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Cerrahi olarak menopoz olusturulmus siganlarda melatonin tedavisinin
ostrojen, progesteron ve vitamin D’nin serum duizeylerine etkisi

The effect of melatonin on serum levels of estrogen, progesterone and
vitamin D in a rat model of surgically induced menopause

Esra Bihter Gurler Berrak Caglayan Yegen

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Istanbul, Tirkiye

Oz
Amag: Bifosfonatlar menopoz sonrasi osteoporozda kemik kitlesinin korunmasi amaciyla siklikla
kullaniimaktadir. Melatonin kemik metabolizmasinda da duzenleyici roli oldugu dusunilen bir
antioksidan hormondur. Ancak seks hormonlari ve Vitamin D dizeylerine etkisi daha &énce
calisiimamistir.
Gereg ve Yontem: Anestezi altinda, Sprague-Dawley siganlara (n=40) bilateral overektomi (OVT) ve taklit
cerrahi (n=8) uygulanmistir. Cerrahiden dort hafta sonra OVT'li siganlar serum fizyolojik (1 ml/kg/gin),
melatonin (25 mg/kg/gin), alendronat (70 pg/kg/hafta) veya melatonin + alendronat ile sekiz hafta tedavi
edilmislerdir. Siganlar dérdincu (n=8) ve 12. haftanin (n=12) sonunda kalpten kan alinarak sakrifiye
edilmistir.
Bulgular: Overektomiden sonraki dordiinci ve 12. haftalarda serum 0Ostrojen seviyelerindeki disuis
(p<0,05) melatoninle kontrol dizeyine donmustir (p<0,001). Ancak melatonin+alendronatla tedavi
edilen gruplarda bir degisiklik gérilmemistir. Ote yandan, 12. haftanin sonunda OVT grubunda
progesteron dizeylerinde bir degisiklik gorilmezken, melatonin, alendronat veya kombine tedavi
yapilan gruplarda anlamli bir artis saptanmistir (p<0,05-0,001). Seks hormon baglayici globulin
dizeylerinde OVT gruplarinin higbirinde farklik olusmamis, fakat melatonin grubunda anlamh olmayan bir
yukselis egilimi gézlenmistir. Benzer olarak, yalnizca melatonin tedavili grupta Vitamin D dizeylerinde
anlamli bir artis bulunmustur. (p<0,01-0,001).
Sonug: Bulgularimiz melatoninin over-disi seks hormonlarinin ve Vitamin D’nin sentezinde bir rolu
oldugunu dusundurmektedir. Melatoninin hormon replasman tedavisinde yeni bir terapdtik ajan olarak
kullanilabilmesi icin klinik arastirmalara gereksinim vardir.
Anahtar Sézciikler: Menopoz, alendronat, melatonin, éstrojen, hormon replasman tedavisi.

Abstract

Aim: In order to maintain bone mass in post-menopausal osteoporosis, bisphosphonates (e.g.
alendronate) are frequently used, while the antioxidant agent melatonin was also suggested to have a
regulatory role in bone physiology. However, their impact on the serum levels of sex hormones and
vitamin D was not studied before.

Materials and Methods: Under anesthesia, Sprague-Dawley rats (n=40) underwent bilateral ovariectomy
(OVT), while control group had sham surgery (n=8). Four weeks after the surgery, OVT rats were treated
with saline (1 ml/kg/day), melatonin (25 mg/kg/day), alendronate (70 ug/kg/week) or melatonin +
alendronate for 8 weeks. Rats were euthanized at the end of 4th (n=8) or 12th weeks (n=40).

