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Ooferektomi yapilmis sicanlarda aralikh yiiksek doz ostrojen
tedavisinin kemik yapisi uzerine etkisi

The effects of early intermittent high-dose estrogen treatment on bone
Structure of ovariectomized rats
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Amag: Ooferektomiye bagli kemik kaybini 6nlemede de-
gisik ostrojen tedavi yontemlerinin etkileri daha once si-
canlarda arastirillmistir. Bu ¢alismada, ooferektomi yapil-
mis sicanlarda daha 6nce uygulanmamig olan erken do-
nem, aralikli, yiiksek doz 6strojen tedavisinin kemik yapi-
st lizerine etkileri arastirildi.

Calisma plam: Eriskin, gebe olmayan 20 adet Wistar cin-
si sicana iki tarafli ooferektomi uygulandi. Ooferektomi
sonrast 15. ve 22. giinlerde, deney grubuna 25 mg/kg do-
zunda 17 b-estradiol subkutan olarak uygulanirken, kontrol
grubuna yalnizca susam yagi uygulandi. Son enjeksiyon-
dan 14 giin sonra si¢anlar 6ldiiriildii ve proksimal femurla-
rinim 151k ve elektron mikroskobik incelemesi yapildi.

Sonuclar: Kontrol grubu sicanlarin 151k mikroskopi ince-
lemesinde proksimal femurlarinda spongiy6z kemik yapr-
sinda belirgin hasarlanma gozlenirken, deney grubunda
spongiyoz kemik yap1 hemen hemen tiimiiyle normal idi.
Ince yap1 diizeyindeki incelemede ise, kontrol grubunda
kemik hiicrelerinde dejenerasyon ve artmis kemik dongii-
sii belirgindi; deney grubunda ise kemik hiicreleri ve ke-
mik matriksi normal bulundu. Kontrol grubu (62£16
pg/ml) ve deney grubu (5801124 pg/ml) serum Ostrojen
diizeyleri arasinda anlamli fark vardi (p<0.001).

Cikanmlar: Aralikli yiiksek doz 6strojen tedavisi oofe-
rektomi yapilmis sicanlarin proksimal femurlarinda spon-
giy6z kemik kaybin1 kemik dongiisiinii baskilayarak 6nle-
mekte ve serum Ostrojen diizeyini artirmaktadir.

Anahtar sozciikler: Kemik gelisimi/ilag etkisi; kemik hastaliklari,
metabolik/6nleme ve kontrol; kemik rezorbsiyonu/ilag etkisi; estra-
diol/terapotik kullanim; Ostrojen replasman tedavisi; osteoporoz,
postmenopozal/komplikasyon/ilag tedavisi; ovariektomi; sigcan.

Objectives: The effects of various estrogen replacement
protocols to prevent bone loss following ovariectomy have
been the subject of many studies in rats. This study was
designed to determine the effects of early intermittent high-
dose estrogen replacement therapy, which has hitherto not
been studied, on bone structure of ovariectomized rats.

Methods: Bilateral ovariectomies were performed in 20
female mature non-pregnant Wistar rats. All the animals
were randomly assigned to two groups to receive either sub-
cutaneous 17 b-estradiol (25 mg/kg) or only sesame oil on
days 15 and 22 after ovariectomy. Fourteen days after the last
injection, the rats were sacrificed and proximal femurs were
removed for both light and electron microscopic analyses.

Results: In the light microscopic analysis, control femurs
exhibited a marked destruction in the structure of the can-
cellous bone, whereas estradiol-treated rats had almost nor-
mal cancellous bone. Ultrastructural analysis showed
degeneration and increased turnover in bone cells of the
control femurs, whereas the bone cells and the bone
matrix appeared almost normal in the treatment group. A
statistically significant increase in serum estrogen levels
was found in estradiol-treated rats (580+£124 pg/ml versus
62116 pg/ml, p<0.001).

