BOLUM 1

GiRiS

Kadinlarda (6zellikle vertebranin trabekuler kemiginde) kemik kaybi menopoz
oncesi ve menopozdan 3-5 yil sonra artmaktadir (1). Kemik yikimi, yapimi
gectiginde demineralizasyon olmakta bu da osteoporoza neden olmaktadir.
Postmenopozal osteoporozun patojenezi tam olarak anlagiimis degildir.
Postmenopozal osteoporozda; Ostrojen eksikliginin  6nemli roli olduguna
inaniimaktadir. Ostrojen , PTH ‘nin kemige destriktif etkilerine karsi koruyucu ve
kemik yikim drunlerini inhibe edici etkiye sahiptir. Gergekten de hiperparatiroidili
postmenopozal kadinlarda osteoporoz insidansi artmistir ve bu kadinlarda 6strojen
replasmani serum ca duzeylerini normale getirmektedir. Menopozda ostrojen kaybi
belki de PTH ‘nin etkilerinin karsilanmamis olmasina baglidir. Postmenopozal
osteoporozda &strojen eksikliginin rolu olduguna dair diger bir delil, aneroxia
nervosall hastalardaki Ostrojen eksikligine bagl osteoporoz gorulme sikliginin
artmis olmasidir (1). Bununla birlikte &strojen diginda bagka faktorlerin de

osteoporozun artmasinda etkili oldugu dugunulmustar.

Pineal bez, beyinde bulunan néroendokrin bir organdir. Dis ¢evrenin aydinlik
ve karanlik olmasina gore organizmanin bagta endokrin sistem olmak tzere birgok
sistemin fonksiyonundaki degisiklikleri dizenlemektedir. Pineal bezden salgilanan
ana hormon melatonindir. Melatonin, pineal bezden salgilanan uyku, yaslanma,

tumor buyumesi ve uUreme gibi fonksiyonlar Uzerinde roli oldugu dusundlen,
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antioksidatif etkileri olan bir hormondur (2). Menopozal period, ndéroendokrin
degislikliklerle birlikte pineal bezin sekretuar aktivitesindeki azalmayla birlikte
gorulir  (3). Menopoz; pineal bezdeki degisiklikler ile birlikte pineal bezin
gonadotropin salinimi Uzerindeki dizenleyici etkisine bagimhdir (4). Pineal bezdeki
kalsifikasyon insidansi ki bu da pineal bezin sekretuar aktivitesini yansitmakta,
menopozda artmistir (5). llgingtir ki kadinlarda 30’lu yaglardan sonra pineal
kalsifikasyon insidansi sabit kalmakla birlikte menopozda kalsifikasyon artmaktadir
(3).

Memeli kemigi, eski kemigin osteoklastlar tarafindan resorbsiyonu ve yeni
kemigin osteoblastlar tarafindan olusumunu igceren devamli, remodeling islemine
sahiptir. Birbiriyle iligkili bu iki proses kemigin anatomik ve yapisal butinligunin
devami icin gereklidir. Normal sartlar altinda, kemigin remodeling prosesi
osteoklastlarin kemige yapismasi ve proteolitik enzimler yardimi ile eski kemigin
uzaklastirimasi ile baglar. Kisa bir sure sonra osteoklastlarin biraktigi resorbe
alana osteoblastlar invaze olur, matrix kollajeni ve proteinlerin sekresyonu ve
sonrasinda mineralize olmasi ile sona erer. Kemik olusumu tamamlandiktan sonra,
kemigin ylzeyi farklilagsmis osteoblast hiicreleri ile gevrelenir (6).

Osteoklastlar kemik yikimini saglamak igin birgok kimyasal ajan kullanirlar. Bu
islemin en 6nemli komponenti serbest radikallerdir. Osteoklastlar yikim sirasinda
yuksek konsantrasyonlarda superoksit radikalleri olusturarak yikima katkida
bulunurlar. Bunlarin ortadan kaldiriimasi igin bir yontem superoksit koruyucu ya da
yakalayici enzim SOD (superoksit dismutaz)'dir (7).

Melatonin hem fizyolojik hem de farmakolojik dozlarda serbest radikal
yakalayici ajan ve antioksidandir (8-9). Bunun yanisira, birgok serbest radikali ve
reaktif oksijen ve nitrojen turlerinin nétralize edilmesini saglar. Melatonin birgok
antioksidatif enzimi stimule eder. Melatonin, hucre yapisindaki tum
makromolekdilleri yuksek lipid ¢ozunurlagu ile oksidatif hasara kargi korur (8-9). Bu
yuzden melatoninin osteoklastik aktiviteyi engellemesi, onun serbest radikalleri
toplayici etkisine dayandirilabilir.

