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A raloxifen a human trabekuldris csontdllomanybél izolalt osteoblastokban
eqyidejileg serkenti az osteoprotegerin- és gdtolja az interleukin-6 termelést
V. Viereck, C. Griinder, S. Blaschke. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2003; 88: 4206-4213.

A szelektiv oestrogen-receptor modulator (SERM)
raloxifen az osteoporosis megel6zésében és kezelésében
széles korben elterjedt csontreszorpcio-gatlo. A raloxifen
nem fejt ki 6sztrogén-szerli hatast az ivarszervek szove-
teiben, tovabba nem fokozza az eml4- és az endometrium
carcinoma kialakulasdnak kockazatat. Igy a raloxifen
egyre nagyobb jelentOségre tesz szert a posztmenopau-
zalis nok altal elszenvedett csigolyatorések visszaszorita-
saban. Egyre kiterjedtebb alkalmazasa ellenére, a csont-
szoveti hatasainak ugy sejtszint{i, mint molekularis me-
chanizmusai is még kevéssé ismertek.

Az 0sztrogének az osteoclastok aktivitdsanak csokken-
tésével kozvetlenil, illetve az osteoblastokban képz6dd
parakrin csontreszorpcid-serkentd faktorok (IL-1f3, IL-6
és TNF-o) termelésének gatlasaval kozvetve is mérséklik
a csontreszorpciot. A nuklearis faktor-xB receptor/ak-
tivator ligandja (RANKL), a TNF-ligand csalad egyik
tagja és ennek receptora (RANK), valamint a receptor
antagonistajaként hato osteoprotegerin (OPG) nélkiiloz-
hetetlenek az osteoclastok képzdédésének és aktivalasa-
nak iranyitasaban. Az OPG ,,csali” receptorként megkdti
a RANKL-t és ezaltal megakadalyozza, hogy a RANKL
az osteoclastok felszinén 1év6 RANK-hoz kapcsolodjon
¢és ennek aktivalasat kivaltsa.

Anyag és modszer

Traumas csonttdrés miatt miitétre szoruld 5 betegen (4 nd
és 1 férfi, atlagéletkoruk 36,4+7,1 év) végeztek csipdla-
pat (crista ilei) biopsziat. Az egyes betegektdl vett human
osteoblast (hOB) sejtek tenyészetein a kovetkezd vizsga-
latokat végezték: immuncitokémiai vizsgalatok, RT-PCR
elemzés, DNS elemzés, dsszfehérje-mennyiség meghata-
rozés, OPG ¢és IL-6 fehérje-mennyiség mérése, az AP ak-
tivitas és a prokollagén-I elvalasztas mérése.

Eredmények

Az ER-0. és ER-B RNS kimutatasa céljabol azonos felté-
telek kozott elvégzett kvantitativ PCR-vizsgalat eredmé-
nye szerint: a 13. napon a hOB-tenyészet ER-o0 mRNS
mennyisége tobb mint szdzszorosa volt az ER-f mRNS
mennyiségének. Habar a 72 6ras, 107 mol koncentracio-
ju raloxifen-expozicio kovetkezetesen 7—11-szeresére
novelte az ER-oe mRNS expresszidjat (p<0,0005), ugyan-
akkor az ER-3 mRNS expresszioja ingadozoan és nem
szignifikans mértékben (p=0,15) csupan kb. kétszeresére
ndtt. Az immuncitokémiai elemzéssel ER-a és ER-[ pro-
teint is kimutattak a hOB sejtekben. Az ER funkcionalis

aktivitasanak elemzése érdekében az ER-target PR gén
expresszidjat vizsgaltak raloxifen, illetve 17f-oestradiol
kezelés utan. Mindkét szer dozisfiiggden és iddaranyosan
kozel haromszorosara novelte a PR gén expresszidjat
(»<0,001). Az immuncitokémiai elemzés PR-fehérje
expressziot mutatott ki a human osteoblastokban.

A raloxifen az OPG-mRNS expresszidjara kifejtett,
Osztrogén-szerii hatasanak tanulmanyozasa céljabol id6-
beli és dozisfiiggo kisérleteket végeztek. Raloxifen hata-
sara dozisfiiggden és idéaranyosan nétt a hOB sejtek
OPG-mRNS szintje és fehérje-elvalasztasa (p<0,001). A
maximalis hatast kivaltd raloxifen dozis (107 mol, 72
oran at) alkalmazasakor az OPG-mRNS szint és fehérje
koncentracié dozis-fiiggd indukcidja 2,2-2,9-szeres volt.
Figyelemreméltd, hogy a raloxifen a 17(3-oestradiolhoz
hasonlé mértékben fokozta az OPG gén-expressziot ¢és a
fehérje-clvalasztast. A kinetikai vizsgalatok alapjan a
raloxifen serkentd hatasa 48—72 ora elteltével tetdzott €s
5,2-szeres volt (p<0,001 a fehérjeszintekre vonatkozo-
an). A raloxifen stimulalé hatasa ebben a tekintetben is
hasonlonak bizonyult a 17p-oestradioléhoz.

