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Interlökin-6 geni baskılanmış transgenik farelerde titanyum 
partiküllerinin osteolitik etkilerinin değerlendirilmesi 

B. Alper Kılıç(l),AshrafRagab(2) 

Titanyum ve titanyum alaşımları, vücut ortamında, diğer metailere oranla dahafazla aşınmaya uğra
makta ve ortama salınan partiküller osteolize zemin hazırlamaktadır. Bu çalışma; titanyum partikülleri varlı
ğında, interlökin-6'nın ( IL-6 ), osteoliz gelişimini ne şekilde etkileyeceğini ortaya koymak için tasarlandl. Bu 
amaçla; 20 adet transgenik dişi fare kullanıldı ve fareler iki ana guruba ayrıldl. On fareden oluşan ilk gu
rup; IL-6 gen i taşırken, ikinci gurup (JO fare); IL-6 gen i baskılanmış farelerden oluşmaktaydı. Her iki grup
tan 5 'er fare kontrol amacıyla ayrıldl. Kontrol gurubu dışındaki fare/erin kalvaryaları üzerine saf tiranyum 
partikülleri yerleştirildi. Tüm fareler bir hafta sonra sakrifiye edilerek kalvaryaları çıkarıldı ve histomorfo
metrik inceleme yöntemi kullanılarak, osteolitik alanlar değerlendirildi. IL-6 geni baskılanmış gurupta; an
lamlı derecede daha az osteoliz geliştiği saptandı (p<0.05) ve titanyum partiküllerinden kaynaklanan osteo
liz gelişimi sürecinde, IL-6'nın önemli bir rolü olduğu sonucuna varıldı. 

Anahtar kelimelerler: Titanyum , interlökin-6, osteoliz 

The evaluation of osteolysis resulting from titanium particles in ·lnterleııkin·6 gene knocked 
oııt· transgenic mice 

Titanium and titanium alloys which are used for components of total joint replacement prosthesis have 
been shown to generate more wear debris. The cellular response to titanium is characterized by release of 
tumor necrosis factor (TNF) from macrophages and prostaglandin E2 (PGE2 ) from osteoblasts. The presen
ce of numerous macrophages at the interface of a loose prosthesis may lead to increased levels of cytokines 
(i.e. TNF, interleukin-l , 6, ll) . This study was design ed to define the role titanium debris plays in osteolysis 
and to indicate the importance of interleukin-6 (IL-6) in this process. Twenty female transgenic mice were 
usedfor this purpose. They were divided into two groups. First group (10 mice) had IL-6 gene whereas se
cond group hadn't ( IL-6 gene was knocked-out ). Five mice were used as controlfrom each group. Commer
cially pure titanium partides were placed on calvarias of mice except controls. Theyall were sacrificed af ter 
one week and their calvarias were harvested. Investigation was done histomorphometrically. The group 
which had not IL-6 gene indicated significantly less osteolysis than the other group (p<0.05). We condude 
that IL-6 had an important role in osteolysis resulting from titanium partides. 
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Giderek artan sayılarda kullanılan eklem 
protezlerinin üretilmesinde; demir, kobalt ve titan
yum olmak üzere, başlıca üç temel metalin alaşımlan 
kullanılmaktadır (5). Vücut ortamında, zamanla, 
implantlann aşınrnası sonucu ortaya çıkan metal par
tiküllerinin, kemik rezorbsiyonuna yol açarak, pro
tezlerin aseptik gevşemesine neden olduğu bilinrnek
tedir (2). 

Titanyum ve alaşımlan, diğer metal alaşımianna 
göre, daha düşük korozyon ve toksisite oranlanna sa
hiptir (4,5, ıo, 14). Bununla birlikte, zamanla aşına
rak ortama serbest metal partikülleri salma oranı, ti
tanyum için daha yüksektir (4, 14). Titanyum alaşım
ları üzerinde yapılan çalışmalarda, metal üzerinde 
osteoblastların gelişiminin, kobalt alaşımiarına göre 
daha fazla olduğu saptanmıştır (6). Saf tİtanyum üze
rinde ise, kemik, metale kimyasal bağlarla bağlan
makta ve gerek titanyum alaşımlanna, gerekse diğer 
metal alaşımianna oranla, çok daha güçlü bir osseo
integrasyon gelişmektedir (l5). Titanyum-alumin
yum-vanadyum alaşımı partiküllerinin; prostaglandin 

E2 (PGE2), interlökin-1 (IL-I), interlökin-6 (IL-6) 
ve tümör nekroz faktörü'nün (TNF) salımmım indük
lediği gösterilmiştir (ıo, 17). Bu mediatörlerin; ke
mik rezorbsiyonunu stimüle eden ve dolayısıyla 
aseptik gevşemeye yol açan etkileri olduğu belirlen
miştir (lO, 11, 16, 18,22). 