Kemik iligi hicrelerinde; yliksek konsantrasyonlarda melatonin ve seratonin,
N-Asetil  Transferaz ve  Hidroksi-O-Metil  Transferaz  aktivitesinin (ki
melatoninbiosentezinde rol alan son enzim) bulundugu gésterilmistir (10). Daha da
fazlasi kemik iligi hdcreleri uzun slreli kultire edildiginde yuksek duzeyde
melatonin konsantrasyonuna rastlaniimaktadir (10). Gercekten de kemik iligi
hicrelerinde, intrasellller olarak pozitif melatonin reaksiyonuna rastlaniimigtir (11).

Bu bulgular melatoninin kemik metabolizmasi Gzerinde etkili oldugunu gostermigtir.
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Melatonin duzeyleri yagla birlikte; azalma gostermektedir. Bundan dolayi
yasla iligkili hastaliklarda melatonin eksikliginin roli olduguna dair sipheler uzun
zamandir mevcuttur.

Bu calisma, pineal bez fonksiyonlarinin ve bezden melatonin saliniminin
postmenopozal osteoporoz gelisimi igin ilave bir faktor olabilecegini gostermeyi
amaglamaktadir. Bu hipotez melatoninin; anti-aging hormonu olmasina, saliniminin
yasla azalmasina ve Kkalsiyum hemostazinin iyi bir regulatéri olmasina

dayandiriimigtir (1).



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 OSTEOPOROZ

21.1. Tanim

Osteoporoz (OP) en sik gorulen kemik hastaligidir. Ginimuzde beklenen
yasam suresinin  uzamasi nedeni ile 6nemli bir halk sagligi problemi haline
gelmistir. Kemik kaybina sekonder gelisen vertebra, el bilegi ve kalca kiriklariyla
birlikte en sik karsilasilan metabolik kemik hastaligidir (12).

Osteoporozun ABD’de 20 milyon kisiyi etkiledigi disunulmektedir ki bunlarin
%90’ In1 postmenopozal dénemdeki kadinlar olusturmaktadir. Bundan dolayi
osteoporoz yillik 45 yas Ustl bir milyon kadinda goértlen kiriklarin %70’ini olusturan
temel halk saghgi problemidir (1). Avrupa’da ve Amerika’da 2.3 milyon osteoporotik
kingin yillik tibbi tedavi maliyeti 27 milyar dolara ulagmistir.

OP tanimi ¢cok degisik sekillerde yapiimaktadir:

ik olarak 1829'da Jean Georgeas Lobstein tarafindan “porous bone “ (Gdzeli
kemik) olarak tanimlanmigtir (13-16).

1948'de Albright tarafindan “too little bone in bone “ (Kemik igcinde ¢ok az
kemik ) tanimlamasi yapilmigtir (13-16).

Bugun igin kabul goéren tanimi 1993'de Konsensus Gelistirme Konferansi
tarafindan; dusik kemik kitlesi ve kemigin mikromimarisinde degisikliklerle
Ozellenen ve bunun sonucunda kemik kirilganhiginin ve kirik riskinin arttigi sistemik

bir iskelet hastaligi olarak kabul edilmigtir.



1996 yilinda Amsterdam’daki Duinya OP Kongresi sonunda vyapilan
konsensusa gore OP tanimi WHO tarafindan yeniden dizenlenmistir. Buradaki
tanimlama tani yoétemlerinden Dual Enerji X-Ray Absorbsiyometre (DEXA)
kullanilarak elde edilen degerlere gore yapilmaktadir (16). Bu tanima gore;
Normal: Geng erigkine gore kemik mineral yogunlugunun (BMD) veya kemik
mineral igeriginin (BMC) 1 standard sapmanin (SD) altinda olmasidir.

Osteopeni (Dusiik kemik kutlesi): BMD’nin geng erigkine gore -1 SD ile -2.5 SD
arasinda olmasi.

