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Il rimodellamento osseo nei mammiferi ha la funzione di mantenere l’integrita’ 

biomeccanica dello scheletro, attraverso la rimozione e la deposizione continua 

di tessuto osseo. Questo viene realizzato da team di osteoblasti, che depongono 

tessuto mineralizzato, e osteoclasti, che lo riassorbono (1). Il tasso di rimodel-

lamento e’, almeno in parte, controllato dai livelli sierici di un polipeptide se-

creto dalle ghiandole paratiroidee e denominato ormone paratiroideo (PTH). E’ 

da tempo noto che la perdita o la riduzione dei livelli di PTH diminuisce la 

formazione di osteoblasti ed osteoclasti in esseri umani e roditori (2-4) e l’au-

mento di PTH, come nell’iperparatiroidismo primario o secondario, aumenta la 

formazione di osteoclasti ed osteoblasti (5). Piu’ recentemente un polipeptide 

dalla struttura parzialmente analoga a PTH e’ stato identificato in tessuti ex-

trascheletrici, e denominato PTH related protein, o PTHrP. Tale proteina ha 

funzione agonistica nei confronti del recettore per PTH anche se le sue funzioni 

appaiono essere parzialmente distinte dal paratormone (3).

L’azione di PTH nel controllo del riassorbimento osseo e’ complessa. PTH sti-

mola l’espressione di Receptor Activator of Nuclear Factor B Ligand 

(RANKL), una proteina transmembrana presente negli esseri umani anche in 

forma solubile, membro della superfamiglia di Tumor Necrosis  Factor, neces-

saria per il differenziamento degli osteoclasti ed il supporto della loro soprav-

vivenza e dell’attivita’ osteolitica, tramite il legame con un recettore specifico 

presente sulla superficie dei precursori osteoclastici (6-8). 
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E’ stato quindi proposto che PTH controlli il tasso di rimodellamento osseo 

attraverso il controllo di RANKL. PTH aumenta anche la produzione di 

1,25(OH)2D3 attraverso la stimolazione di 25-idrossivitamin D-1--idrossilasi 

(9-11); 1,25(OH)2D3 e’ a sua volta anch’esso un potente stimolatore di RANKL 

(12). Cambiamenti nei livelli di PTH dunque possono alterare l’espressione di 

RANKL da soli o mediante l’azione di 1,25(OH)2D3.

Tentativi iniziali di identificare gli elementi che controllano la trascrizione di 

rankl in risposta a PTH o 1,25(OH)2D3 non hanno portato a risultati convin-

centi. Kitazawa et al hanno riportato che reporter constructs contenenti fino a 

2kb della 5’-flanking region a monte del transcription start site (TSS) di rankl 

vengono stimolati da forskolina e 1,25(OH)2D3 in una linea cellulare stromale 

murina (13-15). Questi risultati sono stati difficili da confermare da parte di 

altri autori usando reporter contenenti fino a 7kb di 5’-flanking region (16-18). 

In studi piu’ recenti abbiamo identificato un enhancer trascrizionale localizzato 

76kb upstream dal TSS di rankl, che sembra mediare la risposta a PTH e 

1,25(OH)2D3, usando un approccio che prevede l’utilizzo di costrutti basati su 

7

RANKLAKAP11 UP34132DCR

76 kb

500 kb

Figura A: La Distal Control Region (DCR) è localizzata 76 kb upstream dal gene 
rankl, in una regione relativamente isolata del genoma. 



bacterial artificial chromosomes (BAC), di dimensione molto maggiore ai 

plasmidi tradizionali ed in grado quindi di contenere al suo interno sequenze 

nucleotidiche di lunghezza fino a 200 kb (19). In questi studi, sono state indi-

viduate, nella regione distale di questo enhancer, sequenze specifiche che 

legano cAMP response element binding protein (CREB), in seguito a stimolazi-

one con PTH e che sono necessarie per la up-regolazione dell’espressione di 

rankl. E’ stato indipendentemente mostrato, utilizzando un’analisi ChIP-on-

chip, che la porzione prossimale di questo enhancer lungo 2kb contiene anche 

un insolito Vitamin D responsive element (VDRE), che media l’azione di 

1,25(OH)2D3 (20). Data la sua significativa distanza  da rankl, e la sua abilita’ 

di integrare segnali di diversi ormoni, abbiamo denominato questo enhancer 

distal control region, o DCR (19,20)

L’importanza di DCR per il controllo della trascrizione di rankl da parte di PTH 

e’ stata confermata dalla delezione condizionale di questo enhancer dal genoma 

murino, seguendo la strategia illustrata in Figura B (19). Abbiamo osservato che 

topi privi di DCR (DCR-/-) si sviluppano normalmente, e, in contrasto a topi 

privi di RANKL, non presentano osteopetrosi. Questo nonostante la stimolazi-

one di rankl da parte di PTH sia diminuita in modo significativo in cellule 

stromali midollari provenienti da topi DCR-/- in vitro. 