Transgenik hayvanlar; insan hastalıkları için mo
deloluşturma , yeni tedavi yöntemleri deneme, eko
nomik değeri yüksek proteinlerden çok miktarda elde 
edebilme gibi amaçlarla, laboratuarlarda genleri ile 
oynanarak üretilen hayvanlardır. Bu amaçla, önce 
"transgen" adı verilen ve hayvana nakledilecek olan, 
DNA oluşturulmaktadır. Oluşturulan bu DNA'nın, 
nakledildiği hayvanda ve sonraki kuşaklarda, kendi
ne ait özellikleri gösterecek şekilde yer alması sağ
lanmaktadır (12, 20, 21). En başanh sonuçları veren 
ve dünyada en yaygın olarak kullanılan transgenik 
hayvanlar, farelerdir (21). 

Bu çalışmada; IL-6 üretemeyecek şekilde genleri 
baskılanmış ve IL-6 genleri baskılanmamış trans ge-
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Şekil I: Steril şanlarda ameliyat edilen transgenik fare 
görülmektedir 

i osizyoo Cizgisi ...,l"c::t.-.. Sacitta! S umn 

Lambdoid Sature 

Şekil 2: Fare kalvaryası, parietal-frontal kemikler ve insizyon 
çizgisi, şematik olarak gösterilmiştir 

nik fareler kullanılmıştır ve IL-6 ' nın, tİtanyum parti
küllerinden kaynaklanan osteoliz üzerinde, etkili 
olup, olmadığı araştınlmıştır. 

Gereç ve yöntem 
Çalışmada kullanılan transgenik fareler; "The 

Jackson Laboratory / Maine"de hazırlandı. Hazırla
nan 20 adet farenin 1 O'unda; IL-6 geni baskılanmış
ken, kalan LO fare; IL-6 üretebilme yeteneğine sahip
ti. C57 Black türündeki 5 haftalık dişi farelerin ağır
lığı 15-18g arasındaydı. 

Cerrahi yöntem: Anestezi; farelere IOOmg/kg 
Ketamine ve 20 mg/kg Xylazine karışımının i.m. 
yolla verilmesiyle gerçekleştirildi . Steril şartlarda, 
skalp üzerine, sagittal sütüre paralelolacak şekilde, 
longitudinal bir insizyon uygulandı (Şekil 1). Parietal 
ve frontal kemikler tamamen görülecek şekilde do
kular serbestleştirildi ve bu kemiklerin üzerindeki 
periost sıyrıldı (Şekil 2). Her iki guruptan 5'er fare
nin bu şekilde hazırlanmış kalvaryaları (kafatası) 
üzerine, % 70 oranında süspansiyon olarak hazırlan
mış 40 lı1'1ik (40 mikrolitre) , saf titanyum partikülle
ri, damlalık yardımıyla ve tüm kemik yüzeyine temas 
edecek şekilde yerleştirildi. Kontrol amacıyla kulla-

Şekil 3: Fare kalvaryasının ekran üzerindeki görünıüsü 
izlenmektedir. Frontal" ve parieıal"· kemikler 
üzerindeki osteolitik bölgeler, oklarla işaretlenmi ş tir 

nılacak olan ikinci 5'er farenin kalvaryaları üzerine 
ise; % 99 oranında fosfat buffer saline+% 1 oranında 
penisilin (10.000 IU/ml) ve streptomisin (10.000 
(ilmi) karışımı içeren 40pl'lik solusyon, aynı şekilde 
uygulandı. Skalp, 5/0 prolen dikiş materyali kullanı
larak kapatıldı. Bir hafta süreyle izlenen farelerde, 
insizyon bölgesinde enfeksiyon bulgusu gibi , herhan
gi bir komplikasyonla karşılaşılmadı. Farelerin tümü, 
uygulamadan 1 hafta sonra sakrifiye edildi. Yalnızca 
parietal ve temporal kemikleri içerecek şekilde kal
varyaları çıkarılarak , histomorfometrik inceleme 
amacıyla ilgili birime gönderildi. 

Histomorfometrik yöntem: Parietal ve frontal ke
miklerin röntgen grafileri, Faxitron X-ray yöntemiy
le, özellamlar üzerine alındı. Bu lamlar, önce 1996 
yapımı Nikon marka mikroskop yardımıyla, x25 bü
yütme altında değerlendirildi . Daha sonra bu görün
tüler, "Bioquant 1996 ve true color windows 95" 
programlarıyla yüklü ve mikroskoba bağlı olan bilgi
sayar sisteminin ekranına yansıtıldı. Ekranda, kemik
ler üzerindeki osteolitik alanlar işaretlendi (boyana
rak) ve osteolitik alanların yüzdeleri hesaplandı (Şe
kil 3). 

