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0z

Osteoartrit (OA), kemik, kikirdak ve sinoviyal dokuda katabolik degisikliklere neden olan yaygin bir eklem
hastaligidir. OA’nin giincel tedavisi, hastalig1 tamamen iyilestirmek i¢in yeterli degildir. Eklem kondrositlerinin
yani sira, kemik hiicrelerindeki OA ile iliskili mekanizmalarin anlasilmasi bu hastalifin 6nlenmesi ve tedavisine
katki saglayacaktir. Urotensin II (UTS2), nérohormon benzeri aktiviteye sahip polipeptid bir molekildir ve
kardiyovaskiiler, pulmoner, renal ve merkezi sinir sisteminde eksprese edildigi bilinmektedir. Pek ¢ok sistem
tizerinde patofizyolojik etkileri olan UTS2’nin, OA’daki molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bu
calismada, insan osteoblast hiicreleri kullanilarak UTS2’nin OA patogenezindeki enflamasyonla ve apoptozis ile
iligkili roliinlin incelenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada, insan osteoblast hiicreleri, tiimor nekroz faktorii alfa
(TNF-a) ve UTS2’ye maruz birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerden RNA izole edildi ve kantitatif
ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu analizleri yapildi. TNF-a maruziyeti, interlokin 6 ve niikleer faktor
kappa B gen ekspresyon seviyelerinde anlamli diizeyde bir artisa neden olmustur. UTS2 maruziyeti, kendi gen
ekspresyon seviyesini azaltmigtir. TNF-a ve UTS2 maruziyetleri, Kaspaz-3 gen ekspresyonu {izerinde istatistiksel
olarak anlamli bir farkliliga neden olmamustir. Calismamizda, bulgularimiz; insan osteoblast hicrelerinde
UTS2’nin eksprese edildigini ve UTS2 nin hiicre kiiltiir ortamina eklenmesi bu genin kendi ekspresyon seviyeleri
iizerinde etkili olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: IL-6, Osteoartrit, Osteoblast, TNF-o, Urotensin II

ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a common joint disease that causes catabolic changes in bone, cartilage and synovial tissue.
The current treatment of OA is not sufficient to completely cure the disease. Understanding of OA-related
mechanisms in bone cells as well as in joint chondrocytes will contribute to the prevention and treatment of this
disease. Urotensin Il (UTS2) is a polypeptide molecule with neurohormone-like activity and is known to be
expressed in the cardiovascular, pulmonary, renal, and central nervous system. The molecular mechanism of
UTS2, which has pathophysiological effects on many systems, in OA is not fully known. In this study, it has been
aimed to investigate the role of UTS2 associated with inflammation and apoptosis in OA pathogenesis by using
human osteoblast cells. In this study, human osteoblast cells were exposed to tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
and UTS2. At the end of the incubation period, RNA was isolated from the cells and quantitative real-time
polymerase chain reaction analyses were performed. TNF-o treatment has caused a significant increase in
interleukin 6 and nuclear factor kappa B gene expression levels. UTS2 treatment has reduced its own gene
expression level. TNF-a and UTS2 treatments have not caused a statistically significant difference in Caspase-3
gene expression. In our study, our findings show that UTS2 is expressed in human osteoblast cells and the addition
of UTS2 into the cell culture medium can affect its own expression levels.
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GIRIS