Nello studio qui presente, mostriamo che la delezione di DCR riduce l’espres-

sione di rankl nel tessuto osseo e linfoide e riduce la stimolazione di rankl da 

parte di PTH e 1,25(OH)2D3 in vivo. I topi DCR-/- mostrano inoltre un aumento 

della massa ossea e delle caratteristiche biomeccaniche ossee in conseguenza di 
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una ridotta formazione di osteoclasti, ed un ridotto rimodellamento osseo. 

Questi studi dimostrano che il controllo ormonale di rankl da parte di PTH, 

tramite DCR, controlla il tasso di rimodellamento osseo.
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Figura B: Strategia per la delezione di DCR dal genoma murino tramite ricombi-
nazione omologa di un targeting construct e successiva eliminazione della cassetta 
di selezione NEO tramite topi Flipper 



MATERIALI E METODI
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Materiali

PTH umano (1-84) è stato acquistato da Bachem California Inc. (Torrance, CA, 

USA). PTH bovino (1-34) è stato acquistato da Sigma (St. Louis, MO). 

1,25(OH)2D3 è stato acquistato da Biomol (Plymouth Meeting, PA). Le cellule 

sono state mantenute in alpha-medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) contenente  

FBS 10% (HyClone, Logan, UT) e penicillina, streptomicina e glutamina 1% 

(Sigma).

Studi animali

La generazione dei topi DCR-/- è stata descritta in precedenza (19). Per ottenere 

i topi utilizzati in questo studio, l’allele DCR-null è stato sottoposto a backcross 

in background C57BL/6 per 4-6 generazioni ed i topi eterozigoti DCR+/- sono 

stati incrociati per ottenere DCR+/+ e DCR-/-. A topi DCR+/+ e DCR-/- di 6 mesi è 

stato iniettato per via intraperitoneale (i.p.) PBS in presenza o in assenza di 

PTH 1-84 (230 ng/g) o polipropilenglicole in presenza o in assenza di 

1,25(OH)2D3 (1 ng/g). Tutti gli studi che hanno coinvolto topi sono stati appro-

vati dall’ Institutional Animal Care and Use Committees della University of Ar-

kansas  for Medical Sciences  e della University of Wisconsin in Madison. 

Colture cellulari primarie

Cellule di midollo osseo sono state prelevate da femori di topi DCR+/+ e DCR-/- 

dell’eta di 2 mesi. Per gli studi time-course e dose-response, le cellule midollari 

sono state seminate alla densità di 5*106 cellule/pozzetto in piastre da 12 
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pozzetti e coltivate per 10 giorni, dopodichè è stato aggiunto veicolo, PTH (1-

34) e 1,25(OH)2D3. Per i saggi osteoclastogenici le cellule sono state seminate 

alla densità di 1.5* 106 cellule/pozzetto in piastre da 24 pozzetti o alla densità di 

5*106 cellule/pozzetto in piastre da 12 pozzetti. Dopo 3 giorni, PTH (1-34) (10-

7 M), 1,25(OH)2D3 (10-8  M) o RANKL e M-CSF (30 ng/ml ciascuno) sono stati 

aggiunti e le colture sono state incubate per 6 giorni, cambiando il medium ogni 

3 giorni. L’ultimo giorno, le cellule sono state fissate e colorate per la fosfatasi 

acida tartrato resistente (TRAP), come descritto in precedenza (7) o utilizzate 

per l’estrazione di RNA.

