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Ob j e c t i v e s : 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.

M e thods: 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 β-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

62±16 pg/ml, p<0.001). 

C o n c l u s i o n : 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.

Amaç: Ooferektomiye ba¤l› kemik kayb›n› önlemede de-

¤iflik östrojen tedavi yöntemlerinin etkileri daha önce s›-

çanlarda araflt›r›lm›flt›r. Bu çal›flmada, ooferektomi yap›l-

m›fl s›çanlarda daha önce uygulanmam›fl olan erken dö-

nem, aral›kl›, yüksek doz östrojen tedavisinin kemik yap›-

s› üzerine etkileri araflt›r›ld›.

Çal› flma plan›: Eriflkin, gebe olmayan 20 adet Wistar cin-

si s›çana iki tarafl› ooferektomi uyguland›. Ooferektomi

sonras› 15. ve 22. günlerde, deney grubuna 25 mg/kg do-

zunda 17 β-estradiol subkutan olarak uygulan›rken, kontrol

grubuna yaln›zca susam ya¤› uyguland›. Son enjeksiyon-

dan 14 gün sonra s›çanlar öldürüldü ve proksimal femurla-

r›n›n ›fl›k ve elektron mikroskobik incelemesi yap›ld›.

Sonuçlar: Kontrol grubu s›çanlar›n ›fl›k mikroskopi ince-

lemesinde proksimal femurlar›nda spongiyöz kemik yap›-

s›nda belirgin hasarlanma gözlenirken, deney grubunda

spongiyöz kemik yap› hemen hemen tümüyle normal idi.

‹nce yap› düzeyindeki incelemede ise, kontrol grubunda

kemik hücrelerinde dejenerasyon ve artm›fl kemik döngü-

sü belirgindi; deney grubunda ise kemik hücreleri ve ke-

mik matriksi normal bulundu. Kontrol grubu (62±16

pg/ml) ve deney grubu (580±124 pg/ml) serum östrojen

düzeyleri aras›nda anlaml› fark vard› (p<0.001).

Ç›kar›mlar: Aral›kl› yüksek doz östrojen tedavisi oofe-

rektomi yap›lm›fl s›çanlar›n proksimal femurlar›nda spon-

giyöz kemik kayb›n› kemik döngüsünü bask›layarak önle-

mekte ve serum östrojen düzeyini art›rmaktad›r.
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Osteoporoz, toplam kemik doku kitlesinde, ke-

mik içeri¤inde bozulma olmaks›z›n azalma, fizyo-

patolojik olarak kemik yap›m ve y›k›m dengesinin

y›k›m lehine bozulmas› olarak tan›mlanmaktad›r.

Osteoporozun en iyi bilinen nedenlerinden biri de

over fonksiyonlar›n›n çeflitli nedenlerle kayb›na

ba¤l› ortaya ç›kan östrojen eksikli¤idir. Östrojen

eksikli¤inde, yerine koyma tedavisi en s›k kullan›-

lan tedavi yöntemidir.[ 1 , 2 ] Ooferektomi uygulanm›fl

s›çan modeli, osteoporoz tedavisinde östrojenin et-

kilerini görmek amac›yla en s›k kullan›lan hayvan

m o d e l i d i r. Bunun nedeni, s›çanda ooferektomi son-

ras› uyar›lan kemik dokusu kayb›yla ilgili biyolojik

mekanizmalar›n, insandaki postmenopozal kemik

kayb› mekanizmalar› ile yak›n benzerlikler göster-

m e s i d i r.[ 3 , 4 ]

Çeflitli çal›flmalarda, ooferektomi yap›lan s›çan-

larda 12 ile 360 gün aras›nda de¤iflen sürelerde ve

günlük 1 µg/kg ile 4 mg/kg aras›nda de¤iflen dozlar-

da 17 β-estradiolün subkutan uygulan›m›n›n kemik

kayb›n› önlemede ya da kemik oluflumunu h›zland›r-

mada olumlu etkileri oldu¤u gösterilmifltir.[5-11] An-

cak günlük olarak de¤il de aral›kl›, yüksek doz öst-

rojen tedavisinin etkinli¤i üzerine bir çal›flmaya rast-

lamad›k. Osteoporoz tedavisinde kullan›lan baz›

ilaçlar›n günlük kullan›m›yla haftal›k tek doz kulla-

n›m› aras›nda, toplam haftal›k doz ayn› oldu¤unda

klinik olarak fark olmad›¤› ve hasta uyumunun daha

iyi oldu¤u gösterilmifltir.[12] Östrojenin tedavi dozu-

nun günlük de¤il de, osteoporoz tedavisinde kullan›-

lan bu ilaçlar gibi haftada bir kez, ancak yüksek doz-

da kullan›m›n›n daha kolay uygulanabilir oldu¤u dü-

flüncesinden hareketle bu kontrollü çal›flmay› plan-

lad›k ve erken dönem aral›kl›, yüksek doz östrojen

tedavisinin kemik yap›s› üzerine etkisini s›çan mo-

delinde inceledik.