Osteoporoz : BMD’nin geng eriskine gore -2.5 SD ‘dan fazla olmasidir

2.1.2 Osteoporozun Siniflandiriimasi

Osteoporozun degisik acilardan siniflandiriimasi yapilmistir:
-Yasa gore: Juvenil, Erigkin, Senil
-Lokalizasyona gore: Genel, Bolgesel
-Tutulan kemik dokuya gore: Trabekuler, Kortikal
-Etyolojiye gore: Primer, Sekonder
-Histolojik dongiliye gore: Hizli dongiill, Yavas dongull
En yaygin etiolojiye gore siniflandirma sistemi kullanilir ;
1)Primer OP: Birincil OP ‘da altta yatan hastaliga neden olabilecek bir hastalik ya
da neden yoktur. 2 alt tipi olup Tip 1; 65 yas alti postmenopozal kadinlarda
gorulurken Tip 2; 65 yas Ustl kadinlarda gorullp senil olarak siniflandirilir.
2)Sekonder OP: ikincil OP’da altta yatan bir neden mevcuttur. Bunlar:

-Endokrin nedenler:Hipogonadizm, Over Agenezisi, Hipertiroidi,

Hiperparatiroidi, Cushing Hastaligi, Diabet

-Malign Nedenler: Multiple Myelom, Losemi, Lenfoma

-llaglar: Heparin, Etanol, Tiroid Hormonu, Kemoterapi

-Kollajen sentez bozukluklari

-Beslenme: Ca’dan fakir , proteinden zengin diyet
-Immobilizasyon

Genel OP’u trabekuler ya da kortikal kemigin etkilenmesine gore ikiye

ayirmak mumkundur. Bu siniflama zora ki fakat klinik 6nemi olan bir siniflamadir.

Kortikal kemikteki kayip uzun kemiklerden birinde kirik olugsmasina yol agabir.

Kiriklar genellikle agrili ve deplasedir, normal surede iyilesebilir. Buna karsilik



trabekdler kemik kaybi deplase olmayan vertebra kiriklarina neden olur. Codu kez

vertebral kolon deformitelerine yol agar bazen agrisiz olabilir.

Erigkin idiyopatik OP nadirdir. Geng erkek ve premenopozal kadinlarda ortaya
cikar. Birincil nedeni bulmak muimkin degildir. Kadinlarda dogumu takiben
gelisebilir. Bu tablo bazi hastalarda idiyopatik juvenil Osteoporozun devami olarak

tanimlanabilmektedir.

OP hakkindaki epidemiyolojik bilgilerimiz gunimizde dahi vyetersiz
kalmaktadir. Clinku hastaligin kesin tani kriterlerti yoktur. Ayrica kemik dansitesi

Olcimlerinde tam bir standardizasyon gosterilememigtir.

2.1.3 Risk Faktorleri

Osteoporoz o6nlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastallk olmasina karsin
genellikle klinik olarak kirik olustuktan sonra taninabilen bir hastaliktir. Bu nedenle
risk faktorlerinin bilinmesi hastaligin taninmasi, énlenmesi ve tedavi rejimlerinin
belirlenmesi acisindan o6nemlidir. Risk faktorleri degigstirilebilir nedenler ve
degistiriemez nedenler olmak Uzere ikiye aynlir (Tablo 3) (17). Bdylece

degistirilebilen risk faktorleri modifiye edilerek kiriklar onlenebilir.

Degistirilebilir risk faktorleri Degistirilemez risk faktorleri
e Yetersiz Egzersiz e Yas
e Yetersiz Beslenme e Cinsiyet
- Kalsiyum 1 Erken menopoz
- D vitamini [ Genetik yatkinlik
- Dengeli beslenme o Irk
Jilaglar

e Sigara ve alkol kullanimi

Tablo 3 : Osteoporozda risk faktorleri



Yas : Yasla birlikte intestinal kalsiyum emiliminde azalma, PTH’da
yukselme, kalsitoninde azalma ve kemigin hicresel diuzeyde yaslanmasi ile birlikte
kemik kaybi ortaya ¢ikar ve kemik kitlesi giderek azalir (18).

Genetik : Genetik olarak en guclu risk faktori anneye ait kalga Kkirigi
Oykusudur. (85)19. Bununla birlikte siyah irkin kemik mineral yogunlugu en fazla
olup bunu sirasi ile sari ve beyaz irk izler (20).

Cinsiyet : Kadinlarda menapozdan sonra Ostrojenin azalmasi, erkeklerde
ise 65 yasindan sonra hem 0Ostrojen hem de androjenin azalmasina bagli olarak
kalsiyum emiliminin azalmasi osteoporozun ortaya ¢ikmasina yol agar. Ayrica
erken menapoz, 6 aydan daha uzun sureli amenore, kisa dogurganlk suresi, uzun
emzirme suresi ve dogum kontrol hapi kullanimi risk faktorleri arasinda sayilabilir
(21).

