
lare la calcemia prima di iniziare la terapia e,
se necessario, associare una adeguata supple-
mentazione di calcio e vitamina D. Negli studi
di fase III, il profilo di sicurezza osservato non
ha rilevato differenze significative tra il place-
bo e denosumab °!. Gli eventi avversi osservati
durante i 3 anni di estensione sono stati simili
a quelli riportati per il gruppo originale di pla-
cebo e terapia con denosumab del FREEDOM.
Solo in due casi del gruppo cross-over si e ve-
rificata osteonecrosi della mandibola, e due nel
gruppo long-term. Entrambi i casi del gruppo
cross-over sono guariti completamente e senza
ulteriori complicazioni; uno di questi soggetti
continua ad assumere denosumab.

Un caso di frattura atipica e stato segnalato nel
gruppo cross-over alla fine dell’'anno 6 e un al-
tro nel gruppo long-term durante 'anno 7. L'in-
cidenza di neoplasie e di infezioni (i.e. cellulite,
erisipela) e stata bassa senza tendenza ad au-
mentare nel tempo; si e verificato un solo ca-
so di una infezione cutanea severa nel gruppo
cross-over °>. Anche nello studio di estensione
a 8 anni (studio di fase II), la terapia con de-
nosumab ha dimostrato una buona tollerabilita
con un profilo di eventi avversi simile a quello
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riportato in studi precedenti di piu breve durata
e anche consistente con l'invecchiamento del-
la popolazione in esame durante gli 8 anni di
follow-up .

L'analisi dei dati dello studio FREEDOM (donne
tra 60 e 90 anni di eta) ha dimostrato come la
terapia con denosumab non influisce sulla ri-
parazione della frattura o su altre complicanze
post-frattura anche quando la terapia viene ini-
ziata entro un giorno dall’evento fratturativo *.
Un problema rilevante nella terapia delle malat-
tie croniche, tra cui l'osteoporosi, € quello rela-
tivo alla aderenza terapeutica. I risultati di uno
studio randomizzato, cross-over, con follow-up
di due anni, in donne con osteoporosi post-
menopausale, hanno mostrato che l’aderenza
e la persistenza della terapia con denosumab,
tramite iniezione s.c. ogni 6 mesi, era significa-
tivamente maggiore in confronto con la terapia
orale con alendronato settimanale 7.

Per quanto riguarda il confronto con altre tera-
pie, nello studio di fase II i markers di rimodel-
lamento osseo sono diminuiti piu rapidamente
e in maniera piu pronunciata dopo terapia con
denosumab rispetto all’alendronato *®. Inoltre,
una volta sospesa la terapia, gli effetti sul rimo-
dellamento osseo sembrano essere completa-
mente reversibili 7*. In confronto con alendro-
nato e placebo, denosumab ha dimostrato di
essere il trattamento piu efficace nel migliorare
le proprieta meccaniche del collo femorale 72
Uno studio di non-inferiorita € stato condotto
confrontando testa a testa denosumab e alen-
dronato in 1189 donne in postmenopausa con
un T-score uguale o inferiore a -2.0 DS 7. Essi
hanno ricevuto 60 mg in iniezione s.c. di de-
nosumab ogni 6 mesi vs. placebo per via orale
settimanale oppure alendronato 70 mg per via
orale settimanale vs. placebo per via s.c. ogni
6 mesi. I risultati hanno mostrato un aumen-
to significativamente maggiore della BMD nel
gruppo in trattamento con denosumab in con-
fronto con l'alendronato. Laumento della BMD
a livello femorale totale nel gruppo trattato con
denosumab e stata del 3,5% a 12 mesi rispetto
a 2,6% nel gruppo trattato con alendronato. An-
che negli altri siti scheletrici esaminati € stato
dimostrato un aumento significativo della BMD
con la terapia di denosumab. I markers del tur-
nover osseo CTX1 e PINP sono risultati signi-
ficativamente diminuiti nel gruppo denosumab
vs. alendronato, con una riduzione massima del
PINP a 3 mesi nel gruppo in terapia con deno-
sumab rispetto ad una diminuzione massima a

9 mesi nel gruppo trattato con alendronato. Tut-
tavia, la riduzione mediana del CTX1 era simile
per entrambi i gruppi di trattamento a 12 me-
si di terapia 7. Analogamente, dati preliminari
hanno mostrato come la terapia con denosumab
60 mg s.c. ogni 6 mesi e risultata associata ad un
aumento maggiore della BMD a livello femora-
le (collo e totale) e vertebrale in confronto con
ibandronato 150 mg/mese p.o. ”* e in confronto
con risedronato 150 mg/mese p.o. 7> cosi come
ad una riduzione piu intensa dei markers di ri-
modellamento osseo.