Osteoartrit (OA) kemik ve kikirdakta belirgin katabolik degisikliklere neden olan yaygin
bir eklem hastaligidir. OA, bireylerde eklem agrilarina ve yasam kalitesinde azalmaya yol
acmaktadir. Bununla birlikte, OA’nin giincel tedavisi hastaligi tamamiyla iyilestirmek icin
yeterli degildir. Her ne kadar eklem kikirdagindaki ekstraseluler matriks yikim1 OA’nin belirgin
bulgusu olsa da subkondral kemikteki anormal degisimler OA’nin ilerlemesi ile yakindan
iligkilidir (M. B. Goldring ve S. R. Goldring, 2010). Ayrica, deneysel calismalarda, kondrositler
ve osteoblastlar arasinda biyolojik bir iletisim oldugu ve bu hiicre gruplarmin birbirlerini
etkileyebilecegi gosterilmistir (Mohan vd., 2011). Ornegin, in vivo fare deneylerinde,
subkondral osteoblastlarda spesifik bir genin asir1 ekspresyonu OA gelisim siirecinde kikirdak
doku iizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Valverde-Franco vd., 2012).
Ozellikle, subkondral kemikteki anormallikler eklem kikirdagindaki yikimi tetiklerken,
subkondral ~ kemikteki  anormalliklerin  1iyilestirilmesi  kikirdak  dejenerasyonunu
azaltabilmektedir. Ayrica, bazi1 ¢alismalar subkondral kemigi hedeflemenin OA tedavisinde
potansiyel terapOtik hedeflerin gelistirilmesi i¢in etkin bir yaklagim olabilecegini rapor
etmektedir (M. B. Goldring ve S. R. Goldring, 2010; Menetrey, Unno-Veith, Madry, ve Van
Breuseghem, 2010; Yu vd., 2016). Eklem kondrositlerinin yani sira kemik hiicrelerindeki OA
ile iligkili mekanizmalarin anlagilmast bu hastaligin Onlenmesi ve tedavisine katki
saglayacaktir. Bu nedenle, ¢alismamizda bildigimiz kadariyla ilk defa Urotensin I (UTS2) nin
rolini incelemek icin OA modeli olarak timor nekroz faktorl alfa (TNF-a) ile uyarilan insan
osteoblast hiicreleri kullanilmistir.

UTS2, norohormon benzeri aktiviteye sahip polipeptid bir molekildir ve temelde
kardiyovaskiiler, pulmoner, renal ve merkezi sinir sisteminde eksprese edildigi bilinmektedir
(Ames vd., 1999; Berlind, 1972; Pearson vd., 1980). UTS2 ayn1 zamanda G protein bagl bir
reseptor [GRP14, UT] olarak bilinen kendi reseptoriine baglanarak canli sistemlerde aktivitesini
gosterir (Ames vd., 1999; Davenport ve Maguire, 2000). Onceki ¢alismalarda, UTS2 genellikle
en glcli vazokonstriktor olarak tanimlansa da, daha sonra yapilan ¢alismalarda, UTS2’nin
proliferasyon, fibrozis ve enflamasyon gibi siireclerde bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Sun ve Liu, 2019). Ozellikle, daha 6nce yapilan c¢alismalar, UTS2 nin
enflamasyon ile iligkili siireglerin gelisiminde kritik bir oyuncu oldugunu ortaya koymustur
(Tomiyama, Nakamachi, Uchiyama, Matsuda, ve Konno, 2015; Ugan, Cadirci, Halici, Toktay,
ve Cinar, 2018; Yang vd., 2016). Bazi1 ¢alismalarda, UTS2’nin diyabet, diyabetik nefropati ve

sistemik skleroz ile iliskili olabilecegi de rapor edilmektedir (Okumus vd., 2012; Pehlivan vd.,
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2012). Daha 6nemli olarak, yapilan bir ¢calismada, OA’l1 hastalarin sinoviyal sivilarinda UTS2
seviyelerinin yiiksek oldugu bulunmustur (Gogebakan vd., 2014). Bu ¢alismadan elde edilen
bulgular UTS2’nin OA ile iliskili patolojilerde rol alabilecegini gdstermektedir. Insan
viicudunun farkli bolgelerinde eksprese edilen ve pek c¢ok sistem iizerinde patofizyolojik
etkileri olan UTS2’nin OA’daki molekiler mekanizmas: tam olarak bilinmemektedir (Sun ve
Liu, 2019).