Fiziksel aktivite : Doruk kemik kutlesinin olusmasina, kazaniimis KMY’nin
surdurilmesine ve kendisine yuk bindirilen iskelet bolgelerinde kirik riskinin
azalmasina katkida bulunur. Bu alandaki ¢alismalar fiziksel aktivitenin 6zellikle
ergenlik oncesi daha etkili oldugunu, erkek cocuklarda etkisinin daha fazla
oldugunu, aktivitenin kortikal ve apendikiler kemik Uzerindeki etkisinin %10
oldugunu gostermistir (22).

Sigara ve alkol : Hepatik dstrojen metabolizmasinda degisiklik yapmasi ve
osteoblastlar Gzerine olumsuz etkisiyle osteoporozun en 6nemli risk faktorleri

arasindadir

Bireyin kirik riski butin bu faktorlerin net sonucudur. Bu faktorlerin 6nemi
iskeletteki bdlgeye, bireyin icinde bulundugu yasamsal dénemlere ve bireyden
bireye degiskenlik gosterir.

Osteoporoz igin belirlenmis risk faktorleri kemik kitlesindeki degisikliklerin %
20-40'1in1 yansitir. Bu durum risk faktorlerinin belilenmesinin risk altindaki bireyleri
belirlemede, kemik kutlesi ol¢cliimesi yerine gegmeyeceginin dusunulmesine yol
acmistir.

Bu risk faktorleri arasinda ge¢ menars, erken menopoz, 6 aydan daha uzun
sureli amenore, kisa dogurganlik suresi, ooferektomi sonrasi gelisen iatrojenik
menopoz, dogum sayisi, dogum kontrol hapi kullanimi, emzirme varligi ve suresi
sayilabilir.

Menopoz ile ortaya ¢ikan gonadal yetersizlige bagl gelisen ostrojen eksikligi
kadinlardaki hizli kemik kaybindan sorumlu tutulmaktadir. Menopoz ve Ostrojen

dlzeyleri dustigunde kemik yikiminin hizlandigi gosterilmistir. Dogal menopozdan
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Onceki ooferektominin kemik kaybini ve kalca kirigi riskini artirdigi bilinmektedir.
Ayrica dogal erken menopoz veya ge¢ menars ile birlikte gelisen dogurganlhk
suresinin kisa olmasi perimenopozal kadinlardaki disik kemik kutlesinden

sorumludur.

2.1.4 Osteoporoz Patojenezi

OP patojenezinde cesitli faktorlerin etkilestigi karmasik olaylar rol oynar.
Kemik gucunu belirleyen en dnemli ve Uzerinde en ¢ok caligiimis faktor kemik
kutlesi-kemik yogunlugudur. Kemik gucu, belirli bir kemik yogunlugu degerinde,
yodunlugun karesi oraninda artar. Erigkin bir bireyin kemik kutlesini belirleyen iki
faktor adolesan donemde bireyin ulastigi doruk kemik kitlesi ve daha sonraki
yaslarda kaybedilen kemik miktaridir. Yeniden yapilanma siklusundaki fizyolojik ve
patofizyolojik olaylar sonunda kemik kitlesi degisime ugrar. ideal kosullarda
yeniden yapilanma siklusu sonunda yikilan kemik ile yeniden yapilan kemik miktari
esittir. Klasik olarak osteoporoz patojenik acidan yeniden yapilanma siklusunda
yikimin yapimi gectigi yani eslesme fenomeninin bozuldugu ve net kemik kaybinin
gelistigi kosul olarak tanimlanir.

Genelde kemik kirilganhigina yol agan tek faktor kemik kitlesi gibi yorumlansa
da bu dogru degildir. Yapilan hesaplamalar kemik kitlesinin kirik riskinden en fazla
%50 oraninda sorumlu oldugunu gostermistir. Kemik kalitesinde yetersizlige yol
acan en onemli neden ileri yastir. Degisik yas gruplarinda 6n kol kemik mineral
yogunlugunun farli dizeyleri i¢in kirik riskinin degerlendirildigi bir calismada su Ug
onemli sonuca ulasiimigtir:
1-Kemik kUtlesi azaldikga kirik riski artmaktadir,
2-Yas ilerledikge ayni kemik mineral yogunlugunda dahi kirik riski daha yuksektir,
3-Yas ilerledikge kirik risk artisi daha fazladir. Yani kemik mineral yogunlugunda
belirli bir azalma kirik riskini geng yas grubuna oranla yasl grupta daha fazla artirir.