Conclusion: Intermittent high-dose estrogen treatment pre-
vents cancellous bone loss in the proximal femurs of
ovariectomized rats through inhibition of bone turnover
and results in significantly increased serum estrogen levels.
Key words: Bone development/drug effects; bone diseases, meta-
bolic/prevention & control; bone resorption/drug effects; estradiol/
therapeutic use; estrogen replacement therapy; osteoporosis, post-
menopausal/complications/drug therapy; ovariectomy; rats.
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Osteoporoz, toplam kemik doku kitlesinde, ke-
mik iceriginde bozulma olmaksizin azalma, fizyo-
patolojik olarak kemik yapim ve yikim dengesinin
yikim lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.
Osteoporozun en iyi bilinen nedenlerinden biri de
over fonksiyonlarinin cesitli nedenlerle kaybina
bagh ortaya ¢ikan ostrojen eksikligidir. Ostrojen
eksikliginde, yerine koyma tedavisi en sik kullani-
lan tedavi yontemidir."”' Ooferektomi uygulanmig
sican modeli, osteoporoz tedavisinde Ostrojenin et-
kilerini gormek amaciyla en sik kullanilan hayvan
modelidir. Bunun nedeni, sicanda ooferektomi son-
ras1 uyarilan kemik dokusu kaybiyla ilgili biyolojik
mekanizmalarin, insandaki postmenopozal kemik
kayb1 mekanizmalari ile yakin benzerlikler goster-
mesidir.”*

Cesitli calismalarda, ooferektomi yapilan sigan-
larda 12 ile 360 giin arasinda degisen siirelerde ve
giinliik 1 pg/kg ile 4 mg/kg arasinda degisen dozlar-
da 17 b-estradioliin subkutan uygulaniminin kemik
kaybini 6nlemede ya da kemik olusumunu hizlandir-
mada olumlu etkileri oldugu gosterilmistir.”"" An-
cak giinliik olarak degil de aralikli, yiiksek doz Ost-
rojen tedavisinin etkinligi iizerine bir caligmaya rast-
lamadik. Osteoporoz tedavisinde kullanilan bazi
ilaglarin giinliik kullanimiyla haftalik tek doz kulla-
nimi1 arasinda, toplam haftalik doz ayni oldugunda
klinik olarak fark olmadig1 ve hasta uyumunun daha
iyi oldugu gosterilmistir." Ostrojenin tedavi dozu-
nun giinliik degil de, osteoporoz tedavisinde kullani-
lan bu ilaglar gibi haftada bir kez, ancak yiiksek doz-
da kullaniminin daha kolay uygulanabilir oldugu dii-
siincesinden hareketle bu kontrollii ¢alismay1 plan-
ladik ve erken donem aralikli, yliksek doz Ostrojen
tedavisinin kemik yapisi iizerine etkisini sican mo-
delinde inceledik.

Gere¢ ve yontem

Calismaya yerel etik kurulu onay1 alindiktan son-
ra baglandi. Yaklagik 12 haftalik, ortalama 200 gr
agirliginda olan ve gebe olmayan 20 adet Wistar tipi
disi sican kontrol ve deney grubu olarak rastgele iki-
ye ayrildi. Tiim siganlara 50 mg/kg intramuskiiler
ketamin hidroklorid (Ketalar®, Eczacibagi Warner
Lambert, Istanbul) anestezisi altinda iki tarafli vent-
ral ooferektomi yapildi. Ooferektomi sonrasinda
tiim siganlar 25 °C sicaklikta ayr1 olarak kafese kon-
du ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde
birakildi. Ooferektomi yapilmig sicanlarda ooferek-