Yukarida belirtildigi gibi, OA tiim diinyada milyonlarca insanin yasam kalitesini olumsuz
etkileyen 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Bu nedenle, OA’nin tedavisinde kullanilabilecek
molekiiler hedeflerin belirlenmesi ve molekiiler patogenezin anlasilmasi hastaligin etkin
tedavisi i¢in Onemli bir konudur. Bu calismada, insan osteoblast hiicreleri kullanilarak

UTS2’nin OA patogenezindeki enflamasyonla iligkili roliiniin incelenmesi amaglanmustir.
GEREC VE YONTEM

Osteoblast Hucre Kaltira Deneyleri

Deneylerde kullanilacak olan SV40 biiyiik T antijeni ile transfekte edilmis insan kemik
osteoblast hiicre hattt (hFOB1.19) American Type Culture Collection (ATCC) firmasindan
daha 6nceki galismalar kapsaminda temin edilmistir. Bu hiicre hatti; 175 cm?’lik hiicre kultir
kaplarinda %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum: FBS) ve 0,3 mg/ml G418 iceren
DMEMY/F-12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F12) vasatlar1 igerisinde ve 34 °C de
nemlendirilmis atmosferde (%95 nem) ve %5 CO2’li ortamda kiiltiire edildi. Kiiltiir vasati en

az haftada tli¢ kez degistirildi.

MTT Testi

Calismamizda UTS2’nin degisen konsantrasyonlarinin (0, 25, 50, 100, 250 ve 500 ng/ml)
hFOBI1.19 hiicrelerinin canliligr ve sitotoksisitesi iizerindeki etkisini degerlendirmek ig¢in
kantitatif ve kolorimetrik bir yontem olarak bilinen 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) - 2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma, M2128) testini kullandik (Denizot ve Lang, 1986).
Bu yontemde mitokondriyal reduktaz enzimi canli hiicrelere absorbe olan MTT bilesigini
formazan kristallerine doniistiiriir. Burada tanimlanan reaksiyon aktif mitokondriyal hiicrelerde
gerceklestiginden bu yontem hiicre canliliginin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Yukarida
belirtilen konsantrasyonlardaki UTS2’nin inkibasyon siresi sonunda hucrelere 0,5 mg/ml
MTT eklendi ve ardindan hiicreler 4 saat 37°C’de CO2 inkubatoriinde bekletildi. Bu sirenin
sonunda siipernatant uzaklastirildi ve ortama c¢ozlctu olarak DMSO eklendi ve UV

spektrofotomerede 550 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.
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TNF-a ve UTS2 maruziyetleri

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilen hFOB1.19 hiicreleri, kiiltiir kabinin tabanini
%70-80 kapladiktan sonra hiicreler FBS igermeyen serumsuz vasat (SF; 0,3 mg/ml G418,
DMEM/F12) igerisinde 24 saat inkiibe edildi. Osteoblast hucreleri sadece SF, SF vasat
icerisinde hazirlanmis TNF-a (5 ng/ml), SF vasat igerisinde hazirlanmis UTS2 (150 ng/ml) ve
SF vasat igerisinde hazirlanmigs TNF-a + UTS2 ile 24 saat maruziyet sirelerinde inkibe edildi.
Boylelikle, hFOB1.19 hiicrelerinden osteoklastojenik faktorlerin salinimi stimiile edilmis

olacaktir.

Kantitatif Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Stimiile edilmis hiicreler hiicre kiiltiir kaplarindan tripsin ile muamele edilerek kaldirildi
ve total RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. Daha sonra, elde
edilen total RNA’nin 2 pg’t cDNA sentez kiti kullanilarak revers transkripyon islemiyle
c¢DNA’ya doniistiiriildii ve UTS2, interlokin-6 (IL-6), kaspaz-3 (CASP-3), nukleer faktor kappa
B (NF-kB) ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geninin ekspresyon seviyeleri
‘gercek zamanli” PCR yontemiyle Rotor-Gene 600 gRT-PCR cihazi (Corbett Research,
Australia) kullanilarak 6l¢iildii. Asagidaki PCR kosullari reaksiyonlarda kullanildi: 10 dakika
boyunca 95 °C'de baglatma adimi, daha sonra 40 amplifikasyon dongii; 15 saniye boyunca 95
°C'de ikinci adim ve 1 dakika boyunca 60 °C'de iigiincii adim. Caligmada kullanilan primerler
Qiagen firmasindan satin alinmistir (Tablo 1). Daha 6nce belirtildigi gibi, gen ekspresyon
analizleri sonucu elde edilen verilerin analizi 22t metodu kullanilarak hesapland1 (Livak ve
Schmittgen, 2001).