Analisi dell’RNA

L’RNA totale è stato purificato dalle colture cellulari e dai tessuti usando il rea-

gente Ultraspec (Biotecx Laboratories, TX), seguendo le indicazioni del pro-

duttore. RT-PCR quantitativa è stata eseguita come descritto precedentemente 

(19) utilizzando i seguenti primer probe set forniti da Applied Biosystems 

(Foster City, CA):

RANKL (Mm0041908-m1); IL-6 (Mm00446190-m1);  OPG (Mm00435451-

m1); Cathepsin K (Mm01255862-g1); A Kinase Anchor Protein 11 ( 

Mm01313936-m1), e ribosomal protein S2 (forward, 5’-

CCCAGGATGGCGACGAT-3’; reverse, 5’-CCGAATGCTGTAATGGCGTAT- 

3’; probe, FAM-5’-TCCAGAG CAGGATCC- 3’-NFQ).  SYBR Green quanti-

tative RT-PCR  è stat eseguita ccom descritto precedentemente (21) usando i 

seguenti primers per RANKL 5′-ATTCAGGTGTCCAACCCTTCC-3′, reverse, 

5′-TGCTAATGTTCCACGAAATG-3′. 
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Determinazione della BMD

A partire dall’età di 1 mese, misure sequenziali della densità della massa ossea  

(BMD) in topi vivi sono state effettuate tramite dual-energy X-ray absorpti-

ometry tramite un densitometro PIXImus Mouse (Lunar, Fitchburg, WI), 

usando il software fornito dal produttore, come descritto in precedenza (22).

Istomorfometria ossea

Le prime 4 vertebre lombari sono state fissate ed incluse senza previa decalcifi-

cazione in metilmetacrilato, come descritto precedentemente (23). L’esame is-

tomorfometrico è stato compiuto con un computer ed una tavoletta grafica 

(OsteoMetrics, Decatur, GA), interfacciati ad un microscopio Zeiss Axioscope 

(Carl Zeiss, Thornwood, NY). La percentuale del perimetro di osso trabecolare 

ricoperto da osteoblasti cuboidali su tessuto osteoide (osteoblast perimeter) e la 

percentuale di perimetro di osso trabecolare ricoperto da osteoclasti TRAP-

positivi (osteoclast perimeter) sono stati misurati direttamente da operatore, 

mentre il tasso di formazione ossea per perimetro di osso trabecolare è stato 

derivato. La terminologia usata è quella raccomandata dalla Histomorphometry 

Nomenclature Committee dell’American Society for Bone and Mineral Re-

search (24)
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Testing biomeccanico

Le proprietà di resistenza alla compressione della sesta vertebra lombare (L6) 

sono state misurate usando una macchina per test meccanico di materiale a co-

lonna singola ed una cella di carico calibrata (Model 5542: Instron Corp., 

Grove City, PA), come descritto in precedenza (22).

Markers biochimici

Plasma ed campioni di urina sono stati raccolti da topi DCR+/+ e DCR-/- di 5 

mesi di età, femmine. DPD e creatinina sono stati quantificati tramite kit 

ELISA  (Metra Biosystems, Quidel, San Diego, CA) ed i valori di DPD sono 

stati correttti per la creatinina. I livelli di calcio, PTH e osteocalcina sierici sono 

stati quantificati usando un assay colorimetrico (StanBIO, Boerne, TX), ELISA 

(Immutopics Inc, san Clemente, CA) o RIA (Metra Biosystems) rispettiva-

mente.

Statistica

I dati sono stati analizzati usando SigmaStat (SPSS Science, Chicago, IL). Tutti 

i valori sono riportati come media+/- deviazione standard (SD). Le differenze 

tra medie sono state valutate con test t di Student o 2 way ANOVA.
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RISULTATI
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La delezione di DCR-/- non causa osteopetrosi.

Topi DCR-/- presentano normale eruzione dentaria (Figura 1A-B) ed assenza dei 

segni di osteopetrosi, con normali cavità midollari nelle ossa lunghe (Figura 

1C-D). 
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Figura 1. L’assenza di DCR non provoca osteopetrosi.
Proiezione radiografia di topi wild type e DCR-/- in sezione sagittale. Non si 
evidenziano segni di osteopetrosi ed i topi non presentano differenze in ter-
mini di eruzione dentaria (A-B). Le cavità midollari nelle ossa lunghe risul-
tano pervie (C-D).

A B

C D

Fig. S5

WT KO



Il controllo ormonale di rankl è attenuato nelle cellule di topi DCR-/-. 