tomiye bagl hiperfaji nedeniyle olugabilen kilo arti-
sin1 6nlemek icin gida aliminda kisitlamaya gidil-
di." Ooferektomi sonrasi 15. ve 22. giinlerde, deney
grubu si¢anlarina ilk agirliklar1 g6z 6niinde bulundu-
rularak susam yaginda ¢oziinmiis 25 mg/kg 17 b-est-
radiol (Sigma Chemical Co., Steinheim, Almanya)
subkutan olarak uygulanirken, kontrol grubu si¢an-
larina ise subkutan olarak sadece susam yagi uygu-
landi. Kontrol grubundan ii¢, deney grubundan ise
bir sican izlemler sirasinda dldiiler. Son enjeksiyon-
dan 14 giin sonra si¢anlarin tiimii 6ldiiriilerek, doku
ornekleri ve serum ostrojen diizeylerini 6l¢gmek ama-
ctyla kan 6rnekleri alinda.

Tiim sicanlarin sag proksimal femurlari 151k mik-
roskopi incelemesi icin cikarildi; her iki gruptan
ticer sicanin sol proksimal femurlari da elektron
mikroskopi incelemesi i¢in c¢ikarildi. Cikarilan sag
proksimal femurlar 72 saat siireyle %10’luk forma-
lin soliisyonunda bekletildikten sonra %10’luk nitrik
asit ile dekalsifiye edildi ve rutin 151k mikroskobik
islemler sonrasi parafin bloklara gémiildii. Alinan
ince kesitler (5 mm) hematoksilen-eosin (H-E) ile
boyanarak Olympus BH2 fotomikroskopta incelen-
di. Cikarilan sol proksimal femurlar ise 24 saat sii-
reyle fosfat tamponlu gluteraldehit soliisyonunda
bekletildikten sonra %10’luk nitrik asit ile dekalsifi-
ye edildi. Ornekler daha sonra 1x1x1 mm biiyiiklii-
giinde parcalara boliinerek %1°lik osmium tetroksid
ile ikinci kez tespit edildi. Etil alkol serilerinde de-
hidrate edildikten sonra Araldit-DDSA karisimina
gomiildii. Ince kesitler kursun sitrat ve uranil asetat
ile boyanarak elektron mikroskopta incelendi (Carl
Zeiss EM-900).

Isik ya da elektron mikroskobik incelemeler sira-
sinda somut sayisal dlgiimler yapilmadi. Kontrol ve
deney gruplarinin ortalama serum Ostrojen diizeyle-
rinin kargilagtirllmasinda bagimsiz ornekler icin t-
testi kullanild1 ve 0.05’den kiiciik p degerleri anlam-
I1 kabul edildi.

Sonuclar

Isik mikroskopi kesitlerinde, kontrol grubu sicanla-
rin femur proksimalindeki spongiy6z kemigin yapisin-
da belirgin bir bozulma ve kemik kaybina bagh biiyiik
bosluklarm varlig: dikkat cekmekteydi (Sekil 1a). De-
ney grubu sicanlarmin tiimiinde, femur proksimalinde-
ki spongiydz kemik yapmin hemen hemen tiimiiyle
normal oldugu goézlendi (Sekil 1b). Kontrol grubu si-
canlarinin proksimal femurlarinin ince yapi diizeyinde
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incelenmesinde ise, kemik hiicrelerinde belirgin deje-
nerasyon ve artmig kemik dongiisii (bone turnover) en
belirgin degisikliklerdi (Sekil 2a, b). Deney grubunda
ise kemik hiicreleri ve kemik matriksi normal olarak
degerlendirildi (Sekil 3).

Kontrol ve deney gruplarinda serum Ostrojen dii-
zeyleri ortalamalar arasinda anlamli farklilik bulundu
(swrastyla 6216 pg/ml ve 580124 pg/ml; p<0.001).

