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Interlokin-6 geni baskilanmis transgenik farelerde titanyum
partikiillerinin osteolitik etkilerinin degerlendirilmesi

B. Alper Kilig),Ashraf Ragab

Titanyum ve titanyum alagimlari, viicut ortaminda, diger metallere oranla daha fazla asinmaya ugra-
makta ve ortama salinan partikiiller osteolize zemin hazirlamaktadir. Bu ¢alisma;, titanyum partikiilleri varli-
ginda, interlokin-6'mn ( IL-6 ), osteoliz gelisimini ne sekilde etkileyecegini ortaya koymak igin tasarland:. Bu
amacgla; 20 adet transgenik digi fare kullanild: ve fareler iki ana guruba ayrildi. On fareden olusan ilk gu-
rup; IL-6 geni tasirken, ikinci gurup (10 fare); IL-6 geni baskilanmug farelerden olusmaktayd:. Her iki grup-
tan 5'er fare kontrol amaciyla ayrildi. Kontrol gurubu disindaki farelerin kalvaryalart iizerine saf titanyum
partikiilleri yerlestirildi. Ttim fareler bir hafta sonra sakrifiye edilerek kalvaryalar: ¢ikarildi ve histomorfo-
metrik inceleme yontemi kullanilarak, osteolitik alanlar degerlendirildi. IL-6 geni baskilanmig gurupta, an-
lamli derecede daha az osteoliz gelistigi saptandi (p<0.05) ve titanyum partikiillerinden kaynaklanan osteo-
liz geligimi siirecinde, IL-6"'nin onemli bir rolii oldugu sonucuna varildi.
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The evaluation of osteolysis resulting from titanium particles in -Interleukin-6 gene knocked
out- 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-1, 6, 11). This study was designed 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
used for 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 control from each group. Commer-
cially pure titanium particles were placed on calvarias of mice except controls. They all were sacrificed after
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 conclude
that IL-6 had an important role in osteolysis resulting from titanium particles.
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Giderek artan sayilarda kullanilan eklem
protezlerinin tiretilmesinde; demir, kobalt ve titan-
yum olmak iizere, baglica ii¢ temel metalin alagimlan
kullanilmaktadir (5). Viicut ortaminda, zamanla,
implantlarin aginmasi sonucu ortaya ¢ikan metal par-
tikiillerinin, kemik rezorbsiyonuna yol agarak, pro-
tezlerin aseptik gevsemesine neden oldugu bilinmek-
tedir (2).

Titanyum ve alasimlar, diger metal alagimlarina
gore, daha diisiik korozyon ve toksisite oranlarina sa-
hiptir (4, 5, 10, 14). Bununla birlikte, zamanla agina-
rak ortama serbest metal partikiilleri salma orani, ti-
tanyum i¢in daha yiiksektir (4, 14). Titanyum alagim-
lar1 iizerinde yapilan ¢alismalarda, metal iizerinde
osteoblastlarin gelisiminin, kobalt alagimlarina gore
daha fazla oldugu saptanmistir (6). Saf titanyum iize-
rinde ise, kemik, metale kimyasal baglarla baglan-
makta ve gerek titanyum alasimlarina, gerekse diger
metal alagimlarina oranla, ¢ok daha giiglii bir osseo-
integrasyon gelismektedir (15). Titanyum-alumin-
yum-vanadyum alagim partikiillerinin; prostaglandin

E2 (PGE2), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6)
ve tiimor nekroz faktorii'niin (TNF) salinimini indiik-
ledigi gosterilmistir (10, 17). Bu mediatorlerin; ke-
mik rezorbsiyonunu stimiile eden ve dolayisiyla
aseptik gevsemeye yol acan etkileri oldugu belirlen-
migtir (10, 11, 16, 18, 22).

Transgenik hayvanlar; insan hastaliklar1 i¢in mo-
del olusturma, yeni tedavi yontemleri deneme, eko-
nomik degeri yiiksek proteinlerden ¢ok miktarda elde
edebilme gibi amaglarla, laboratuarlarda genleri ile
oynanarak iiretilen hayvanlardir. Bu amagla, 6nce
"transgen" ad1 verilen ve hayvana nakledilecek olan,
DNA olusturulmaktadir. Olugturulan bu DNA'nin,
nakledildigi hayvanda ve sonraki kusaklarda, kendi-
ne ait ozellikleri gosterecek sekilde yer almasi sag-
lanmaktadir (12, 20, 21). En basarih sonuglan veren
ve diinyada en yaygin olarak kullanilan transgenik
hayvanlar, farelerdir (21).

