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Messa a punto di un metodo per il dosaggio di marcatori biochimici del riassorbimento osseo in campioni biologici mediante HPLC-fluorescenza con utilizzo di uno standard interno 

Lo studio di marcatori biochimici del riassorbimento osseo ha assunto notevole importanza per la grande incidenza nelle popolazioni di patologie dell’apparato scheletrico, come osteoporosi, osteoartriti, metastasi ossee. 

Il tessuto osseo è costantemente interessato da un processo di rimodellamento ad opera degli osteoclasti deputati al riassorbimento osseo, e degli osteoblasti che sintetizzano nuova matrice ossea e ne inducono la mineralizzazione. Piridinolina (Pyd) e deossipiridinolina (D-Pyd), noti come crosslinks del piridinio, sono riconosciuti come marcatori del riassorbimento osseo [1]. Pyd e D-Pyd sono presenti nell’organismo sia in forma libera (in concentrazione estremamente ridotta) che legata (a peptidi o a zuccheri). Queste molecole vengono liberate durante il riassorbimento osseo, passano nel circolo sanguigno e successivamente nelle urine dove sono presenti in concentrazione superiore rispetto al siero.   

Il dosaggio dei crosslinks del piridinio viene normalmente fatto nelle urine utilizzando test immunologici o mediante HPLC con rivelatore a fluorescenza. Inoltre, poiché vengono dosati i crosslinks totali, le urine sono idrolizzate in ambiente acido, e l’idrolizzato estratto e purificato prima dell’analisi quantitativa. Proprio a causa della procedura di idrolisi, non era mai stata rilevata la presenza di glicoconiugati della piridinolina aventi una molecola di galattosio (Gal-Pyd) o il disaccaride glucosio-galattosio (Glu-Gal-Pyd) legato alla piridinolina. Questi due glicoconiugati sono stati osservati per la prima volta nel liquido sinoviale proveniente da soggetti affetti da artrite reumatoide o da osteoartrite. Nonostante l’importanza clinica dei dosaggi di tali marcatori, la mancanza di standard interni adeguati può rendere il risultato quantitativo finale non corrispondente al reale valore dei crosslinks nel campione biologico al momento della sua raccolta [2]. 

Scopo di questa ricerca è lo sviluppo di un metodo specifico che permetta il dosaggio di marcatori biochimici del riassorbimento osseo in campioni biologici umani (siero, urine) mediante HPLC-fluorimetria. La specificità del metodo sarà garantita dall’utilizzo di uno standard interno (SI), omologo superiore della deossipiridinolina sintetizzato dal gruppo chimico dei Prof. Mario Anastasia e Prof. Pietro Allevi. L’utilizzo di standard puri di Pyd, D-Pyd, Gal-Pyd, Glu-Gal-Pyd, sintetizzati dallo stesso gruppo, permetterà l’esatta identificazione dei metaboliti presenti nei campioni biologici [3].

In questo primo anno di dottorato ho studiato le migliori condizioni analitiche per un’adeguata separazione cromatografica in HPLC-fluorescenza di tutti i composti sopra indicati unitamente allo standard interno.

La migliore separazione è stata ottenuta usando una colonna Reprosil-Pur Basic C18 (200 mm x 3 mm, 5 (m), una fase mobile di 15 mmol/L di acido eptafluorobutirrico in acqua: acetonitrile (88:12) e un flusso di 0.6 mL/min.

Sono state preparate delle curve di lavoro con concentrazioni degli standard puri nell’intervallo di 133 - 7980 pmol/mL e con concentrazione fissa dello SI di 1333 pmol/mL, corrispondenti ad un rapporto pmol composto / pmol SI compreso tra 0,1 - 6,0. Le curve di lavoro hanno evidenziato una linearità di risposta di tutti gli standard analizzati rapportati allo SI nell’intervallo delle concentrazioni testate. I coefficienti di variazione per la ripetibilità intra-day, ottenuti iniettando per 7 volte nello stesso giorno 20 (L di due punti della curva standard con rapporto pmol composto/pmol SI pari a 0,25 e 2,0, risultano inferiori a 5,4% e 6,2%, rispettivamente. La ripetibilità inter-day, ottenuta iniettando le stesse soluzioni standard una volta in 7 giorni diversi, sono inferiori a 7,0% e 10,4%, rispettivamente. Il limite di detezione (LOD) per campione iniettato risulta essere 1,37 pmol per D-Pyd, 0,81 pmol per Gal-Pyd, e 0,63 pmol per Glu-Gal-Pyd.
Il metodo è stato utilizzato per dosare Pyd, D-Pyd, Gal-Pyd e Glu-Gal-Pyd in due campioni di urine non sottoposte a idrolisi.

Nel prossimo anno di dottorato, il mio studio preseguirà con il dosaggio di tutti i crosslinks del piridinio in siero umano.
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