Precedenti lavori hanno mostrato che la risposta di rankl a PTH in colture pri-

marie di midollo da topi DCR-/- è diminuita (19). Questi studi erano però ese-

guiti ad un singolo time-point (24 ore) con una concentrazione massima di 

PTH. Per determinare se la responsività a PTH fosse differente a time point 

diversi o a concentrazioni sub-massimali di PTH, abbiamo effettuato studi time 

course e dose-response in colture primarie di midollo, quantificando mRNA 

tramite RT-PCR. 

PTH ad una concentrazione di 10-7  M stimola l’espressione di RANKL in cel-

lule wild-type a partire da 1 ora dal trattamento, con una risposta massima dopo 

4 ore; quest’effetto è ridotto significativamente in cellule DCR-/- all’ora 4 (Fig-

ura 2A). L’ablazione di DCR non sembra avere effetto sulla soppressione di 

osteoprotegerina (OPG, un gene controllo) da parte di PTH. Concentrazioni 

progressivamente elevate di PTH portano ad un aumento progressivo dell’m-

RNA di RANKL in cellule wild-type, ma questo effetto viene significativa-

mente ridotto in cellule DCR-/- (Figura 2B). 

In contrasto, l’inibizione di OPG non è differente tra cellule wild-type e DCR-/- 

per nessuna concentrazione di PTH.

La precedente analisi di mappatura (19) e ChIP-on chip (20) ha mostrato che 

anche 1,25(OH)2D3 può utilizzare DCR per controllare la trascrizione di rankl. 

Come mostrato in figura 2C, 1,25(OH)2D3 stimola RANKL in cellule wild-type 

a tutti i time-points, con una risposta massima dopo 24 ore. La delezione di 
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DCR comunque riduce la risposta a 1,25(OH)2D3 a 4, 12 e 24 ore (Figura 2C). 

In contrasto la soppressione di un gene controllo, OPG, da parte di 

1,25(OH)2D3, non sembra essere affetta dall’assenza di DCR. Una significativa 

riduzione nella stimolazione di DCR da 1,25(OH)2D3 si nota anche alle due 

concentrazioni più elevate, di nuovo senza differenze  nella risposta di OPG tra 

i due genotipi (Figura 2D). 

Considerati globalmente questi risultati dimostrano che la delezione di DCR 

riduce la risposta del gene rankl a PTH e 1,25(OH)2D3 in colture midollari pri-

marie. 

Per determinare se questa riduzione nella risposta del gene rankl fosse suffi-

ciente ad alterare l’osteoclastogenesi in topi DCR-/-, cellule da colture primarie 

di topi wild type e knock out sono state trattate con PTH e 1,25(OH)2D3 e l’os-

teoclastogenesi è stata quantificata contando le cellule multinucleate TRAP 
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Figura 3. La mancanza di DCR riduce la formazione di osteoclasti da parte di 
PTH e 1,25(OH)2D3 in vitro.
(A) Cellule di midollo osseo di topi DCR-/- e wild type sono state trattate con con-
centrazioni crescenti di PTH, 1,25(OH)2D3 o con RANKL+M-CSF (30 ng/ml), e 
cellule TRAP-positive contenenti almeno 4 nuclei sono state contate dopo 6 giorni. 
(B) RT-PCR quantitativa dell’espressione di catepsina K in colture midollari dopo 
stimolazione con 10-7 M PTH o 10-8 M 1,25(OH)2D3 per 6 giorni. I valori sono la 
media di colture in triplicato+- DS. *,P<0.05 vs wild type.
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positive. Concentrazioni crescenti di PTH aumentano il numero di osteoclasti 

nelle colture wild type in modo dose-dipendente (Figura 3A). Questa risposta è 

però assente nelle colture DCR-/- (Figura 3A). La delezione di DCR riduce an-

che l’osteoclastogenesi indotta da 1,25(OH)2D3 anche se in misura minore. La 

ridotta formazione di osteoclasti non è da ascriversi ad un ridotto numero di 

precursori in quanto RANKL e M-CSF stimolano il differenziamento osteo-

clastico in modo similare in colture cellulari da topi di entrambi i genotipi.

In colture parallele abbiamo quantificato la formazione di osteoclasti misurando 

il trascritto per il gene Cathepsin K. Cathpsin K è ridotto in colture provenienti 

da topi DCR-/- trattate con PTH (Figura 3B). L’ablazione di DCR diminuisce 

anche la risposta a 1,25(OH)2D3, anche se in misura inferiore.