Bu galismada; IL-6 iiretemeyecek sekilde genleri
baskilanmugs ve IL-6 genleri baskilanmamig transge-
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Sekil 1: Steril sartlarda ameliyat edilen transgenik fare
goriilmektedir

Coronal Suture

insizyon Cizgisi Sagittal Suture

Lambdoid Suture

ekil 2: Fare kalvaryasi, parietal-frontal kemikler ve insizyon
ary P
gizgisi, gematik olarak gosterilmigtir

nik fareler kullanilmigtir ve IL-6'nin, titanyum parti-
kiillerinden kaynaklanan osteoliz iizerinde, etkili
olup, olmadig: arastinlmistir.

Gerec ve yontem

Calismada kullanilan transgenik fareler; "The
Jackson Laboratory / Maine"de hazirlandi. Hazirla-
nan 20 adet farenin 10'unda; IL-6 geni baskilanmig-
ken, kalan 10 fare; [L-6 iiretebilme yetenegine sahip-
ti. C57 Black tiirlindeki 5 haftalik disi farelerin agir-
Iig1 15-18g arasindaydi.

Cerrahi yontem: Anestezi; farelere 100mg/kg
Ketamine ve 20 mg/kg Xylazine kangiminin i.m,
yolla verilmesiyle gerceklestirildi. Steril sartlarda,
skalp iizerine, sagittal siitiire paralel olacak sekilde,
longitudinal bir insizyon uyguland: (Sekil 1). Parietal
ve frontal kemikler tamamen goriilecek sekilde do-
kular serbestlestirildi ve bu kemiklerin iizerindeki
periost siyrildi (Sekil 2). Her iki guruptan S'er fare-
nin bu sekilde hazirlanmis kalvaryalan (kafatasi)
iizerine, % 70 oraninda siispansiyon olarak hazirlan-
mu§ 40 pl'lik (40 mikrolitre), saf titanyum partikiille-
ri, damlalik yardimiyla ve tiim kemik yiizeyine temas
edecek sekilde yerlestirildi. Kontrol amaciyla kulla-

Sekil 3: Fare kalvaryasinin ekran iizerindeki goriintiisii
izlenmektedir. Frontal* ve parietal** kemikler
iizerindeki osteolitik bolgeler, oklarla igaretlenmigtir

nilacak olan ikinci 5'er farenin kalvaryalan iizerine
ise; % 99 oraminda fosfat buffer saline+%1 oraninda
penisilin (10.000 IU/ml) ve streptomisin (10.000
(pml) kanigimi iceren 40pl'lik solusyon, aym sekilde
uygulandi. Skalp, 5/0 prolen dikis materyali kullani-
larak kapatildi. Bir hafta siireyle izlenen farelerde,
insizyon bolgesinde enfeksiyon bulgusu gibi, herhan-
gi bir komplikasyonla karsilasilmadi. Farelerin tiimii,
uygulamadan 1 hafta sonra sakrifiye edildi. Yalnizca
parietal ve temporal kemikleri igerecek sekilde kal-
varyalant ¢ikanlarak, histomorfometrik inceleme
amaciyla ilgili birime gonderildi.

Histomorfometrik yontem: Parietal ve frontal ke-
miklerin rontgen grafileri, Faxitron X-ray yontemiy-
le, 6zel lamlar iizerine alind1. Bu lamlar, 6nce 1996
yapimi Nikon marka mikroskop yardimiyla, x25 bii-
yiitme altinda degerlendirildi. Daha sonra bu gériin-
tiler, "Bioquant 1996 ve true color windows 95"
programlartyla yiiklii ve mikroskoba bagli olan bilgi-
sayar sisteminin ekranina yansitildi. Ekranda, kemik-
ler tizerindeki osteolitik alanlar isaretlendi (boyana-
rak) ve osteolitik alanlarnn yiizdeleri hesapland (Se-
kil 3).

