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Losteogenesi & spesso riprodotta in vitro inducendo il differenziamento delle cellule stromali
mesenchimali umane isolate da midollo osseo (hBMSC). Tuttavia, I'uso del glucocorticoide
sintetico (GC) desametasone per indurre la differenziazione cellulare potrebbe confondere i
risultati, poiché promuove anche una differenziazione collaterale in senso adipocitario,
stimolata dall'aumentata espressione di PPARG. Il desametasone € comunemente utilizzato
come farmaco antinflammatorio ed agisce legandosi al recettore dei GC (GR). Il GR, quando
attivato dal desametasone, puo controllare |'espressione dei geni bersaglio sia attraverso
transattivazione che transrepressione. Il (+)-ZK216348, un GC sviluppato piu di recente,
consente solo |'attivita di transrepressione del GR, fornendo uno strumento per comprendere gli
effetti dei GC sulle cellule con maggior dettaglio sulle vie attivate. Pertanto, 'obiettivo di questo
studio era di determinare |'effetto del desametasone sulla differenziazione osteogenica a livello
trascrittomico, con particolare attenzione ad altri geni e pathway off-target.

Le hBMSC sono state indotte alla differenziazione osteogenica per 7 giorni utilizzando 0, 10 o
100 nM di desametasone o la stessa concentrazione di (+)-ZK216348, oppure un gruppo di
controllo con veicolo. Sono stati raccolti campioni per l'isolamento dell'RNA totale e la sintesi
del cDNA. Il sequenziamento dell’RNA e stato eseguito tramite la preparazione di una libreria di
Oxford Nanopore Technologies (ONT) e il cDNA e stato utilizzato per I'analisi gPCR e la
validazione dei geni bersaglio selezionati.

| risultati ottenuti dai vari gruppi di trattamento hanno portato all'identificazione dei geni
differenzialmente espressi (DEG) regolati sia dalla transattivazione che dalla transrepressione
dell'espressione genica. Alcuni geni sono stati regolati dal desametasone come previsto, in virtu
delle sue proprieta anti-infiammatorie, come MMP1 e CXCL12 i cui livelli sono stati ridotti dal
desametasone e dal trattamento con (+)-ZK216348, suggerendo una repressione diretta della
loro trascrizione. Al contrario, sono state regolate anche diverse citochine e chemochine
proinfiammatorie. Uespressione di /L18 & stata aumentata in modo dose-dipendente dal
desametasone, ma non da (+)-ZK216348, suggerendone la regolazione tramite transattivazione
diretta a livello del promotore del gene IL18.

La produzione di citochine e chemochine proinfiammatorie richiede ulteriori indagini per
comprendere il ruolo di queste molecole nella differenziazione osteogenica e migliorare i
modelli di osteogenesi in vitro attualmente utilizzati.
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Figure 1: gPCR validation of the expression of IL18 during the first week of osteogenic
differentiation of hBMSCs. IL18 was upregulated by dexamethasone only in a dose-dependent
manner. Two-way ANOVA analysis with Tukey's multiple comparison test. **: p<0.01, OSTEO 10
nM Dex and OSTEO 100 nM Dex vs. all other groups; **** p>0.0001, OSTEO 10 nM Dex vs.
OSTEO 100 nM Dex.
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