Questi risultati dimostrano che la perdita di DCR riduce la stimolazione ormon-

ale dell’osteoclastogenesi in vitro.

Il controllo ormonale di RANKL è ridotto in vivo

Abbiamo mostrato in precedenza the DCR è necessario per l’aumento dei livelli 

di trascritto di rankl nel tessuto osseo in vivo dopo 7 giorni di dieta priva di cal-

cio, una condizione che aumenta PTH e 1,25(OH)2D3 (19).

Comunque non era chiaro se l’aumento di RANKL in questa situazione fosse 

dovuto ad un controllo diretto di rankl da parte di PTH 1,25(OH)2D3 o entrambi 

oppure attraverso fattori downstream regolati da questi ormoni. Per determinare 

se DCR sia richiesto per il controllo di RANKL da parte di un aumento acuto di 
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uno di questi due ormoni, è stata eseguita un’iniezione  di PTH o 1,25(OH)2D3 

in topi wild type o DCR-/- e l’espressione di RANKL è stata quantificata nel tes-

suto osseo 1 ora dopo l’iniezione di PTH e 6 ore dopo quella di 1,25(OH)2D3. 

La perdita di DCR diminuisce in modo significativo la risposta del gene rankl 

ad entrambi gli ormoni (Figura 4A e B). Geni controllo, IL-6 per PTH e CYP24 

per 1,25(OH)2D3 rispondono in maniera identica in entrambi i genotipi (Figura 

4A e B). Questi risultati sono in accordo con la ridotta risposta in vitro e sug-
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Figura 4. La delezione di DCR riduce la stimolazione di RANKL da parte di or-
moni calciotropici in vivo.
RT-PCR quantitativa dell’espressione di RANKL, IL-6 o CYP24 in calvaria di 
topi wild type o DCR-/- dopo somministrazione intraperitoneale di PTH (in PBS) o 
1,25(OH)2D3 (in polipropilene glicole). (A) Topi maschi di 6 mesi di età iniettati 
con PTH 1-84 (230 ng/g) e sacrificati dopo 1 ora. (B) Topi maschi e femmine di 3 
mesi di età  iniettati con 1,25(OH)2D3 (1 ng/g) 6 ore prima del sacrificio). I valori 
rappresentati sono la media di 3-6 topi/gruppo    +- DS. *, P<0.05  vs wild type.
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geriscono che DCR sia davvero necessario per il controllo diretto di RANKL da 

parte degli ormoni calciotropici.

L’espressione di RANKL è ridotta nel tessuro osseo e linfoide dei topi DCR-/-

Successivamente abbiamo determinato se l’ablazione di DCR alterasse la quan-

tità di mRNA del gene rankl in tessuti che esprimono alti livelli di questo gene, 

come osso e tessuti linfoidi. All’età di 1 mese, l’espressione di RANKL nel tes-

suto osseo non è ridotta in modo significativo dall’assenza di DCR  

(Figura 5A). In contrasto, l’espressione di RANKL è ridotta di circa il 40% nel 

timo e milza di topi DCR-/-. All’età di 5 mesi comunque l’espressione di 

RANKL in topi knock out  è ridotta di circa 40% nel tessuto osseo e 25% nella 

milza (Figura 5B). Il timo non è stato esaminato nei topi di 5 mesi, essendo già 

andato in contro ad atrofia a quell’età.  Come controllo abbiamo quantificato 

l’espressione di AKAP11, un gene collocato immediatamente a monte di rankl 

sul cromosoma 14. Trascritti di questo gene non presentano differenze tra i due 

genotipi.

Questi risultati dimostrano che DCR contribuisce all’espressione di RANKL 

nell’osso e tessuti linfoidi.
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La massa e la resistenza ossea sono elevate nei topi DCR-/-

Per determinare se la riduzione dell’espressione di RANKL nei topi DCR-/- ri-

sulti in cambiamenti della massa ossea, è stata misurata la densità ossea miner-

24

Figura 6. BMD e resistenza meccanica sono aumentate in topi privi di DCR.
(A) BMD femorale, vertebrale e total body di topi 1 mese di età wild type e 
DCR-/-. (B) BMD della medesima coorte di animali a 2 mesi di età. (C) BMD ver-
tebrale e proprietà meccaniche  della vertebra lombare L6 (carico massimo e 
stress) di animali maschi wild type e DCR-/-. I valori sono la media di 10-16 topi/
gruppo +- DS. *P<0.01 vs wild type.
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ale (BMD). BMD è elevata in topi DCR-/- maschi di 1 mese di età in tutti i siti 

ossei, sebbene sia elevata solo a livello vertebrale nelle femmine (Figura 6A). A 