Inoltre, a differenza della combinazione di te-
riparatide con bisfosfonati, la combinazione di
teriparatide con denosumab ha mostrato di es-
sere associata a un aumento della BMD a livel-
lo femorale e vertebrale maggiore rispetto alla
somministrazione di questi farmaci da soli 7.
Quest’'ultima combinazione somministrata con-
temporaneamente ha mostrato gli incrementi
maggiori di BMD femorale mai dimostrati per
altra terapia alternativa il che la rende un’opzio-
ne da considerare nei paziente anziani ad alto
rischio di frattura femorale.

Altri risultati in casi clinici mirati sono stati ripor-
tati con I'uso di denosumab. In un paziente di 86
anni con malattia di Paget nel quale i bisfosfonati
erano controindicati dovuto alla presenza di una
insufficienza renale severa (clearance della crea-
tinina di 11 mL/min) la terapia con denosumab e
risultata efficace 7. In 4 paziente con una forma
di osteogenesi imperfetta poco responsiva ai bi-
sfosfonati (tipo OI-IV) e con iperattivazione della
via RANK/RANK-L, la terapia con denosumab &
stata ben tollerata ed é risultata in una riduzio-
ne significativa dei markers di rimodellamento
osseo. Di conseguenza, il denosumab potrebbe
essere una nuova opzione terapeutica anche in

questo tipo di pazienti 7.

Conclusioni

II rimodellamento osseo € un determinante
fondamentale della massa ossea e della salute
dell’osso, che dipende in gran parte dall’equili-
brio tra OPG e RANK-L. La via di segnale OPG /
RANK / RANK-L ha un ruolo fondamentale nel-
la modulazione del turnover osseo ed interessa
numerosi fattori che interagiscono tra di loro.
Gli effetti catabolici del RANK-L sono blocca-
ti dall’OPG, che impedisce la sua attivazione e
pertanto limita la differenziazione, l'attivita e la
sopravvivenza degli osteoclasti. Gli studi clinici
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con denosumab, anticorpo umano anti-RANK-L,
hanno dimostrato la sua capacita di incremen-
tare la massa ossea attraverso una rapida, mar-
cata e reversibile soppressione dei processi di
riassorbimento osteoclastico e di diminuire il

L’'osso corticale e trabecolare subiscono un conti-
nuo e bilanciato processo di rimodellamento, che
consiste di una fase di riassorbimento mediata
dagli osteoclasti e di una fase di neoformazione
mediata dagli osteoblasti. L’attivita degli osteo-
blasti e degli osteoclasti e regolata dagli osteociti
che sono le cellule piu abbondanti nello schele-
tro. Uno squilibrio di questo processo con una
eccessiva attivita di riassorbimento, comporta
una perdita di massa ossea e un deterioramen-
to della microarchitettura scheletrica, con conse-
guente riduzione della resistenza ossea e aumen-
to del rischio di frattura. Il ligando del “Receptor
Activator of Nuclear Factor Kappa-B” (RANK-L),
una proteina espressa dagli osteoblasti, gioca un
ruolo fondamentale nella formazione, attivazione
e sopravvivenza degli osteoclasti, tramite I'intera-
zione con il suo recettore RANK, espresso sulla
superficie degli osteoclasti. La scoperta del ruolo
del RANK-L nella patogenesi dell’osteoporosi ha
portato a studiare gli effetti della sua inibizione
come un nuovo e specifico approccio antiriassor-
bitivo. In numerosi modelli preclinici di osteopo-
rosi postmenopausale, I'inibizione del RANK-L ha
prevenuto la perdita di massa ossea e le altera-
zioni della microarchitettura dell’osso ed é stata
associata a un aumento della resistenza ossea a
livello sia vertebrale che femorale. Nell'uomo, la
somministrazione sottocutanea, ogni 6 mesi, di
un anticorpo monoclonale interamente umano
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