A raloxifen 25, illetve 45%-kal cs6kkentette a csont-
hérje-elvalasztasat (p<0,001). Az IL-6 fehérje termelését
legjelentésebben gatld koncentracio 107 mol volt. A
raloxifen IL-6 gén-expressziot és fehérje-szekréciot gatlo
hatasanak mélyrehatobb tanulmanyozasa céljabol 0-72
oras idészakban vizsgaltak a bekdvetkez6 valtozasokat.
A raloxifen idéaranyosan csokkentette az IL-6-mRNS
steady-state koncentraciojat és a fehérje-clvalasztast; ha-
tasa 24—48 ora eltetlével tet6zott (p<0,001).

Az osteoblast-differencialodas sejtszintii markereinek
elemzése kimutatta, hogy a raloxifen fokozza az 1-es ti-
pusu kollagén elvalasztasat és az AP-aktivitast. Neveze-
tesen, 72 ora elteltével a raloxifen hatasara 2,6/szorosra
nétt az l-es tipusu kollagén mRNS mennyisége
(p<0,0001). Ezen kiviil, a raloxifen a PICP (1-es tipusu
rosara novelte (p<0,0001); hatasa 72 ora elteltével teto-
z6tt. A raloxifen-kezelés dozis-fiiggéen novelte az 1-es
és a fehérje-elvalasztast is (p<0,0001). A raloxifen az AP
mRNS-expresszidjat, illetve enzim-aktivitasat (1,7-, il-
letve 2,2-szeresére) fokozd hatasa ugyszintén dozisfiig-
gbnek bizonyult. A konstitutiv osteocalcin-mRNS szint
alacsony volt és (107 mol, 72 ¢ra) raloxifen expozicio
hatasara sem valtozott szamottevéen (p=0,13).

Annak kideritése céljabol, hogy a raloxifen OPG-ter-
melést serkentd hatasa kozvetleniil és specifikusan az
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Osztrogén-receptorokon keresztiil érvényesiil-e, raloxifen
(107 mol, 72 oran keresztiil) és szelektiv ER-antagonista
ICI 182,780 kombinacidjaval végeztek kisérleteket. Az
ICI 182,780 (10-° mol koncentracidban, 48 ora alatt) do-
zis-fliggben gatolta az OPG mRNS ¢és fehérje-szintézis
raloxifen-okozta ndvekedését — az utobbit 49%/0s mér-
tékben (p<0,01). A kizarolag ICI 182,780-vel torténd ke-
zelés csupan kismértékben gatolja az OPG expressziojat,
ebbdl az kovetkezik, hogy a raloxifen serkentd hatasa az
Osztrogén-receptorokon (ER) keresztiil érvényesiil.

Megvizsgaltak azt is, hogy raloxifen adasaval ellensu-
lyozhat6-e az OPG-termelést in vitro a legerdteljesebben
gatlo gliikokortikoidok hatasa. A raloxifen teljes mérték-
ben, dozis-fiiggden kikiiszobdlte a dexamethason OPG
mRNS-transzkripciot és fehérje-szintézist gatlo hatasat
(»<0,0001).

Megbeszélés

A jelen vizsgalat bebizonyitotta, hogy a raloxifen egyide-
juleg fokozza az OPG termelést és gatolja az IL-6 elva-
lasztast a dontéen ER-o receptorokat hordozo, ép human
osteoblastokban. Az egészséges fiatal donorok trabeku-
laris csontallomanyabdl nyert hOB-sejtek a csont-matrix
maturacios fazisara jellemz6 osteoblast fenotipussal ren-
delkeznek, és elsésorban az endogén ER-0, valamint az
ER target-gén, a PR expressziojaban jatszanak szerepet.

A tanulmanyozott, dsztrogén-érzékeny human osteo-
blastokban a raloxifen OPG-termelést serkentd hatdsa
id6- és dozisfiiggének bizonyult, egyarant megnyilvanult
az mRNS-transzkripcid és a fehérje-szintézis szintjén is,
illetve megakadalyozta a dexamethason-okozta szup-
pressziot, ugyanakkor a szelektiv ER-antagonista ICI
182,780 hozzaadasa meggatolta az OPG-termelést. Az
ujabb kutatasok adatai szerint a raloxifen tobbféle me-
chanizmus révén befolyasolja az osteoclastok mikodé-
sét, részben kozvetleniil, részben a TGF-f és TNF-o koz-
vetitésével, a parakrin osteoblast-faktorok révén.