2 mesi di età, BMD è elevata in tutti i siti in entrambi i sessi, con un incremento 

del 9% nelle femmine a livello vertebrale (Figura 6B). In accordo con l’au-

mento della BMD, la vertebra lombare L6 di topi DCR-/- maschi di 6 mesi di età 

mostra un incremento del 26% nella resistenza meccanica alla compressione, 

presente anche quando  normalizzata per la dimensione ossea (Figure 6C). Per-

ciò l’ablazione di DCR aumenta non solo la massa ossea, ma anche le proprietà 

biomeccaniche dell’osso stesso.

Il rimodellamento osseo è ridotto in topi DCR-/-.

Infine, per stabilire la base cellulare dell’aumento della massa ossea osservato 

nei topi DCR-/-, abbiamo effettuato istomorfometria sul tessuto osseo trabeco-

lare vertebrale in topi di 5 mesi di età. In accordo con l’analisi della BMD, 

l’area ossea trabecolare è significativamente elevata in topi privi di DCR (Fig-

ure 7A, I e J). L’ampiezza trabecolare ed il numero di trabecole è aumentato, 

mentre si osserva una diminuzione della separazione tra le trabecole (Figura 

6B-D). Il perimetro osteoclastico ed osteoblastico sono ridotti, così come il 

tasso di formazione ossea e la frequenza di attivazione (Figura 7E-H). 

L’ampiezza corticale non è differente tra topi wild type e DCR-/- (Figura 7K). In 

accordo con i cambiamenti nel perimetro osteoclastico i livelli di deossipiridi-

nolina urinaria (DPD), un marker di riassorbimento osseo, sono ridotti in modo 

significativo in topi DCR-/- (Figura 7L). In contrasto, non vi è differenza nei 
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livelli di osteocalcina circolante, un marker di formazione ossea (Figura 7M). 

L’omeostasi del calcio non è alterata nei topi DCR-/-, essendo la calcemia e i 

livelli di PTH comparabili in entrambi i genotipi (Figura 7N e O).

In conclusione, questi risultati dimostrano che la delezione di DCR riduce il 

turnover osseo nei topi adulti.
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I risultati qui presentati mostrano che la perdita di DCR diminuisce la risposta 

del gene rankl a PTH e 1,25(OH)2D3 e risulta in un ridotto rimodellamento os-

seo, un effetto che e’ associato a sua volta con un aumento della massa e resis-

tenza meccanica del tessuto osseo. L’aumento della massa ossea e’ limitato 

all’osso trabecolare, considerando che lo spessore corticale non risulta alterato 

in questo modello, e avviene nonostante la riduzione del riassorbimento e for-

mazione ossea. L’aumento nel numero e l’ampiezza delle trabecole  e la riduzi-

one dello spazio che le separa, indica che la massa ossea e’ elevata, per lo meno 

in parte, per il mancato riassorbimento di colonne di spongiosa primaria durante 

lo sviluppo e la crescita dei topi DCR-/-. 

Se l’aumento della massa ossea fosse dovuto ad un rimodellamento osseo non 

piu’ bilanciato in favore della formazione ossea, la differenza in massa ossea 

causata dalla mancanza di DCR dovrebbe aumentare nel tempo. La differenza 

in BMD tra wild type e DCR-/- rimane però relativamente costante tra 2 e 6 

mesi di eta’ (Figura 5), indicando che il rimodellamento osseo rimane in equi-

librio, nonstante la riduzione dei processi di formazione e rimodellamento. I 

risultati del nostro studio sono in accordo con l’idea che DCR medi gli effetti 

del PTH sul rimodellamento osseo. I cambiamenti nel turnover osseo nei topi 

DCR-/- sono simili a quelli osservati nei topi PTH -/- (3), cosi’ come quelli in 

ratti paratiroidectomizzati (4) e in pazienti affetti da ipoparatiroidismo (2). 

Se RANKL è ridotto in topi DCR-/-  poichè tale enhancer media gli effetti di 

PTH, allora RANKL dovrebbe essere ridotto anche in queste situazioni. 