Results: At the 4™ and 12" weeks after OVT, serum levels of estrogen were depressed (p<0.05),
while melatonin abolished the reduction in estrogen (p<0.01), but OVT-induced reduction in estrogen
levels was still evident in alendronate or melatonin + alendronate-treated groups.
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Despite that progesterone levels were not significantly changed by OVT on the 12" week, melatonin,
alendronate or their combination elevated progesterone levels (p<0.05-0.001). Sex hormone binding
globulin was not altered significantly in none of the OVT groups, while a tendency to increase was
observed by melatonin treatment. Similarly, in only melatonin-treated group, serum levels of Vitamin D

were elevated significantly (p<0.01-0.001).

Conclusion: The results implicate that melatonin may have an impact on the extraovarian synthesis
of sex hormones and vitamin D, suggesting its clinical investigation as a potential therapeutic agent for

hormone replacement therapy.

Keywords: Menopause, alendronate, melatonin, estrogen, hormone replacement therapy.

Giris

Postmenopozal osteoporoz; diinyada 60 yas Ustl
200 milyon kadinin karsi karsiya kaldigi, baslica
kemik kutlesinin  kaybi, agrn ve hareket
kabiliyetinde kisitlilik yaratan, prevalansi oldukga
yuksek, kemik kutlesinin kaybi, kemigin mikro-
yapisinin  bozulmasi, artmis kirik riski ile
karakterize, kemik  yapim/yilkim  oraninin
bozuldugu metabolik bir kemik hastaligidir (1-3).
Osteoporozlu hastalarin  tedavisinde birincil
derecedeki hedef; kirik riskini ortadan kaldirmak,
agriyi  azaltmak ve fonksiyonu yeniden
kazandirmaktir (4). Bu amagla paratiroid hormon,
RANKL inhibitorleri ve selektif dstrojen reseptor
moduilatérleri kullanilan ilaglar arasindadir. TUm
dinyada osteoporoz tedavisinde ilk sirada
kullanilan ilaglar bifosfonatlardir ve tedavideki
altin  standardi  olustururlar  (5).  Yapilan
istatistikler bifosfonatlarin ortaya ¢ikardigi yan
etkileri ortaya koymaktadir. Bu etkiler arasinda
sik goérllenler Ust gastrointestinal yan etkiler, akut
faz reaksiyonu, hipokalsemi ve sekonder
hiperparatiroidi, kas iskelet sistemi agrilari, ¢cene
osteonekrozu ve g6z sikayetleridir (6). Bu yan
etkilere ek olarak uzun dénem kullanimlarinda
ortaya c¢ikan atipik kirlmalar (7) daha guvenilir
ama ayni zamanda iyilestirici tedavi se¢eneklerine
gereksinim oldugunu géstermektedir.

Ostrojen eksikligi osteoklast apoptozuna engel
olarak osteoklast sayisinin artmasina, bdylelikle
de kemikte yikim olusmasina neden olur (8, 9).

Ostrojen, ayni zamanda osteoblastlar ve
osteoklastlar Uzerinde etkinligi bilinen 1,25
dihidroksivitamin D3'e bagimli kalsiyum

absorpsiyonu lzerine de etkilidir (10). Calismalar
1,25 dihidroksivitamin D3 konsantrasyonlarinin
menopozdan sonra dustigine isaret etmektedir
(11-13). Ostrojen ve diger seks steroidlerine
baglanan ve bu hormonlarin hedef hicrelerdeki
islevini duzenleyen seks hormon baglayici
globulinin (SHBG) kan dizeylerinin de kemik
mineral yogunlugu (BMD) ile ters bir korelasyona
sahip oldugunu, kadinlarda ve erkeklerde
osteoporoz ve osteoporoz nedeniyle olusan
kiriklarla iligkili oldugunu gdsteren sinirli sayida

veri mevcuttur  (14-17). Normal fizyolojik
kosullarda kadinlarda &strojen ve progesteron bir
arada calisir ve osteoporozda &strojen yoklugu
ile beraber progesteron yoklugu da séz
konusudur. Yapilan az sayida in-vitro calisma
progesteronun osteoblast sayisini arttirmada,
osteoblast olgunlagsmasini ve farklilagsmasini
uyarmadaki rolinu goéstermigtir (18). Yine bir
meta-analitik derleme, kombine progesteron ve
Ostrojen tedavisinin postmenopozal osteoporozda
tek basina Ostrojenden daha etkili oldugunu
gostermistir (10).