Yeniden vyapilanma siklusundaki bazi evreler kemik kutlesinde o6nemli
degisime yol acacak sekilde gesitli lokal ve sistemik etkiye kargi ¢ok duyarhdir.
Bunlarin icinde en 6nemlisi aktivasyon evresi ve osteoklastlarin aktivasyon
bolgesine gocudir. Ostrojen eksikligi, endojen PTH (parathormon) artisi, sitokin
uyarisi, blyime hormon pikleri, glukokortikoid fazlaligi ve serum Kkalsiyum
dizeyindeki degisiklikler sonucunda yeniden vyapilanma siklusu aktive olur.
Ostrojen eksikligi osteoblast ve osteoklast yapimini artirarak yeniden yapilanma

hizini artirir. Onceleri yapim yikima yetisse de her bir yeniden yapilanma



siklusundaki yikim ve yapim surelerinin farkhligi nedeniyle (sirasiyla 10-13 giin ve 3
ay) yikilan kemik yapilan miktari asar ve net kemik kaybi gelisir.

Postmenopozal osteoporozun patojenezi tam olarak anlasiimis degildir. Fakat
son 10 yil igcinde 6nemli gbzlemler ve hipotezler ortaya atilmigtir. Postmenopozal
osteoporozda 6strojen eksikliginin 6nemli rol oynadidina inanilimaktadir. Bununla
birlikte, osteoporotik ve yasla eslestiriimis kadinlarda Ostrojen diuzeyleri arasinda
farka rastlaniimamigtir (1). Buna ilaveten anoreksia nervoza ve amenoreli
kadinlarda dusuk Ostrojen duzeyleri bulunmasina ragmen kemik mineral
dansitesinde azalmaya rastlanilmamistir (23). Yemek yeme bozukluklar
bulunanlarla birlikte kemik mineral dansitesi ile plazma 6stradiol duzeyleri arasinda
anlaml iligki bulunmamistir (24). Sonug¢ olarak ostrojen eksikligi tim menopoza
giren kadinlarda goruldiginden baska faktorler osteoporozun artmasinda etkili
oldugu dusunulmustur. Bu faktorler, diyette Ca aliminin az olmasi, Vit D yetersizligi,
kalsitonin eksikligi, hareketsizlik gibi faktorleri igerebilir. Irk da dnemli olabilir. Clunku
zenci Irkta osteoporoza daha sik rastlaniimaktadir (12).

OP patojenezinde etkili oldugu dusunulen diger bir faktor sekonder
hiperparatiroidi ve Ca eksikligidir. Kemik kaybi menopozdan hemen sonraki
donemde hizlansa da son vyillardaki galigmalar kemik yikiminin biyokimyasal
parametrelerinin ileri yaslarda da belirgin olarak yukseldigini gostermistir. Diyetle
ileri yaslarda yetersiz Ca tiiketimi ile sekonder hiperparatiroidi gelismektedir. ileri
yaslardaki bireylerin ginltk Ca tiketimi en fazla 800-900 mg’dir. Paratiroid hormon
osteoblastlari uyararak yeniden yapilanmayi hizlandirir, agiga ¢ikan gesitli sitokinler
kemik yikimini iyice artirir.

1932'de Harvey Cushing’in belirgin osteopeni ve kemik kiriklarininda klinik
tabloya hakim oldugu endojen cushing sendromunu tanimlamasindan beri ylksek
duzeydeki glukokortikoidin kemik kutlesine oOnemli oOlgide olumsuz etkiledigi
bilinmektedir. Osteoklast ve osteoblast Uzerine dogrudan etki yaninda
glukokortikoidler sekonder hipogonadizm ve hiperparatiroidi olusturur.

Yukarida bahsedilen c¢alismalardan da anlagilacagr gibi osteoporoz

etyolojisinde birgok faktér suclanmigtir.