Gereç ve yöntem

Çal›flmaya yerel etik kurulu onay› al›nd›ktan son-

ra baflland›. Yaklafl›k 12 haftal›k, ortalama 200 gr

a¤›rl›¤›nda olan ve gebe olmayan 20 adet Wistar tipi

difli s›çan kontrol ve deney grubu olarak rastgele iki-

ye ayr›ld›. Tüm s›çanlara 50 mg/kg intramusküler

ketamin hidroklorid (Ketalar, Eczac›bafl› Warner

Lambert, ‹stanbul) anestezisi alt›nda iki tarafl› vent-

ral ooferektomi yap›ld›. Ooferektomi sonras›nda

tüm s›çanlar 25 °C s›cakl›kta ayr› olarak kafese kon-

du ve 12 saat ayd›nl›k/12 saat karanl›k döngüsünde

b›rak›ld›. Ooferektomi yap›lm›fl s›çanlarda ooferek-

tomiye ba¤l› hiperfaji nedeniyle oluflabilen kilo art›-

fl›n› önlemek için g›da al›m›nda k›s›tlamaya gidil-

di.[13] Ooferektomi sonras› 15. ve 22. günlerde, deney

grubu s›çanlar›na ilk a¤›rl›klar› göz önünde bulundu-

rularak susam ya¤›nda çözünmüfl 25 mg/kg 17 β-est-

radiol (Sigma Chemical Co., Steinheim, Almanya)

subkutan olarak uygulan›rken, kontrol grubu s›çan-

lar›na ise subkutan olarak sadece susam ya¤› uygu-

land›. Kontrol grubundan üç, deney grubundan ise

bir s›çan izlemler s›ras›nda öldüler. Son enjeksiyon-

dan 14 gün sonra s›çanlar›n tümü öldürülerek, doku

örnekleri ve serum östrojen düzeylerini ölçmek ama-

c›yla kan örnekleri al›nd›.

Tüm s›çanlar›n sa¤ proksimal femurlar› ›fl›k mik-

roskopi incelemesi için ç›kar›ld›; her iki gruptan

üçer s›çan›n sol proksimal femurlar› da elektron

mikroskopi incelemesi için ç›kar›ld›. Ç›kar›lan sa¤

proksimal femurlar 72 saat süreyle %10’luk forma-

lin solüsyonunda bekletildikten sonra %10’luk nitrik

asit ile dekalsifiye edildi ve rutin ›fl›k mikroskobik

ifllemler sonras› parafin bloklara gömüldü. Al›nan

ince kesitler (5 µm) hematoksilen-eosin (H-E) ile

boyanarak Olympus BH2 fotomikroskopta incelen-

di. Ç›kar›lan sol proksimal femurlar ise 24 saat sü-

reyle fosfat tamponlu gluteraldehit solüsyonunda

bekletildikten sonra %10’luk nitrik asit ile dekalsifi-

ye edildi. Örnekler daha sonra 1x1x1 mm büyüklü-

¤ünde parçalara bölünerek %1’lik osmium tetroksid

ile ikinci kez tespit edildi. Etil alkol serilerinde de-

hidrate edildikten sonra Araldit-DDSA kar›fl›m›na

gömüldü. ‹nce kesitler kurflun sitrat ve uranil asetat

ile boyanarak elektron mikroskopta incelendi (Carl

Zeiss EM-900).

Ifl›k ya da elektron mikroskobik incelemeler s›ra-

s›nda somut say›sal ölçümler yap›lmad›. Kontrol ve

deney gruplar›n›n ortalama serum östrojen düzeyle-

rinin karfl›laflt›r›lmas›nda ba¤›ms›z örnekler için t-

testi kullan›ld› ve 0.05’den küçük p de¤erleri anlam-

l› kabul edildi.

Sonuçlar

Ifl›k mikroskopi kesitlerinde, kontrol grubu s›çanla-

r›n femur proksimalindeki spongiyöz kemi¤in yap›s›n-

da belirgin bir bozulma ve kemik kayb›na ba¤l› büyük

boflluklar›n varl›¤› dikkat çekmekteydi (fiekil 1a). De-

ney grubu s›çanlar›n›n tümünde, femur proksimalinde-

ki spongiyöz kemik yap›n›n hemen hemen tümüyle

normal oldu¤u gözlendi (fiekil 1b). Kontrol grubu s›-

çanlar›n›n proksimal femurlar›n›n ince yap› düzeyinde
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incelenmesinde ise, kemik hücrelerinde belirgin deje-

nerasyon ve artm›fl kemik döngüsü (bone turnover) en

b e l i rgin de¤iflikliklerdi (fiekil 2a, b). Deney grubunda

ise kemik hücreleri ve kemik matriksi normal olarak

de¤erlendirildi (fiekil 3).