Melatonin; baslica pineal bezden salgilanan,
glcli  anti-inflamatuvar  etkileri olan  ve
farmakolojik dozlarda bile toksisitesi olmayan bir
hormondur. Salgilanan melatonin  miktarinin
yasla ters orantili oldugu bilinmektedir (19). Bu
bulgu, melatoninin kemik metabolizmasi ve
Ostrojenle olan iligkisinin arastiriimasinda ilk adim
olmustur. Yapilan pek c¢ok in-vitro ve in-vivo
calismanin sonuglari, melatoninin hem d&strojen
Uzerine hem de kemik hucreleri Uzerine olan
destekleyici etkisine isaret etmektedir (20-24).
Buna karsin, osteoblastlar Uzerindeki uyarici
etkisi nedeniyle yeni bir farmakolojik ajan olup
olamayacag@i tartismalar arasindadir (20). Bu
calismada osteoporoz tedavisinde konvansiyonel
bir yontem olarak bilinen bifosfonat tedavisine
melatonin eklenmesinin endokrin dlUzenleyiciler
Uzerindeki etkileri arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar

Bu calisma igin Marmara Universitesi (M.U.)
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay
alinmistir (33.2014mar). M.U. Deney Hayvanlari
Merkezinden temin edilen, 250-300 gr agirhgindaki
48 adet disi Sprague Dawley sigan rastgele
olarak (kapali zarf usuli ile) secilerek
gruplandinimistir. Sicakligi (20-22 °C) ve nemi
(%65-70) korunan ortamda, kafeslerde rahat
hareket edebilecekleri sekilde dorderli olarak
yerlestirilen  siganlara, 12 saat/12 saat
ginduz/gece 1sik uygulanmistir. Deney suresince
yem ve su tiketimleri ad libitum olarak saglanmistir.
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Deney Protokolii ve Cerrahi Yéntem

Overektomi (OVT) uygulamak (izere, anestezi
altindaki (Ketamin 100 mg/kg ve klorpromazin 5
mg/kg; i.p.) sigcanlarda alt batindan transvers
insizyon ile ulasilan overler sutir ile baglanarak
cikarildi (n=40). Ardindan karin duvari kapatilarak,
1ml/kg cilt altina serum fizyolojik verildi. Taklit
cerrahi yapilan kontrol grubundaki hayvanlarda
(n=8) ise yine transvers kesi ile overlere ulasildi,
ancak bir islem yapilmadan karin duvari
kapatildi. Dort haftallk bekleme siresinin
ardindan OVT vyapilan hayvanlar rastgele dort
gruba ayrilarak tedavilere baslandi ve tedaviler
12. haftanin sonuna kadar surdurdldu (Sekil-1).
OVT'li siganlar sekiz hafta boyunca; taslyici
serum fizyolojik (SF, 1 ml/kg/gun, cilt alt),
alendronat (Sodium alendronate trihydrate,
Sigma-Aldrich Co. LLC, Almanya 70 pg/kg/hafta,
cilt altr), melatonin (Sodium alendronate trihydrate,
Sigma-Aldrich Co. LLC, Almanya; 25 mg/kg/gun,
oral) + SF ya da melatonin + alendronat ile tedavi
edildiler (24-26).
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Sekil-1. Deney protokolu.