A raloxifen OPG és IL-6 termelést szabalyozo hatasa
mindségi és mennyiségi jellemzodit tekintve egyarant ha-
sonld a 17B-oestradioléhoz. Az utdbbi ugyanis ER-o. re-
ceptorok aktivalasaval fokozza az OPG termelést és ga-
tolja az IL-6 elvalasztast — ez amellett szol, hogy a raloxi-
fen ER-agonistaként hat az osteoblastokra. A csontres-
zorpcid-gatldo OPG képzddését serkentd és a csont-
reszorpcio-fokozo IL-6 és IL-1P citokinek termelését el-
nyomo raloxifen a csontreszorpcié szamara kedvezotlen
feltételeket teremt — erre vezethetd vissza az osteoclastok
miikddésének gatlasa. Mindazonaltal, a raloxifen csont-
vazrendszerre kifejtett védo jellegi hatasa nem mertl ki
a csontreszorpcié mediatorainak (IL-1f, IL-6 és OPG)

modulalasaban. A raloxifen hepatocytakban az IGF-1, il-
letve osteoblastokban a TGF-f3; és a BMP-4, ER-0-fiiggd
transzkripcidjat indukalhatja — mindezek a csontképzo-
dés fontos serkentd tényezd6i. Ezeken til nem zarhato ki,
hogy az ER-o is szerepet jatszhat az osteoblast-osteoclast
kolcsonhatasok szabalyozasaban és a csontanyagcsere-

Tekintve, hogy a raloxifen eldsegiti az osteoblastok
differencialodasat (serkenti az 1-es tipusu kollagén-elva-
lasztast és fokozza az AP-aktivitast) és hogy az
osteoblastok OPG-termelése differencialodasuk eldreha-
ladasaval fokozodik, a raloxifen serkentd hatdsanak hat-
terében feltehetéen — legalabb is részben — az osteoblas-
tok differencialodasanak elémozditasa all. Ezzel Gssz-
hangban, t6bb vizsgalat soran is kimutattak, hogy a
raloxifen eldsegiti az osteoblastok differencialodasat.

A szerzOk bebizonyitottak, hogy a SERM raloxifen
— dontéen ER-o receptorok révén torténd gén-expresszid
kovetkeztében — human trabekularis osteoblastokban
egyidejlileg noveli az OPG-mRNS szintjét, fokozza a
OPG-fehérje elvalasztast és gatolja az IL-6 termelést.

Osszefoglalds

A raloxifen pozitiv vazrendszeri hatasait az 6sztrogén-re-
ceptorok (ER) és az altaluk modulalt parakrin osteoblast-
faktorok kozvetitik. Az osteoclastok szamara nélkiilozhe-
tetlen nuclearis faktor-kB receptor aktivator (RANK)
ligandja (RANKL) serkenti a csontreszorpciot; ezt a
ligandot az osteoprotegerin (OPG) semlegesiti. A kozle-
mény a raloxifen human osteoblastok (hOB) OPG terme-
lésére kifejtett hatasainak vizsgalatarol szamol be. A
raloxifen fokozta az ER-o és a progesteron-receptorok
gén-expresszidjat. Ezen kiviil, dozis- és id6fiiggden 2, il-
letve 4/szeresére novelte a hOB-ok OPG-mRNS szintjét
¢és az OPG-fehérje szekrécidjat, hatasa 107 mol koncent-
racio mellett és 72 ora elteltével tetdzott (p<0,001). Az
ER-antagonista ICI 182,780 felfiiggesztette a raloxifen
OPG-termelésre kifejtett hatasat. Ezen kiviil, a raloxifen
fokozta az osteoblast-differencialodasi markerek szintjét:
haromszorosara novelte az 1-es tipusu kollagén szekréci-
ojat, illetve kétszeresére az alkalikus foszfataz aktivitasat
(»<0,001). Mindezeken tul, a raloxifen 25-45%-kal
csokkentette a csont-reszorpciot eldsegité 1L-6 citokin
expressziojat (p<0,001). Az adatok azt bizonyitjak, hogy
a raloxifen emberi osteoblastokban serkenti az OPG és
gatolja az IL-6 termelést. Az osteoblastok érési folyama-
tanak elérehaladtaval egyre nagyobb mennyiségben kép-
z0dik OPG, ezért a raloxifen OPG termelést fokozo hata-
sa minden bizonnyal az osteoblastok differencialodasat
elésegitd aktivitasara vezethetd vissza.