2.2. PINEAL BEZ

Epifiz bezi olarak da bilinen pineal bez, beyinde bulunan néroendokrin bir

organdir. insanda, beyin icerisinde iyi bir sekilde gizlenmis olmasina ragmen; Hint
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felsefesinde, diger ikisine gore daha gergekci ve derinlemesine gorebilen bir
“Oclnci goz” olarak kabul edilir (25). Dig ¢evrenin aydinlik ve karanlik olmasina
gore organizmanin basta endokrin sistem olmak Uzere birgok sistemin
fonksiyonundaki degisiklikleri dizenler. Suprakiyazmatik nukleus (SCN) ile birlikte
aktivitelerimizi doga ile senkronize bir sekilde yapmamizi saglayan biyolojik saat
oldugu distnulmektedir (26-27). Ugyiiz yil énce, Fransiz filozof Rene Descartes,
pineal bezi “ruhun sandalyesi” olarak tanimladi. Buradan salgilanan ana maddenin
melatonin oldugu ise, ancak 1950’li yillarin sonlarina dogru gosterildi (28). Pineal
bez sirkadiyan bir ritmde salgiladigi melatonin hormonu vasitasiyla vucudun diger
kisimlarina zaman sinyalleri gdnderir. Boylece gunin ve yilin farkli zamanlarina
bagl fizyolojik sikluslarin dizenlenmesinde gorev alir (14, 15)26-27. Melatoninin,
sirkadian ritmler, uyku, ruhsal durum, dreme, timor gelisimi ve yaslanma gibi birgok
olayin biyolojik regulasyonunda roll olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir (29).
Ancak, melatoninin insan fizyolojisi ve patofizyolojisindeki 6nemine yonelik bilgiler

henuz gok yetersizdir.

Pineal bez

Sekil 1: Pineal bezin insandaki lokalizasyonunun sematik olarak gdsteriimesi

2.2.1. Anatomisi ve Histolojisi:

Pineal bez (epiphysis cerebri, corpus pineale), insanlarda, 120-150 mg
agirhgindadir.Insan pineal bezinin anatomik iligkileri diger memelilerinkine benzer.
Pineal bez posterior komissur ve ust dorsal habenular komissur arasinda 3.
ventrikilin posterior tavanina bitigsik bir haldedir. Diensefalon’dan 3.ventrikile

dogru uzanir. Arterial beslenmesi arteria cerebri posteriordan kaynaklanan arteria
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choridea posteriorun ince dallari tarafindan saglanir ve pineal bezin vendz kani v.
Cerebri magna yada v. cerebri internaya dokuldr.

Onemli derecede damarlasma gostermekte olup, kan akimi yéninden, 4
ml/dak/g’lik degerle, endokrin organlar iginde, bdbreklerden sonra ikinci sirada
gelmektedir. Pineal bezde, pinealositler ve noéroglia hucreleri bulunmaktadir.
Dominant olan ve melatonin sentezinin yapildigi yer pinealositlerdir. Ayrica,
melanin, hemosiderin ve lipofuksin gibi pigment maddeleri de vardir (18)30. Pineal
bez insanda diger hayvan tirlerinde oldugu gibi yasa bagl olarak degisik
derecelerde kalsifikasyon gosterir (31).

Siganlarda, gerek beyin hemisferlerine gerekse beyincige ait kisimlara gore
daha derinde bulunan pineal bez bir gukura gomulmuas gibidir. 0,9-1,56 mg
agirhgindadir ve c¢ok ince bir sap araciigi ile 3.ventrikil tavanina baglanmistir

Yuvarlagimsi-oval sekilli olan bez, beyazimtrak ve homojendir.

2. 3. MELATONIN

2. 3. 1 Sentez, Saliverilme ve Metabolizma:

Pineal bez, elektriksel sinyalleri hormonal sinyale ¢eviren néroendokrin bir
transdusir olarak gorev yapar. Melatonin salgilanma hizini belirleyen en 6nemli
faktor, cevrenin aydinlik veya karanlik olmasidir. Genel olarak, 1sik melatonin
yapimini azaltir, karanlik ise artirir. Melatonin ritmi gecenin endokrin markiri olarak
ifade edilir (32).

Pineal bezin endokrin aktivitesi, gogu endokrin organdan farkh olarak, dnemli
derecede sinirsel innervasyona bagldir.

Retinohipotalamik pineal sistem, retinanin fotoreseptoérlerinden baslar ve
retinal sinir ile retinohipotalamik yolaktan suprakiyazmatik nikleusa, oradan da
servikal ganglion ve postganglionik sempatik lifler ile pineal beze ulasir (18)30.
Buradaki sempatik sinir uglarindan salgilanan norepinefrin, melatonin sentezini
artirir. Propronalol ise, melatonin sentezini azaltir. Bu néronal sistem, 1siga maruz
kalindiginda inhibe, karanlikta ise aktive olur. Melatonin sentezinin gunlik ritmi ise,

suprakiyazmatik nukleustaki “pacemaker’lar ile saglanmaktadir (29).