OVT sonrasi, bir grup sigan hentz tedavilerine
baslanmadan dérdincu haftada (n=8) olmak
Uzere, diger OVT gruplari ve taklit cerrahi yapilan
grup da deneysel protokolin 12. haftasinin
sonunda anestezi altinda (Ketamin 100 mg/kg ve
klorpromazin 3-5 mg/kg; i.p.) kalpten kardiyak
ponksiyon ile kan alinmasini takiben sakrifiye
edildiler. Kan ornekleri 10000 rpm'de, +4°C'de
santriflje edildi. Ayrilan serumlar d&strojen,
progesteron, SHBG ve vitamin D seviyelerine
bakilmak Uzere, -80°C'de saklandi. Serum
orneklerinde Ostrojen, progesteron, SHBG ve
vitamin D duzeylerinin dlgimleri; ticari ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) kitleri
(Sun Red, Sangay, Cin) kullanilarak, Uretici
tarafindan verilen talimatlara uygun sekilde
yapilmigtir.

[statistiksel Yéntem

Verilerin degerlendiriimesinde GraphPad yazilimi
(Prism 6,0) kullanildi. Veriler ortalama + standart
hata seklinde ifade edildi. Parametrik verilerin
analizi tek yonli ANOVA ve post hoc Tukey testleri
ile yapildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Bulgular

Cerrahi igslemin menopoz olusturmada ne kadar
etkin oldugunu ortaya koymak Ulzere overektomi
yapilmis siganlardan bir grup dérdincu haftada
sakrifiye edildi. Serum 0&strojen duizeyinin, taklit
cerrahi yapilmis kontrol grubuna goére dérdincu
haftada anlamli olarak duistigi bulundu (p<0,05;
Sekil-2). Ostrojen diizeyinin 12. haftada da benzer
sekilde disik oldugu ancak dordiinci haftadaki
Olgiimlerden farkh olmadigi gorildi. Alendronat
tedavisi alan OVT'li siganlarda da, SF tedavisi
alanlar gibi dstrojen dizeyinin dustigu gozlendi
(p<0,05). Ancak, oral olarak melatonin tedavisi
alan grupta Ostrojen duzeylerinin  kontrol
grubundan farkl olmadigi ve SF-tedavili gruba
gbre anlamli olarak ylksek oldugu goruldu
(p<0,01; Sekil-3A). Buna karsin melatonin ile
birlikte alendronat tedavisi alan sicanlarda
Ostrojen dizeyinin disuk oldugu ve SF-tedavili
gruptan farkhh  olmadidi izlendi (p<0,05).
Progesteron dizeylerinde SF tedavili OVT
grubunda kontrol grubuna gére bir degisiklik
izlenmedi, ancak hem tek basina alendronat ya
da melatonin tedavilerinin hem de melatonin +
alendronat tedavisinin progesteron dizeyini kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak artirdi§i gozlendi
(p<0,05-0,001; Sekil-3B). Seks hormon baglayici
globllin  dizeyleri gruplar arasinda farkhlik
gOstermedi. Ancak, yalniz melatonin tedavisi alan
grupta bir artis gbézlense de istatistiksel olarak
anlaml bulunmadi (Sekil-3C).

Vitamin D duzeyleri, SF-tedavili OVT grubunda
taklit cerrahi yapilmis kontrol grubundan farkl
bulunmadi. Buna karsin, tek basina melatonin
tedavili grupta, vitamin D dizeyinin hem kontrol,
hem de SF-tedavili OVT grubuna goére anlamli
olarak ylksek oldugu goérulda (p<0,01-0,001;
Sekil-3D). Tek basina alendronat tedavisinin ya
da melatonin ile kombine verilmesinin vitamin D
dizeyinde kontrol grubuna gdére degisiklik
olusturmadigi g6zlendi.
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~
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* Ortalamatstandart hata, n= 8 sigan/grup; *p<0,05 taklit
cerrahi kontrol grubuna gére

Sekil-2. Overektomi sonrasi dordiincii ve 12.
haftalarda serum Gstrojen diizeyleri.
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Sekil-3. Serumda 6strojen, progesteron, seks hormon
baglayici globulin, vitamin D dizeyleri.
Tartisma

Calismamizda, cerrahi olarak menopoz
olusturulmus sicanlarda, cerrahi sonrasi dérdincl
haftada baslanip sekiz hafta siren melatonin
tedavisinin serumda 06strojen, progesteron ve
vitamin D dulzeylerini artirdigi ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmasa da, SHBG duzeyinde
de artisa neden oldugu goruldi. Melatoninin bu
etkilerinin, progesteron harig, menopoz
tedavisinin Oncl tedavisi olan alendronat ile
tedavi sonucunda gozlenmedigi ortaya kondu.