Kontrol ve deney gruplar›nda serum östrojen dü-

zeyleri ortalamalar› aras›nda anlaml› farkl›l›k bulundu

(s›ras›yla 62±16 pg/ml ve 580±124 pg/ml; p<0.001).

Tart›flma

S›çanlarda ooferektomi sonras› en yo¤un kemik

kayb› ilk 100 gün içinde ortaya ç›kmaktad›r ve hat-

ta ilk iki hafta içinde bile saptanabilmektedir.[ 1 4 ] B u

yüzden, östrojen ile yerine koyma tedavisinin bafl-

lang›c› için ooferektomi sonras› ikinci haftan›n so-

nu uygun zaman dilimi olarak görülmektedir. S›çan

modelinde ooferektomi sonras› kemik kayb›n›n ön-

lenmesinde baz› hormonlar›n ya da ilaçlar›n etkisi-

ni gözlemek için östrojenin hemen ooferektomi

sonras› bafllanmas› önerilmifltir.[ 1 3 ] Bu tedavi yönte-

mi daha önce pek çok çal›flmada da uygulanm›flt›r.[ 5 -

7 , 9 , 11 ] Ancak bu tür uygulaman›n bir hormonun ya da

ilac›n sadece koruyucu rolünü ortaya koyaca¤› aç›k-

t › r. Bu çal›flman›n amac›, aral›kl› yüksek doz östro-

jen uygulamas›n›n tedavi edici rolünü saptamak ol-

du¤u için, deney grubu s›çanlar›nda östrojen uygu-

lamas›na ooferektomiden hemen sonra de¤il, iki

hafta sonra bafllanm›flt›r. 

Farkl› dozlarda ve sürelerde östrojen uygulama-

s›n›n osteoporoz tedavisindeki rolü ooferektomi ya-

p›lm›fl s›çan modelinde araflt›r›lm›flt›r.[5-11] Bir çal›fl-

mada difli s›çanlara 17 gün süreyle günlük 4 mg/kg

17 β-estradiol uygulanm›flt›r.[9] Çal›flmam›zda hafta-

l›k toplam doz belirtilen çal›flmayla benzerlik göster-

mekle birlikte, haftal›k toplam doz her gün yerine

haftada bir kez uygulanm›flt›r.

Ooferektomi s›çanlarda hem kemik y›k›m›n›

hem de yap›m›n› art›rmakta, ancak y›k›m yap›m›

geçti¤i için kemik kitlesinde daha fazla azalma ol-

m a k t a d › r.[ 1 5 ] S›çanlarda ooferektomi sonras› erken

ve geç dönemde osteoporoz oluflumu ile artm›fl ke-

mik döngüsü aras›nda yak›n bir iliflki saptanm›fl-

t › r.[ 1 4 ] Çal›flmam›zda da kontrol grubu s›çanlar›nda

erken dönemde kemik dokusunda gözlenen yap›sal

düzeydeki hasaralanmalar ve kemik döngüsündeki

yo¤un art›fl bu saptamay› destekler niteliktedir. K›-

sa ya da uzun süreli östrojen tedavisinin ooferekto-

mi sonras› görülen osteoporozu, kemik döngüsünü

bask›layarak önledi¤i ve spongiyöz kemik kayb›n›

neredeyse tümüyle ortadan kald›rd›¤› belirtilmifl-

t i r.[ 1 0 , 11 , 1 6 ] Çal›flmam›zda, ooferektomi sonras› erken

dönemde sadece iki kez uygulanan aral›kl› yüksek

doz östrojen tedavisinin bile s›çan proksimal femu-

runda hem hücre dejenerasyonunu hem de hücrede-

ki yap›m-y›k›m olay›n› efl zamanl› olarak bask›lad›-

¤› ve spongiyöz kemik yap›s›n› korudu¤u ortaya

( a ) ( b )

fiekil 1. Proksimal femurun ›fl›k mikroskop görüntüleri. (a) Kontrol grubu s›çanlar›nda fe-
mur proksimalinde spongiyöz kemik yap›s›n›n neredeyse tümüyle hasarland›¤› ve
yer yer büyük boflluklar›n olufltu¤u gözleniyor (H-E x 200). (b) Deney grubu s›çan-
lar›nda ise spongiyöz kemik yap›s›n›n korundu¤u dikkat çekiyor (H-E x 200).
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k o n m u fl t u r. Bununla birlikte, 17 gün süreyle günlük