Melatonin sentezinde baslangi¢c maddesi, pineal bez tarafindan plazmadan
alinan ve bir indol aminoasit olan “triptofan”dir. Triptofan, esansiyel bir aminoasid

olup, besinlerle disaridan alinmasi gerekmektedir. Disaridan triptofan verilmesi,
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dolasimdaki melatonin duzeyini artinr. Triptofan, pinealositlerde, triptofan
hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofan’a hidroksillenir. 5-hidroksitriptofan,
aromatik-L-aminoasid = dekarboksilaz  ile  5-hidroksitriptamin  (serotonin)’e
dekarboksillenir. Serotonin, N-asetil transferaz (NAT) enzimi ile N-asetil serotonin’e
ve bu da, hidroksiindol-o-metil transferaz etkisi ile melatonin (N-asetil-5-
metoksitriptamin)’e doénusur (29). Melatonin sentezi igin gerekli enzimlerin,
pinealositler disinda, suprakiyazmatik nlkleus, retina ve ince barsakta da
bulundugu, immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmigstir. Dolagimdaki melatonin
konsantrasyonu pineal bezdeki melatonin uretimini yansitir. Retina ve harderyan
bezinde olan sentez plazma melatonin konsantrasyonlarini etkilemez. Lokal etki

yapar ve ¢ok ¢abuk katabolize edilir (32).

TRYPTOPHAN

Tryptophan hydroxylase

S-HYDROXYTRYPTOPHAN (5-HTP)

5HTP decarboxylase

&
mﬁ SEROTONIN

Serctonin N transferase (SHAT)

N-ACETYLSEROTONIN

Hydroxy indole O-methyl transferase (HIOMT)

I3
g o MELATONIN
/ )\ CHy

HyCO .

Resim 1. Meletonin biosentezi

Melatonin, pineal bezde, depolanmadan hizli bir sekilde komsu kapiller
damarlara gecer. Lipofilikliginin ¢ok ylksek olmasindan dolayi, tim biyolojik doku
ve sivilara dagilir. Plazmada yaklasik %70Q’i albumine bagli olarak tasinir. Cogu
karaciger de olmak Uuzere, bobrekte de metabolize edilir. Karacigerde 6-
hidroksimelatonin’e dénusur; bu da, bébrekte stlfat ve gliklronik aside baglanarak
idrarla atilir. Baslica metaboliti, 6- sulfatoksimelatonin’dir (29). N asetil serotonin

melatonin prekursori ayni zamanda da metabolitidir (33).
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Karanlik  basladiginda  melatonin  seviyesi  yUkselmeye  baslar.

Geceyarisindan sonra (2-4) pik seviyesine ulasir ve sonra giderek duser (Sekil 2).

80 -
70
60 -
50
40

30

Melatonin duzeyi (pg/ml)

20

10

Gun—ici zaman (saat)

Sekil 2: Serum melatonin duzeyinin gun-i¢i degisimi

Serotonin melatonin dontsumudnid saglayan NAT ve HOMT aktivitelerinin
geceleri daha ylksek oldugu belirlenmistir. Gundiz karanlkta bulunulmasi
melatonin salgilanmasinda bir artisa neden olmamistir. Bu pineal bezin gundn belli
déneminde karanhdin melatonin sentezini etkilemedigi bir refraktdr peryoda sahip
plabilecegini distindurmektedir (27).

Serum melatonin konsantrasyonu, yasa gore de anlamli olarak degisir (Sekil 3).

140
120
100

80

40

Melatonin duzeyi (pg/ml)

20

Yas (yil)
Sekil 3: Serum melatonin duzeyinin yaglara goére degisimi

Ug aydan daha kiigiiklerde gok azdir. 1-3 yas arasi pik seviyesine ulagir. Bu

esnada, geceleri melatoninin serum pik seviyeleri, 325 pg/ml (1400 pmol/l) gibi
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yuksek degerlere kadar ulasir. Cinsel olgunlagsma strecinde giderek azalan plazma
melatonin duzeyi, 500 pmol/I'nin altina dustiginde, GnRH salgilanmasi artar ve
puberte baslar. Yetiskin genclerdeki degeri 40-260 pmol/lI'dir (34,26,27).