Sebbene l’espressione di RANKL non sia stata misurata in pazienti con ipopa-
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ratiroidismo, la quantità di mRNA per RANKL nel tessuto osseo e’ ridotto dopo 

paratiroidectomia nei ratti (4), ma non nei topi PTH -/- (29). In quest’ultimo 

frangente il mantenimento di normali livelli di RANKL pare esser causato da 

una compensazione da parte di PTHrP, considerando che l’aploinsufficienza di 

PTHrP combinata con il deficit di PTH riduce drammaticamente i livelli di 

RANKL (29). Dato che DCR media alcuni degli effetti esercitati da 

1,25(OH)2D3 su RANKL, e’ possibile che anche gli effetti di quest’ormone sul 

rimodellamento osseo siano mediati da DCR. E’ comunque noto che una dieta 

che riporti la calcemia a valori normali in topi privi di VDR, porta anche ad un 

numero normale di osteoclasti ed osteoblasti su osso trabecolare (30) e ciò sug-

gerisce che VDR, e quindi la sua azione su DCR, non sia richiesto per il rimod-

ellamento osseo basale.

L’ablazione di DCR riduce sia il perimetro degli osteoblasti sia degli osteo-

clasti. Questi risultati dimostrano che il normale coordinamento tra riassorbi-

mento e formazione ossea, denominato coupling,  rimane intatto in topi DCR-/-.  

Mentre i meccanismi che sono responsabili di questo coordinamento non sono 

noti, due diverse teorie sono state proposte. Secondo la prima il rilascio di fat-

tori, come TGF, dalla matrice ossea come conseguenza dell’attivita’ osteo-

clastica porta al reclutamento dei progenitori degli osteoblasti e promuove il 

loro differenziamento (31). L’osteoblastogenesi pertanto, in questo modello “in 

serie”, e’ una conseguenza dell’osteoclastogenesi (32).
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Considerate le prove che l’osteoclastogenesi dipenda da cellule della linea os-

teoblastica, è stato in precedenza anche proposta l’esistenza di un secondo 

modello “in parallelo”, in cui il coupling risulti dalla combinazione di osteo-

blastogenesi e osteoclastogenesi (32). Data l’abbondanza di evidenza scientifica 

che dimostra che RANKL controlla il differenziamento e la funzione osteoclas-

tica, ma e’ privo di effetti sugli osteoblasti (33), la diminuzione del numero di 

osteoblasti e della formazione ossea riscontrata in topi DCR-/- e’ da addebitarsi 

con ogni probabilita’ alla diminuzione degli osteoclasti, del riassorbimento os-

seo, o entrambi e dunque cio’ sembra fornire un supporto a favore del modello 

in serie. Come alternativa la riduzione in osteoblasti potrebbe essere il risultato 

di diminuiti livelli di un fattore sconosciuto prodotto dagli osteoclasti che 

promuova l’osteoblastogenesi (34).

Dato che la delezione di DCR riduce la risposta di rankl a ormoni calciotropici 

in colture di cellule midollari stromali, e’ verosimile che i ridotti livelli di 

RANKL riscontrati nel tessuto osseo siano dovuti alla medesima popolazione 

cellulare. Comunque la nostra osservazione che i livelli di mRNA di RANKL 

sono ridotti anche nei tessuti linfoidi, unitamente a studi precedenti che 

mostrano che linfociti T attivato esprimono quantitativi significativi di RANKL 

(35), lascia aperta la possibilita’ che DCR contribuisca all’espressione di 

RANKL in questo tipo cellulare. Inoltre il reperto che l’espressione di RANKL 

nel midollo osseo non viene alterata dalla perdita di linfociti T indica che, al-

meno in condizioni basali, questo tipo cellulare non rappresenta una delle fonti 

principali di RANKL nel tessuto osseo (36). 
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Sebbene la delezione di DCR sembri avere un effetto simile sulla stimolazione 

di rankl da parte di PTH e 1,25(OH)2D3, la formazione di osteoclasti in vitro in 

risposta a PTH e’ soppressa in misura maggiore di quanto non lo sia quella in-

dotta da 1,25(OH)2D3. La ragione di questa differenza non e’ chiara, ma 

potrebbe essere dovuta al diverso timeframe degli endpoint considerati.