Tablo 1: gRT-PCR Primer Listesi

Gen NCBI RefSeq Katalog No

uTSs2 NM_006786 PPHO02516A

IL-6 NM_000600 PPHO00560C

CASP-3 NM_004346 PPH00107C

NF-kB NM_001165412 PPHO00204F

GAPDH NM_002046 PPHO0150F
Istatistiksel Analiz

Oncelikle, elde edilen verilerin normal dagilimli olup olmadiklar: test edildi. Gruplar
aras1 karsilastirilmalarda Kruskal Wallis testi yapildi. Anlamlilik goériildiigiinde, gruplar arasi
ikili karsilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanildi. 0.05’ten kiigiik P degerleri anlamli
kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma veya standart hata ile ifade edildi. Istatistiki
analizler i¢in ‘SPSS’ bilgisayar programi kullanildi. Grafiklerin olusturulmasinda ise Graphpad

prism programi kullanildi.
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BULGULAR

Yaptigimiz uygulamalar sonucunda elde edilen verilere gore, uyguladigimiz UTS2
dozlarinin kontrole gore hiicre canliligl {izerinde anlamli bir farklilik olusturmadigi
belirlenmistir (P>0.05) (Sekil 1a). insan osteoblast hiicrelerinde TNF-a ve UTS2 nin, UTS2,
IL-6, CASP-3 ve NF-xB mRNA ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisini test etmek ig¢in
hicreler 5 ng/ml TNF-a ve 150 ng/ml UTS2 ile inkiibe edildi. Elde ettigimiz bulgulara gore,
insan osteoblast hiicrelerinde UTS2’nin ekspresyonunun varligi belirlenmistir. Ayrica,
uyguladigimiz doz ve siireye bagli olarak hFOB1.19 hiicrelerinde sadece UTS2 ve TNF-a ile
UTS2 birlikte uygulanmasinin UTS2 gen ekspresyon seviyesini, kontrol grubuna kiyasla
onemli Olgiide azalttig1 belirlendi (P<0.05) (Sekil 1b).
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Sekil 1: TNF-A Ve UTS2’nin Osteoblast Hiicrelerindeki Etkisi. a) UTS2’nin Degisen Konsantrasyonlarinin (0-
500 ng/ml) 24 Saat Inkiibasyon Siiresinin Sonunda Insan Osteoblast Hiicrelerinde Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi.
b-e) TNF-A Ve UTS2’nin Insan Osteoblast Hiicrelerindeki UTS2, I1L-6, NF-kB ve CASP-3 Gen Ekspresyon
Seviyeleri Uzerine Etkisi. Veriler Ortalama+Standart Hata Olarak Verilmistir. *: p<0.05.

Bununla birlikte, sadece TNF-o maruziyetinin uyguladigimiz siireye bagl olarak IL-6
gen ekspresyon seviyelerinde anlamli diizeyde bir artisa neden olmustur (P<0.05) (Sekil 1c).
Sadece UTS2 uyguladigimiz gruptaki IL-6 gen ekspresyon seviyelerinde kontrole gére anlamli
bir farklilik gézlemlenmemistir (P>0.05) (Sekil 1c¢). Tiim gruplarda NF-kB gen ekspresyon
seviyeleri karsilastirildiginda, TNF-a uygulamasinin NF-kB mRNA seviyelerini arttirdigt
gozlemlenmistir (P<0.05) (Sekil 1d). Ayrica, TNF-a uygulamasina ek olarak ortama UTS2

eklenmesinin NF-kB gen ekspresyon seviyelerini bir miktar azaltmistir ancak, bu degisiklik
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istatistiksel olarak anlamli degildir (P>0.05) (Sekil 1d). Ayrica, TNF-a ve UTS2 uygulamasinin
CASP-3 mRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisini degerlendirdigimizde, yapilan bu
maruziyetlerin CASP-3 gen ifadesi tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga neden
olmadig1 belirlenmistir (P>0.05) (Sekil 1e).