Ostrojen, steroidogenez ile sentezlenen bir
hormondur. Ostrojenin kaynagdinin overler oldugu
bilinmektedir. Ote yandan yapilan calismalarda
ndroestrojenlerin salgilandigi da gdsterilmistir
(27). Pinealektomi, overektomi ve hipofizektomi
yapilmis  sigcanlarda yapilan galismalarda
melatoninin adrenal steroidogenezdeki fizyolojik
regllasyona etkisi oldugu gosterilmistir (28-30).
Ancak calismalar cogunlukla melatoninin dogal
aromataz inhibitori gibi fonksiyon goérdigu ve
steroidogenezin ge¢ evresinde Jdstrojen sentezi
Uzerinde olumsuz etki yaptigi yénindedir (31-33).
In-vitro bir ¢alisma ise melatoninin progesteron
artisini uyardidi ama progesterondan dstrojene
olan  dbénlisimde kararh  davranmadigini
gOstermigtir  (34). Sonuglarimiz, tek basina
melatonin tedavisinin &strojen diizeyini artirici

oldugunu, ancak alendronat ile kombine
edildiginde bu etkisinin  ortadan  kalktigini
gostermektedir. Bu  sonuglara  dayanilarak,

literatirdeki yaygin kaninin aksine, melatoninin

10

Ostrojen Uzerindeki etkisinin uyarici oldugu ve bu
etkinin mekanizmasinin arastirilmasi gerektigi
dusundlmektedir.

Progesteronun kemik yapim/yikim mekanizmasinda
uyarici bir roli oldugu 6ne surulmektedir (35).
insanlarda progesteron, éncelikle overler, diisiik
miktarda da plasenta ve adrenal bezden
sentezlenir ve menopoz éncesi dismeye baslar
(10, 36, 37). insanlardakinin aksine, siganlarda
ise adrenal bezden sentezlenen progesteronun
korpus luteumdan sentezlenen progesteronla esit
ya da daha blyuk miktarlarda oldugu gdsterilmistir
(38). Bulgularimiz, SF-tedavili OVT grubunda
progesteron diizeyinde bir degisiklik olmadigini ve
degisiklik olmamasindan adrenal bez kaynakl
progesteronun sorumlu olacagini gostermistir.

Literatirle uyumlu olacak sekilde, OVT ile
progesteronda azalma olmamasi turler
arasindaki farkliliktan  kaynaklaniyor olabilir.

Eksojen verilen melatoninin  menopoz o6ncesi
kadinlarda progesteron seviyesini artirdigi (39) ve
sigir graniloza hiicrelerinde fizyolojik regiilasyonda
rol oynadigi gosterilmistir (40). Calismamizda da
benzer sekilde hem melatonin hem alendronat
tedavisi hem de ikisinin  kombinasyonu
progesteron dizeyini kontrol grubuna ve SF-
tedavili OVT grubuna gore artirmistir.

Alendronat varliginda gbzlenen progesteron
artisinin  alendronatin  kemik yikimi  Gzerindeki
baskilayici etkisinden kaynaklanabilecegi disunulse
de mekanizmasinin agiklanmasina ihtiya¢ vardir.
Her ne kadar sigandaki progesteron dizeyi
insanda oldugunun aksine OVT sonrasinda
azalmadiysa da, melatoninin, énceki galismalari
destekleyecek sekilde progesteron duzeyini
artirmasi ve bunu pek ¢ok yan etkisi bulunan
alendronata benzer sekilde yapmasi, melatoninin
menopoz tedavisinde destekleyici rold
olabilecedini dusundirmektedir.