Il saggio osteoclastogenico infatti richiede 6 giorni di esposizione continua a 

questi ormoni, mentre l’analisi dell’espressione genica in vitro arriva al mas-

simo a 24 ore. Dunque e’ possibile che a timepoints piu’ tardivi, quali quelli 

considerati per l’osteoclastogenesi, 1,25(OH)2D3 sia più efficace di PTH a sti-

molare l’espressione di rankl in assenza di DCR, forse attraverso i VDRE pros-

simali identificati precedentemente (21).

E’ importante notare come la calcemia sia normale nei topi DCR-/-, il che indica 

che il controllo di rankl da parte di PTH non e’ necessario per l’omeostasi del 

calcio in condizioni basali. Sebbene il ridotto riassorbimento osseo causato 

dall’ablazione di DCR debba aver ridotto il contributo dello scheletro ai livelli 

di  calcio nel circolo ematico, il contributo dall’assorbimento intestinale e rias-

sorbimento renale non dovrebbero essere stati diminuiti. Inoltre e’ verosimile 

che i livelli di calcio nel plasma non siano diminuiti e PTH non sia elevato nei 

topi DCR-/- poiche’ anche il fabbisogno di calcio e’ ridotto come risultato della 

ridotta formazione ossea, mantenendo pertanto l’omeostasi, per lo meno in 

condizioni basali. Dato che l’allattamento aumenta il riassorbimento, vero-

similmente attraverso PTHrP (37), sarebbe ragionevole prevedere una dimi-

nuzione della capacita’ di allattamento in topi DCR-/-. Topi DCR-/- partoriscono 
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però animali simili al momento dello svezzamento per taglia e peso agli animali 

wild type . Va notato comunque che la dimensione dell’animale non e’ neces-

sariamente alterata da una ridotta abilita’ di riassorbimento osseo nelle madri 

poichè ciò non accade con delezione specifica di PThrP dalla ghiandola mam-

maria, manovra che riduce il riassorbimento osseo (37).

La resistenza meccanica ossea e’ aumentata in topi DCR-/- all’eta’ di 6 mesi. As-

sumendo che uno degli scopi del rimodellamento osseo sia il mantenimento 

della resistenza meccanica, ci si potrebbe aspettare che riducendo il rimodella-

mento osseo si ottenga ad un accumulo del danno da usura, con riduzione delle 

proprieta’ meccaniche nel tempo. Se danno da usura e’ presente nei topi di 6 

mesi analizzati nel nostro studio, questo deve essere stato eficacemente com-

pensato dall’aumento in massa ossea. Studi ulteriori saranno comunque richiesti 

per stabilire la presenza e l’estensione di microdamage in topi DCR-/- e se le 

proprieta’ meccaniche peggiorino con l’età.

Nonostante i risultati ottenuti, è probabile che ulteriori response element esis-

tano, poiche’ la delezione di DCR non ha completamente abolito la risposta agli 

ormoni calciotropici. E’ possibile che tali elementi includano i response ele-

ments a cAMP e VDRE localizzati nel promoter prossimale (14-16,38), ma è 

più probabile che la risposta residua sia mediata dai siti multipli, ed altamente 

conservati per CREB e i VDR identificati recentemente tramite analisi ChIP-on 

Chip e studi ChIP diretti (21,39). Ulteriori delezioni selettive di questi enhan-

cers saranno necessarie per rispondere a questa domanda in modo definitivo.
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In conclusione i nostri risultati dimostrano che l’enhancer DCR integra segnali 

da diversi ormoni ed e’ un elemento regolatore chiave del rimodellamento os-

seo. L’aumento della massa ossea e delle proprieta’ meccaniche in topi DCR-/- 

indica che i meccanismi molecolari tramite i quali DCR opera possono rappre-

sentare un target terapeutico potenziale per ridurre il turnover osseo. Comun-

que, come nel caso di altre terapie anti-riassorbitive, sarà importante determi-

nare le conseguenze della soppressione del rimodellamento a lungo termine. 

Ulteriori studi saranno inoltre necessari per determinare il ruolo di DCR nella 

perdita ossea nell’iperparatiroidismo. Per conludere, e’ stato proposto che una 

risposta ottimale alle terapie anaboliche con PTH intermittente richieda stimo-

lazione del riassorbimento osseo (34); topi DCR-/- rappresentano un tool unico 

con il quale testare questa idea.
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