TARTISMA

Artan kanitlar OA gelisiminde subkondral kemigin anahtar rol oynadiginm1 ve terapotik
olarak eklemin bu bolgesinin hedeflenebilecegini gdstermektedir (M. B. Goldring ve S. R.
Goldring, 2010; Menetrey, Unno-Veith, Madry, ve Van Breuseghem, 2010; Mohan vd., 2011;
Valverde-Franco vd., 2012). Bununla birlikte, OA’nin tedavisinde ve Onlenmesinde
kullanilabilecek yeni terapdtik yaklasimlarin gelistirilebilmesi i¢in altta yatan molekiiler
mekanizmanin daha iyi anlagilmasi gerekmektedir. UTS2 ve reseptorii insan viicudunda
kardiyovaskdiler, pulmoner, renal, immiin ve merkezi sinir sistemi gibi pek ¢ok yerde eksprese
edildigi bilinmektedir (Pearson vd., 1980; Sun ve Liu, 2019). Yapilan ¢alismalar UTS2 ve
enflamatuvar siiregler arasindaki etkilesime vurgu yapmaktadir (Sun ve Liu, 2019).
Aterosklerotik koroner arterlerin ve aortun enflamatuvar bolgelerinde UTS2 ve reseptoriinin
artan ekspresyonlar1 rapor edilmistir (Hassan, Douglas, Ohlstein, ve Giaid, 2005). Ayrica,
monosit, lenfosit ve makrofaj gibi insan periferal kan mononikleer hicrelerinde UTS2 ve
reseptOriinlin eksprese edildigi gosterilmistir (Segain vd., 2007). Dahasi, enflamatuvar NF-xB
sinyal yolaginin aktivasyonunda UTS2/UT sisteminin rol aldig1 bilinmektedir (Liu, Liang, Ye,
Tu, ve Zhu, 2015). Bu ¢alismalar UTS2’nin enflamasyonla iliskili siireclerde kritik bir isleve
sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, OA 1ile iligkili olarak kemigin homeostazinin
strddrilmesinde NF-kB sinyalizasyonunun etkin bir sekilde rol aldigi bilinmektedir. Ancak,
UTS2/UT sinyalizasyonunun osteoblast hiicrelerindeki NF-xB aracili molekiiler mekanizmasi
heniiz aydinlatilamamistir. Mevcut ¢alismamiz UTS2 nin osteoblast hiicrelerindeki molekiiler
mekanizmasi ile ilgili 6nemli bilgiler saglamaktadir.

Bulgularimiz UTS2’nin insan osteoblast hiicrelerinde eksprese edildigini ve UTS2’nin
kiiltiir ortamina disaridan hazir olarak verilmesi UTS2’nin gen ekspresyon seviyelerini
azaltabildigini gostermektedir. UTS2 ve reseptoriiniin ekspresyonlar1 otokrin ve parakrin
mekanizmalarla diizenlendigi daha 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir (Sun ve Liu, 2019).
Calismamizda elde edilen bulgular, parakrin negatif geri besleme mekanizmalar ile UTS2
seviyelerinin azaltilabilecegini diistindiirmektedir.

Kemik dokuda IL-6’nin temel kaynagini osteoblast ve stromal hiicreler olusturur.