İstatiksel değerlendirme: Sonuçlar; ortalama 
(SD) olarak ifade edildi. Istatiksel değerlendirıne, 
SPSS for Windows (version 5.0) kullanılarak, Mann
Whitney U testi ile elde edildi. istatiksel önemlilik 
için; p<0.05 değeri kullanıldı. 

Sonuçlar 
Kemik osteolitik alan yüzdeleri; IL-6 geni baskı

lanmamış ve titanyum partikülleri verilen 5 farede 
ortalama 5.92 ± 1.01 'ken (Grup 1), kontrololarak 
kullanılan aynı gruptaki diğer 5 farede 0.78 ± 0.13 
(Grup 2) şeklindeydi. 

IL-6 geni baskılanmış gurupta; titanyum parti
külleri uygulanan 5 farede ise, osteolitik alan yüzdesi 
ortalama 3.40 ± 0.36 (Grup 3) olarak bulunurken, 
aynı gurupta kontrol amaçlı kullanılan diğer '5 fare de 
bu değer 0.68 ± 0.16 (Grup 4) olarak hesaplandı. Bu 
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Osteolitik alan yüzdesi 
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Şekil 4: Grupların, ortalama osıeolitik alan yüzdeleri 

sonuçlar grafik halinde gösterildi (Şekil 4). 

Grup 1 ve Grup 3 karşılaştınldığında, Grup 3'te 
anlamlı derecede daha az osteoliz gelişmiş olduğu 
görüldü (p<O.OS). Grup 1 ve Grup 3'ün osteolitik 
alan yüzdelerinin, kontrol gruplarına göre (Grup 2 ve 
Grup 4), anlamlı olarak daha yüksek olduğu saptandı 
(p<O.OS). Kontrol gruplarının (Grup 2 ve Grup 4) 
kendi aralarında yapılan karşılaştırmalarında, anlamlı 
bir fark bulunmadı (p>O.OS). 

Tartışma 

Total eklem protezi uygulamalarından sonra, 
farklı nedenlerle, "aseptik gevşeme" komplikasyo
nuyla karşılaşılabilir (2). Uygun cerrahi tekniğin kul: 
lanılması ve implant fiksasyonunun b~şlangıçta ıyı 
yapılmış olması, uzun dönemde aseptık gevşemeyı 
engelleyememektedir (2, 8). Kullan~lan irr,ıplantlar, 
zamanla, vücut ortamı ve sürtünme gıbı etkilerle a~ı
narak (wear), çevre dokulara partiküller vermektedır. 
Bu partiküllerin makrofajları aktive etmesiyle,. önce 
bir enflamasyon süreci başlamakta, bunu kemık re
zorpsiyonu (osteoliz) izlemekte ve bu tablo, protezde 
gevşeme ile sonlanmaktadır (2, S, 8, LO, 17). Protez
lerin üretilmesinde kullanılan metal alaşımlarının, 
vücut dokularıyla en mükemmel uyumu gösterebil
meleri için, çeşitli araştırmalar yapılmaktadır. Son 
yıllarda, titanyum ve alaşımları dikkat çekmektedır. 
Yapılan bazı çalışmalar; osteoblastların, tıtany~rr.ı 
alaşımları üzerinde, diğer m~tallere oranla daha ıyı 
tutunduğunu ve özellikle saf tıtanyumun kemıkle da
ha da iyi bağlandığını göstermektedır (S, 6, 15) .. !I
tanyum ve alaşımları; vücut sıvıları ortamında, dıger 
metal alaşımlarına göre, korozyona karşı dahadı
rençlidir (4, S, 14). Kobalt, krom alaşımiarına ~ore, 
çevre dokuya (periprostetik doku) daha az toksik et
kilidir (lO). Bütün bunlara karşılık, tıtanyum ve ala
şımiarının, diğer metal alaşımları ile karşılaşyrıldı
ğında, vücut ortamında daha fazla aşınma~a ugradık:: 
ları ve ortama daha fazla metal partiküllerı verdiklerı 
görülmektedir (4, S, 14, 23) . Bu partiküller; PGE2 

ilim % osteoliz 

Grup 3 Grup 4 

gibi enflamasyon mediatörlerini salgılatarak, osteoli
ze zemin hazırlamaktadır (7, 9, LO, 17). Yapılan ça
lışmalar; osteolizin gelişiminde, bu mediatörlerin ya
nısıra , TNF ve interlökinler gibi sitokinlerinde rol 
oynadığını göstermektedir (2,3, 13) .. Titanyum alaşı
mı parıiküllerinin, PGE2 ve TNF'nın yanısıra, IL-l 
ve IL-6 salınımını da indüklediği saptanmıştır (lO). 
TNF ve interlökinler (IL-1,IL-6,IL-ll); osteoklast 
gelişimini stimüle ederek, kemik rezorpsiyonuna yol 
açmaktadır (18). Acaba; osteolizin !?e li şiminde, tek 
bir interlökin mi, yoksa tüm ınterlökinler bırlıkte mı 
etkili olmaktadır? 