Tartisma

Sicanlarda ooferektomi sonrasi en yogun kemik
kaybi ilk 100 giin i¢inde ortaya ¢ikmaktadir ve hat-
ta ilk iki hafta i¢inde bile saptanabilmektedir."* Bu
yiizden, Ostrojen ile yerine koyma tedavisinin bas-
langici icin ooferektomi sonrasi ikinci haftanin so-
nu uygun zaman dilimi olarak goriilmektedir. Sican
modelinde ooferektomi sonrasi kemik kaybinin 6n-
lenmesinde bazi hormonlarin ya da ilaglarn etkisi-
ni gozlemek igin Ostrojenin hemen ooferektomi
sonrasi baslanmasi1 onerilmigtir."” Bu tedavi yonte-
mi daha 6nce pek ¢ok ¢alisgmada da uygulanmigtir.”
1 Ancak bu tiir uygulamanin bir hormonun ya da
ilacin sadece koruyucu roliinii ortaya koyacagi agik-
tir. Bu ¢alismanin amaci, aralikli yiiksek doz Ostro-
jen uygulamasinin tedavi edici roliinli saptamak ol-
dugu i¢in, deney grubu sicanlarinda dstrojen uygu-
lamasina ooferektomiden hemen sonra degil, iki
hafta sonra baslanmisgtir.

oiusbdal R £
Sekil 1. Proksimal femurun 1sik mikroskop goriintileri. (a) Kontrol grubu siganlarinda fe-
mur proksimalinde spongiy6z kemik yapisinin neredeyse timuyle hasarlandigi ve
yer yer biyik bosluklarin olustugu gézleniyor (H-E x 200). (b) Deney grubu si¢an-

larinda ise spongiy6z kemik yapisinin korundugu dikkat ¢ekiyor (H-E x 200).

Farkl1 dozlarda ve siirelerde Ostrojen uygulama-
sinin osteoporoz tedavisindeki rolii ooferektomi ya-
pilmig sican modelinde arastirtlmistir.”'" Bir calig-
mada disi sicanlara 17 giin siireyle giinliik 4 mg/kg
17 b-estradiol uygulanmigtir.”” Calismamizda hafta-
lik toplam doz belirtilen ¢aligmayla benzerlik goster-
mekle birlikte, haftalik toplam doz her giin yerine
haftada bir kez uygulanmistir.

Ooferektomi sicanlarda hem kemik yikiminm
hem de yapimini artirmakta, ancak yikim yapimi
gectigi icin kemik kitlesinde daha fazla azalma ol-
maktadir.” Sicanlarda ooferektomi sonrasi erken
ve ge¢ donemde osteoporoz olusumu ile artmis ke-
mik dongiisii arasinda yakin bir iliski saptanmig-
tir." Caligmamizda da kontrol grubu siganlarinda
erken donemde kemik dokusunda gozlenen yapisal
diizeydeki hasaralanmalar ve kemik dongiisiindeki
yogun artig bu saptamay1 destekler niteliktedir. Ki-
sa ya da uzun siireli 6strojen tedavisinin ooferekto-
mi sonrast goriilen osteoporozu, kemik dongiisiinii
baskilayarak onledigi ve spongiydz kemik kaybini
neredeyse tiimiiyle ortadan kaldirdigi belirtilmis-
tir.'>'+' Caligmamizda, ooferektomi sonrasi erken
donemde sadece iki kez uygulanan aralikli yiiksek
doz 6strojen tedavisinin bile sican proksimal femu-
runda hem hiicre dejenerasyonunu hem de hiicrede-
ki yapim-yikim olayini es zamanli olarak baskiladi-
&1 ve spongiyoz kemik yapisini korudugu ortaya
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konmustur. Bununla birlikte, 17 giin siireyle giinliik
yiiksek doz 17 b-estradiol uygulamasinin (4
mg/kg) spongiydz kemik olusumunu uyardigi bil-
dirilmistir.”” Caligmamizdaki doz uygulamasinin da
benzer etkisi olabilecegi diisiiniilmekle birlikte, ke-
mik olusumu 06l¢limii somut olarak yapilmadigi
icin bu konuda kesin bir yorumda bulunmak dogru
olmayacaktir.