Bununla birlikte, IL-6’nin temel aktivitesi kemik rezorbsiyonu ve osteoklastogenez iizerinedir
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(Holt, Davie, ve Marshall, 1996; Kotake vd., 1996). Eklemdeki IL-6 aracili bozulmus
homeostazis ve anormal katabolik aktivite sonugta OA gelisimine katki saglar. Ayrica, yapilan
caligmalarda kemik erimesi ile iliskili TNF-a ve IL-1P gibi sitokinlere yanit olarak osteoblast
hicrelerinde I1L-6 sentezinin arttigi gosterilmistir (Ishimi vd., 1990). Ishimi ve arkadaslar
MCT3E-1 fare osteoblastik hucrelerini 100 ng/ml TNF-a ile uyardiklarinda, IL-6 mRNA
ekspresyon seviyelerinin zamana bagl olarak 3. saatte maksimum seviyeye ¢iktigini 24. saatte
normale dondiigiinii gézlemlediler (Ishimi vd., 1990). Calismamizda benzer sekilde, farkli bir
hiicre hatt1 olarak insan osteoblast hiicrelerini 5 ng/ml TNF-a ile uyardigimizda 24. saatte 1L-6
mRNA ekspresyon seviyelerinde herhangi bir degisiklik gozlemlemedik. Bu durum
uyguladigimiz dozun diisiikliigiinden kaynaklaniyor olabilir ya da IL-6 ekspresyon seviyeleri
daha kisa siirelerde yilikselmis ve normale donmiis olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica,
bu durumun diger bir sebebi, IL-6 gen ekspresyon mekanizmasinin farkli hiicre tiplerindeki
olas1 farkligidir. Yapilan ¢alismalarda, UTS2’nin 16kosit hiicrelerinde TNF-o ve IL-1B gibi
sitokinlerin mRNA ekspresyon seviyesini arttirdigi gézlemlenmistir (Tomiyama, Nakamachi,
Uchiyama, Matsuda, ve Konno, 2015). Calismamizda, UTS2’nin dolayli olarak NF-kB aracili
osteoklastik aktivite Uzerindeki etkisini test etmek icin insan osteoblast hticrelerini 150 ng/ml
UTS2’ye 24 saat siireyle maruz biraktik. Uyguladigimiz doz ve siirede IL-6 ve NF-xB
ekspresyon seviyelerinde anlamli bir farklilhik gozlemlemedik. Bu sonuclar osteoblast
hiicrelerinde UTS2’nin  uyguladigimiz doz ve siirelerde NF-kB aracili aktivitesi
olmayabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica, caligmamizda TNF-o ve UTS2’nin osteoblast hiicrelerindeki apoptozis
tizerindeki etkisini test ettik. Uyguladigimiz doz ve siirelerde TNF-a ve UTS2’nin apoptotik bir
gen olan CASP-3 iizerinde anlamli bir farkliliga neden olmadigi gézlemlenmistir. Bin ve
arkadaglar: yaptiklar ¢alismalarinda TNF-o’nin degisen konsantrasyonlariin (1, 10, 20 ve 40
ng/ml) osteoblast hiicrelerindeki apoptozis Uzerine etkisini incelediler. Onlarin sonuglari, en
diisiik doz 1 ng/ml’nin, osteoblast apoptozisi iizerine herhangi bir etkisinin olmadigini, diger
daha yiiksek dozlarin ise apoptozisi indiikledigini gosterdi (Bin vd., 2015). Bu calismadan
farkli olarak, bizim c¢alismamizda ise 5 ng/ml TNF-a uygulamasinin apoptotik gen CASP-3
tizerinde herhangi bir etkiye neden olmadigi gozlemlenmistir. Bu bulgular TNF-o’nin diisiik

dozlarinin osteoblastlarda apoptozisi indiikleyemeyecegini diisiindiirmektedir.
SONUC VE ONERILER

Caligmamizda, bulgularimiz insan osteoblast hiicrelerinde UTS2’nin eksprese edildigini

ve UTS2’nin hiicre kiiltlir ortamina eklenmesi bu genin ekspresyon seviyeleri tizerinde etkili
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olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, kemik ve kikirdak hiicrelerinde UTS2’nin NF-
kB aracili molekiiler mekanizmasini farkli doz ve siirelerde inceleyen ileri ¢alismalar, OA

patogenezinde UTS2’nin roliiniin daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir.
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