Bu in-vivo çalışma; titanyum partikülleri etkisi~e 
maruz kalan kemikte, tek başına IL-6 nın, osteolız 
gelişiminde ne derece etkili olduğunu .araştırmak ~çin 
gerçekleştirilmiştir. IL-6; multifonksıyonel ?ır. sıto
kindir ve normalde dolaşımdakı sevıyesı duşuktur , 
ancak, patolojik uyaranıarın etkisiyle yapımı hızla 
artabilmektedir. Fare fetusunda; metakarplar ve kal
varya üzerinde yapılan çalışmalarda, IL-6'nın kemik 
rezorpsiyonunu artırdığı gösterilmiştir (11, 16). Ke: 
mik üzerinde etkili olan östrojen ve androjen gıbı 
hormonların, kemik iliğinde de üretilen sitokinlerin 
ortaya çıkmasında ve düzenlenmesinde e~kili olduk
ları bilinmektedir. Bu hormonların yoklugunda sıto
kinlerin etkisi artmakta, dolayısıyla osteoklast aktivi
tesi ve kemik yıkımı fazlalaşmaktadır (18). B u nok
tadan yola çıkılıp, bir grup farede, cinsiyet hormon
ları ve IL-6 gen i baskılanmış, beklenenın aksıne , os
teoklast aktivitesinde ve kemik rezorpsiyonunda artıŞ 
olmadığı gösterilmiştir (l8). Bu son iki deneysel ça
lışmanın sonuçlarıyla, bizim sonuçlarımız paraldlık 
göstermektedir. Çalışmamızda; tıtanyum partıkullerı 
uygulanan farelerden, IL-6 geni baskılanmış olanlar
da, baskılanmamış olanlara oranla, anlamlı derecede 
daha az osteoliz geliştiği gözlenmiştır. Bununla bır
likte, IL-6 geni baskılanmış grupta kontrol grupların
dan daha fazla osteoliz gelişmesi, IL-6 'nın osteolız 
gelişiminde rolü olduğunu , ancak, tek başına belırle
yici olmadığılli düşündürmektedır. Bu konuda, farklı 
sonuçlar gösteren deneysel çalışmalar .da ·vardır. ()r
neğin; yenidoğan farelerde kalvarya uzenne ınfuz-
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yon şeklinde IL-6 verilmiş, ancak, IL-6'run kemik re
zorbsiyonunu stimüle etmediği görülmüştür (1). Baş
ka bir araştırma; saf titanyum partikülleriyle karşıla
şan makrofajların, TNF'de artışa yol açarken, IL-6 
~eviyesini değiştirmediklerini göstermektedir (9). 
Ostrojen eksikliği sırasında gelişen kemik rezorpsi
yonunda, IL-I, IL-6, sIL-6 gibi sitokinlerin birlikte 
rol aldıklarını gösteren çalışmalarda vardır (19). Fa
relerde; tek başına IL-l'in, osteoklastik kemik re
zorpsiyonunun potent bir stimülatörü olduğu ortaya 
konmuştur (3). Bizim çalışmamız ise yalnız başına 
IL-6 baskılandığında bile, osteoliz oranında anlamlı 
düzeyde azalma olduğunu göstermektedir. Çalışma
mız ve bütün benzer diğer çalışmalar; titanyum bazlı 
implantlann daha sağlıklı kullanılabilmesi için, "IL-6 
ye diğer sitokinlere, gelecekte, genetik yolla müda
hale edilmeli mi?" sorusunu tartışmaya açmaktadır. 
Bununla birlikte, farklı araştırma sonuçlan, sitokinle
rin tek, tek ve birlikte nasıl etkili olacaklan, organiz
madalci başka fonksiyonlarının ne yönde değişeceği 
ve sonuçların insana nasıl uyarlanacağı gibi sorunlar 
hemen akla gelmektedir ve bu konu üzerinde daha 
pek çok araştırma yapılması gerekliliğini ortaya koy
maktadır . 
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