Calismamizda, ooferektomi yapilmis olan si-
canlarda aralikli, yiliksek doz dstrojen verilmesinin
yapisal degisiklikler yaninda serum 6strojen diizey-
lerini de erken donemde hizla artirdig1 gozlenmis-
tir. On yedi giin siireyle giinliik 4 mg/kg dozunda
uygulanan 17 b-estradioliin serum 6strojen diizeyi-
ni 17.5 nM/L’ye yiikselttigi belirtilmigtir.” Yine
ooferektomi yapilmis sicanlarda beg hafta siireyle

Sekil 2. Kontrol grubu sicanlarinda ince yapi diizeyinde inceleme. (a) Lakuna (L) igin-
de yerlesik osteositin (O) ince yapi gériinim. Sitoplazmada hiicre dejene-
rasyonunu simgeleyen vakuolizasyon (*) belirgin bir bicimde gézleniyor (Kur-
sun sitrat, uranil asetat x 6000). (b) Bir osteoblastin (Ob) ince yapisi. Asiri
derecede artmis olan yeni kollajen fibrillerin varligi (co) artmis kemik déngu-
sUnu simgeliyor (Kursun sitrat, uranil asetat x 12000).
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Sekil 3. Deney grubu siganlarinda ince yapi diizeyinde inceleme. Lakunada (L) yerlesik
bir osteositin (O) ince yapisi. Hiicre dejenerasyonunun olmadigi ve kollajen fib-
rillerin (co) diizenli seyrettigi goruliyor (Kursun sitrat, uranil asetat x 3000).

giinliik 10, 25 ve 50 pg/kg dozlarinda uygulanan 17
b-estradioliin, serum Gstrojenini sirastyla 40, 38 ve
106 pg/ml diizeylerine ¢ikardigi saptanmigtir."® Bu
calismada deney grubu sicanlarinda oldiiriilmeden
hemen once saptanan ortalama serum Ostrojen dii-
zeyi yaklasik 600 pg/ml idi; bu diizey kontrol gru-
bundaki siganlara gore yaklagik 10 kat daha yiik-
sekti.

Uyguladigimiz dstrojen tedavi yonteminin etkisi-
nin, diger Ostrojen tedavi yontemleri ve tlimiiyle
normal grup (ooferektomi yapilmamus) ile karsilasti-
rilmamasi bu calismanin eksikligi olarak algilanabi-
lir. Ileride yapilacak olan calismalarda bu tiir karsi-
lagtirmalarin da yapilmasina gereksinim oldugu go-
riilmektedir. Ayrica, ¢calismamizda gerek 151k gerek -
se elektron mikroskop bulgular1 sadece gorsel olarak
degerlendirilmistir. Bu tiir calismalarda, yapisal dii-
zeydeki bulgularin sayisal olarak da degerlendiril-
mesinin elde edilen verileri daha da gii¢lendirecegi
aciktir.

Klinik uygulamada postmenopozal osteoporoz
tedavisinde, erken donem aralikli yiiksek doz 6stro-
jen uygulanimu yararh olabilir. Ozellikle, uygulama-
nin giinliik kullanima gore daha kolay olmasi bir
avantaj olarak degerlendirilebilir. Ancak bu tiir doz
uygulamalarinin, daha yiiksek hayvan modellerinde

deneysel arastirilmasi yapilmadan, olas1 yan etkileri
ortaya konmadan ve en son olarak da klinik kargilag-
tirmali caligmalar olmadan giinliik uygulamaya geci-
rilmesi dogru degildir.

Sonug olarak, sicanlarda ooferektomi sonrasi er-
ken donemde uygulanan aralikli, yiiksek doz Ostro-
jen tedavisi proksimal femurda spongiyéz kemik
kaybini esas olarak kemik dongiisiinii baskilayarak
onlemektedir. Ayrica bu tiir uygulama serum 0Ostro-
jen diizeyini de 6nemli 6lciide yiikseltmektedir.
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