Serbest seks steroidlerinin indeksleri ve SHBG
bélinen kemik hucreleri durumunun sik kullanilan
indikatorleridir. SHBG, kemik yikimi
isaretleyicilerinden olan osteokalsin ve bir
telopeptit olan N-terminal cross-linked telopeptide
ile ters korelasyona sahiptir. Bununla beraber
SHBG konsantrasyonu ile kemik kirigi riski
arasinda da ters korelasyon oldugu gdsterilmistir

(41, 42). Ancak literatirde SHBG ile ilgili
calismalar sinirhdir.  SHBG dlzeyinin  seks
steroidlerinin biyoyararlanimini etkiledigi

bilindigine goére (43) kemik mineral yogunlugu,
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kemik yapimi ve fraktur sayisi ile SHBG duzeyleri
arasindaki iligkinin gbz 6ntine alinmasi gereklidir.
Literatlirle uyumlu olarak, calismamizda SHBG
dizeyleri tim gruplarda kontrolden farkl
bulunmamistir. Bu sonug¢ da, melatoninin dstrojen
ve progesteron dizeylerini artirici etkisinin SHBG
dlzeyinde bir artis olmadan gergeklestigini
dusundirmektedir.

Yapilan c¢alismalarin sonucunda, vitamin D3
konsantrasyonunun menopozdan sonra dustigu
(11, 12, 13) fakat hormon replasman tedavisi
(HRT) ile bu konsantrasyonlarin yikseldigi
bilinmektedir (11, 44, 45). Calismamizda vitamin
D duzeyinin yalnizca melatonin tedavili grupta
anlamli derecede yukseldigi ortaya konmustur.
Bu artisin insanlardaki HRT ile oldugu gibi,
melatonin ile artan 6strojen ve progesterona bagli
oldugu duslndlebilir. Buna karsin, literatirde
melatoninin vitamin D'nin néroimmunomoddulator
rolinin potansiyel bir mediyatori olabilecegini
6ne slren bir gcalisma mevcuttur (46). Bu da,

distndlUrmektedir. Alendronat varliginda ise,
melatoninin vitamin D’yi artirici etkisinin ortadan
kalkmasi, alendronatin osteoklastik aktiviteyi
inhibe edici 6zelliginden kaynaklaniyor olabilir (7).

Sonug

Cerrahi menopoz sonrasi iki ay surdirilen
melatonin tedavisi sigcanlarda menopoza bagh
olarak dusls gosteren Ostrojen dlzeylerini ve
insandan farkl bir sekilde, menopozla degisiklik
gostermeyen progesteron ve vitamin D dizeylerini
artirmigtir. Melatoninin 6strojen ve vitamin D'yi
artirici  etkileri, osteoporoz tedavisinde kullanilan
alendronat tedavisi ile gdzlenmemistir. Hormon
dlzeylerindeki dUsUgsleri azaltarak melatoninin
osteoporozun ilerlemesini  geciktirebilecegi 6n
gorulebilir. Ancak, over digl steroid hormon sentezi
farklilik gosteren siganlarda yapilan bu calismanin,

klinik c¢alismalarla desteklenmesi gerekir. Bu
nedenle melatoninin  osteoporoz  tedavisinde
terapotik bir ajan olarak kullanilabilmesi igin

Ostrojen, progesteron, SHBG ve vitamin D dlzeyleri

melatonin tedavisi ile olan anlamli artisin  {izerindeki etkisinin insanlarda yapilan galigmalarla
melatoninin vitamin D Gzerindeki direkt modulatdr  da aydinlatiimasi gerekmektedir.

etkisi ile ortaya cikmis olabilecegini
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