yüksek doz 17 β-estradiol uygulamas›n›n (4

mg/kg) spongiyöz kemik oluflumunu uyard›¤› bil-

d i r i l m i fl t i r.[ 6 ] Çal›flmam›zdaki doz uygulamas›n›n da

benzer etkisi olabilece¤i düflünülmekle birlikte, ke-

mik oluflumu ölçümü somut olarak yap›lmad›¤›

için bu konuda kesin bir yorumda bulunmak do¤ru

o l m a y a c a k t › r.

Çal›flmam›zda, ooferektomi yap›lm›fl olan s›-

çanlarda aral›kl›, yüksek doz östrojen verilmesinin

yap›sal de¤ifliklikler yan›nda serum östrojen düzey-

lerini de erken dönemde h›zla art›rd›¤› gözlenmifl-

t i r. On yedi gün süreyle günlük 4 mg/kg dozunda

uygulanan 17 β-estradiolün serum östrojen düzeyi-

ni 17.5 nM/L’ye yükseltti¤i belirtilmifltir.[ 6 ] Yi n e

ooferektomi yap›lm›fl s›çanlarda befl hafta süreyle

( a )

( b )

fiekil 2. Kontrol grubu s›çanlar›nda ince yap› düzeyinde inceleme. (a) Lakuna (L) için-
de yerleflik osteositin (O) ince yap› görünümü. Sitoplazmada hücre dejene-
rasyonunu simgeleyen vakuolizasyon (*) belirgin bir biçimde gözleniyor (Kur-
flun sitrat, uranil asetat x 6000). (b) Bir osteoblast›n (Ob) ince yap›s›. Afl›r›
derecede artm›fl olan yeni kollajen fibrillerin varl›¤› (co) artm›fl kemik döngü-
sünü simgeliyor (Kurflun sitrat, uranil asetat x 12000).
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günlük 10, 25 ve 50 µg/kg dozlar›nda uygulanan 17

β-estradiolün, serum östrojenini s›ras›yla 40, 38 ve

106 pg/ml düzeylerine ç›kard›¤› saptanm›flt›r.[ 1 6 ] B u

çal›flmada deney grubu s›çanlar›nda öldürülmeden

hemen önce saptanan ortalama serum östrojen dü-

zeyi yaklafl›k 600 pg/ml idi; bu düzey kontrol gru-

bundaki s›çanlara göre yaklafl›k 10 kat daha yük-

s e k t i .

Uygulad›¤›m›z östrojen tedavi yönteminin etkisi-

nin, di¤er östrojen tedavi yöntemleri ve tümüyle

normal grup (ooferektomi yap›lmam›fl) ile karfl›laflt›-

r›lmamas› bu çal›flman›n eksikli¤i olarak alg›lanabi-

lir. ‹leride yap›lacak olan çal›flmalarda bu tür karfl›-

laflt›rmalar›n da yap›lmas›na gereksinim oldu¤u gö-

rülmektedir. Ayr›ca, çal›flmam›zda gerek ›fl›k gerek-

se elektron mikroskop bulgular› sadece görsel olarak

de¤erlendirilmifltir. Bu tür çal›flmalarda, yap›sal dü-

zeydeki bulgular›n say›sal olarak da de¤erlendiril-

mesinin elde edilen verileri daha da güçlendirece¤i

aç›kt›r.

Klinik uygulamada postmenopozal osteoporoz

tedavisinde, erken dönem aral›kl› yüksek doz östro-

jen uygulan›m› yararl› olabilir. Özellikle, uygulama-

n›n günlük kullan›ma göre daha kolay olmas› bir

avantaj olarak de¤erlendirilebilir. Ancak bu tür doz

uygulamalar›n›n, daha yüksek hayvan modellerinde

deneysel araflt›r›lmas› yap›lmadan, olas› yan etkileri

ortaya konmadan ve en son olarak da klinik karfl›lafl-

t›rmal› çal›flmalar olmadan günlük uygulamaya geçi-

rilmesi do¤ru de¤ildir.

Sonuç olarak, s›çanlarda ooferektomi sonras› er-

ken dönemde uygulanan aral›kl›, yüksek doz östro-

jen tedavisi proksimal femurda spongiyöz kemik

kayb›n› esas olarak kemik döngüsünü bask›layarak

önlemektedir. Ayr›ca bu tür uygulama serum östro-

jen düzeyini de önemli ölçüde yükseltmektedir.
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