Istatiksel degerlendirme: Sonuglar; ortalama
(SD) olarak ifade edildi. Istatiksel degerlendirme,
SPSS for Windows (version 5.0) kullanilarak, Mann-
Whitney U testi ile elde edildi. istatiksel 6nemlilik
igin; p<0.05 degeri kullanildi.

Sonuglar

Kemik osteolitik alan yiizdeleri; IL-6 geni baski-
lanmamis ve titanyum partikiilleri verilen 5 farede
ortalama 5.92 £1.01'ken (Grup 1), kontrol olarak
kullanilan aym gruptaki diger 5 farede 0.78 + 0.13
(Grup 2) seklindeydi.

IL-6 geni baskilanmis gurupta; titanyum parti-
kiilleri uygulanan 5 farede ise, osteolitik alan yiizdesi
ortalama 3.40 £ 0.36 (Grup 3) olarak bulunurken,
aym gurupta kontrol amagh kullanilan diger 5 farede
bu deger 0.68 + 0.16 (Grup 4) olarak hesaplandi. Bu
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Osteolitik alan yiizdesi

592

34 % osteoliz

0.78

Grup 2

Grup 1
Sekil 4: Gruplann, ortalama osteolitik alan yiizdeleri

sonuglar grafik halinde gosterildi (Sekil 4).

Grup 1 ve Grup 3 karsilastinldiginda, Grup 3'te
anlamli derecede daha az osteoliz gelismis oldugu
goriildii (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3'iin osteolitik
alan yiizdelerinin, kontrol gruplarina gore (Grup 2 ve
Grup 4), anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi
(p<0.05). Kontrol gruplarinin (Grup 2 ve Grup 4)
kendi aralarinda yapilan karsilastirmalaninda, anlamh
bir fark bulunmadi (p>0.05).

Tartisma

Total eklem protezi uygulamalarindan sonra,
farkl nedenlerle, "aseptik gevseme" komplikasyo-
nuyla karsilasilabilir (2). Uygun cerrahi teknigin kul-
lanilmas: ve implant fiksasyonunun baslangigta iyi
yapilmis olmasi, uzun dénemde aseptik gevsemeyi
engelleyememektedir (2, 8). Kullanilan implantlar,
zamanla, viicut ortami ve siirtiinme gibi etkilerle agi-
narak (wear), gevre dokulara partikiiller vermektedir.
Bu partikiillerin makrofajlan aktive etmesiyle, dnce
bir enflamasyon siireci baglamakta, bunu kemik re-
zorpsiyonu (osteoliz) izlemekte ve bu tablo, protezde
gevseme ile sonlanmaktadir (2, 5, 8, 10, 17). Protez-
lerin iiretilmesinde kullanilan metal alasimlannin,
viicut dokulariyla en miikkemmel uyumu gosterebil-
meleri igin, gesitli arastirmalar yapilmaktadir. Son
yillarda, titanyum ve alasimlan dikkat ¢ekmektedir.
Yapilan bazi ¢aligmalar; osteoblastlarin, titanyum
alasimlan iizerinde, diger metallere oranla daha iyi
tutundugunu ve ozellikle saf titanyumnun kemikle da-
ha da iyi baglandigini géstermektedir (5, 6, 15). Ti-
tanyum ve alagimlar; viicut sivilan ortaminda, diger
metal alagimlarina gére, korozyona karsi daha di-
renglidir (4, 5, 14). Kobalt, krom alasimlarina gore,
cevre dokuya (periprostetik doku) daha az toksik et-
kilidir (10). Biitiin bunlara karsilik, titanyum ve ala-
simlarinin, diger metal alasimlan ile karsilastirildi-
ginda, viicut ortaminda daha fazla asinmaya ugradik-
lan ve ortama daha fazla metal partikiilleri verdikleri
goriilmektedir (4, 5, 14, 23). Bu partikiiller; PGE2

Grup 3

Grup 4

gibi enflamasyon mediatérlerini salgilatarak, osteoli-
ze zemin hazirlamaktadir (7, 9, 10, 17). Yapilan ¢a-
lismalar; osteolizin gelisiminde, bu mediatérlerin ya-
nisira, TNF ve interlékinler gibi sitokinlerinde rol
oynadigimi gostermektedir (2, 3, 13). Titanyum alagi-
mu partikiillerinin, PGE2 ve TNF'nin yanisira, IL-1
ve IL-6 salintmimi da indiikledigi saptanmistir (10).
TNF ve interlokinler (IL-1,IL-6,IL-11); osteoklast
gelisimini stimiile ederek, kemik rezorpsiyonuna yol
agmaktadir (18). Acaba; osteolizin gelisiminde, tek
bir interlokin mi, yoksa tiim interlokinler birlikte mi
etkili olmaktadir?

Bu in-vivo galigma; titanyum partikiilleri etkisine
maruz kalan kemikte, tek bagina IL-6 nin, osteoliz
geligiminde ne derece etkili oldugunu arastirmak igin
gerceklestirilmistir. IL-6; multifonksiyonel bir sito-
kindir ve normalde dolagimdaki seviyesi diigiiktiir,
ancak, patolojik uyaranlarin etkisiyle yapimi hizla
artabilmektedir. Fare fetusunda; metakarplar ve kal-
varya iizerinde yapilan ¢alismalarda, IL-6'nin kemik
rezorpsiyonunu artirdigi gosterilmistir (11, 16). Ke-
mik iizerinde etkili olan dstrojen ve androjen gibi
hormonlann, kemik iliginde de iiretilen sitokinlerin
ortaya ¢ikmasinda ve diizenlenmesinde etkili olduk-
lar1 bilinmektedir. Bu hormonlarin yoklugunda sito-
kinlerin etkisi artmakta, dolayisiyla osteoklast aktivi-
tesi ve kemik yikimi fazlalagmaktadir (18). Bu nok-
tadan yola gikilip, bir grup farede, cinsiyet hormon-
lar1 ve IL-6 geni baskilanmig, beklenenin aksine, os-
teoklast aktivitesinde ve kemik rezorpsiyonunda artig
olmadig1 gosterilmistir (18). Bu son iki deneysel ¢a-
ligmanin sonuglariyla, bizim sonuglanmiz paralellik
gostermektedir. Caligmamizda; titanyum partikiilleri
uygulanan farelerden, IL-6 geni baskilanmig olanlar-
da, baskilanmamus olanlara oranla, anlamli derecede
daha az osteoliz geligtigi gdzlenmistir. Bununla bir-
likte, IL-6 geni baskilanmis grupta kontrol gruplarin-
dan daha fazla osteoliz gelismesi, IL-6'nin osteoliz
gelisiminde rolii oldugunu, ancak, tek basina belirle-
yici olmadigini diisiindiirmektedir. Bu konuda, farkli
sonuglar gosteren deneysel ¢alismalar da vardir. Or-
negin; yenidogan farelerde kalvarya lizerine infiiz-
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yon seklinde IL-6 verilmig, ancak, IL-6'min kemik re-
zorbsiyonunu stimiile etmedigi goriilmiistiir (1). Bas-
ka bir arastirma; saf titanyum partikiilleriyle karsila-
san makrofajlarin, TNF'de artisa yol agarken, IL-6
seviyesini degistirmediklerini gdstermektedir (9).
Ostrojen eksikligi sirasinda gelisen kemik rezorpsi-
yonunda, IL-1, IL-6, sIL-6 gibi sitokinlerin birlikte
rol aldiklarini gésteren caligmalarda vardir (19). Fa-
relerde; tek bagina IL-1'in, osteoklastik kemik re-
zorpsiyonunun potent bir stimiilatorii oldugu ortaya
konmugtur (3). Bizim ¢alijmamiz ise yalniz basina
IL-6 baskilandiginda bile, osteoliz oraninda anlamli
diizeyde azalma oldugunu gostermektedir. Caligma-
miz ve biitiin benzer diger ¢aligmalar; titanyum bazli
implantlann daha saglikh kullanilabilmesi igin, "IL-6
ve diger sitokinlere, gelecekte, genetik yolla miida-
hale edilmeli mi?" sorusunu tartismaya agmaktadir.
Bununla birlikte, farkli aragtirma sonuglari, sitokinle-
rin tek, tek ve birlikte nasil etkili olacaklar, organiz-
madaki bagka fonksiyonlarinin ne yonde degisecegi
ve sonuclarnn insana nasil uyarlanacag: gibi sorunlar
hemen akla gelmektedir ve bu konu iizerinde daha
pek cok aragtirma yapilmas: gerekliligini ortaya koy-
maktadir.
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