2. 3. 2. Dozlari, Formiilasyonlari ve Farmakokinetigi:

Melatonin, insanlarda yapilan g¢alismalarda, 0.1 mg'dan 2000 mg’a kadar
degisen ¢ok genig bir doz araliginda uygulanmigtir. Hayvan galismalari ile de
uyumlu olan bu genis doz arahd dusuk toksisitenin gdstergesidir. 0.5 mg’in
uzerindeki dozlar, farmakolojik doz olarak kabul edilir ve endojen pik seviyelerinin
Uzerinde bir serum konsantrasyonuna neden olur (35).

Jelatin kapsul veya tablet seklindeki oral melatonin preparatlar, 30 dak.
icinde absorbe edildikten sonra, karacigerde hizla metabolize edilerek, suda
¢6zUnebilen hidroksi tlrevine donusur. Plazmadaki yarilanma émru yaklasik 10-45
dakikadir (27,29,36,37). Bireysel farkliliklar coktur. ABD’de tipik olarak kullanilan 3
mg’lik melatonin tabletleri, fizyolojik plazma konsantrasyonunun 50 katindan daha
yuksek degerlere ulasabilir. Bu dozun vicuttan tamamen uzaklastiriimasi yaklasik
10 saat kadar surer (35). Oral uygulamada biyoyararlanim bireyler arasinda ¢ok
fazla degiskenlik gosterir. Oral yoldan alinan 80 mg’lik jelatin kapl bir melatonin
kapsull, gece pikinde 350-10000 kez daha yuksek bir serum konsantrasyonu
saglar (38). Gece boyunca olusan plazma melatonin profilini taklit etmek amaciyla,
yavag-saliveren oral melatonin preparatlari da gelistiriimigtir. Tablet ya da kapsul
formu ile uykuya dalma problemi olanlarda; melatoninin agiz mukozasindan
emilerek, sistemik dolagima direkt olarak gegmesine olanak veren, pastil formu (2.5
ve 5 mg melatonin iceren preparatlari mevcuttur) denenebilir. Ayrica, melatoninin

transdermal uygulanmasina yonelik ¢calismalar da mevcuttur (35).

2. 3. 3. Etki Mekanizmasi:

Melatonin’in farmakolojik olarak tanimlanmis iki membran reseptoru
bulunmaktadir. ML1, yuksek afiniteli (pikomolar konsantrasyonlarda) baglanma yeri
olup, a ve b alttipleri gosterilmigtir. ML2 ise, dusik afiniteli (nanomolar
konsantrasyonlarda) baglanma yerleri olarak tanimlanmistir. ML1 reseptorlerinin
aktivasyonu, G proteini Uzerinden, adenilat siklaz’i inhibe ederek, hedef hicrelerde
sAMP duzeyini dusurar (38). Bir ¢ok ikinci haberciyi (CAMP, DAG) reglle
edebilecegi bildirilmistir.(32) Bu etkiler genelde inhibitérdir ve bir dnceki stimulator
ajan tarafindan hucrenin aktivasyonunu gerektirir. Melatonin ve analoglarinin

reseptor aktiviteleri sirasiyla; 2-iodomelatonin > 6-chloromelatonin > melatonin > 6
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hiydroxymelatonin >  6-mehhoxymelatonin >  N-acetyltryptamine >  5-
methoxymelatonin > 5-hydroxymelatonin (32). Bu reseptorler, muhtemelen, retinal
fonksiyonlarin, sirkadiyen ritmlerin ve Uremenin regllasyonunda rol oynamaktadir.
ML2 reseptorlerinin aktivasyonu, dagilimi hentz tanimlanmamistir. Melatonin hucre
icine kolayca gecerek, buradaki yapisal proteinlerle de etkilesebilir; direkt olarak
sitosolik kalmoduline baglanarak, kalsiyum sinyalini bu yolla da etkileyebilir. Ayrica,
melatoninin nukleer retinoid Z reseptérlerinin (alfa ve beta) de bir ligandi oldugu
gOsterilmistir. Bu baglanma, disuk nanomolar konsantrasyonlarda olup, nukleusa

hormon tarafindan génderilen sinyale aracilik edebilir (38).

2.3. 4. Serbest Radikaller ve Melatonin:

Hem in vitro, hem de in vivo galismalarda, melatoninin gugli bir serbest
radikal yakalayici ajan oldugu gosterilmistir. Oldukca toksik olan hidroksil radikalleri
basta olmak Uzere, diger serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif
hasardan makromolekulleri (6zelikle de DNA'y1) koruyabilir. Bu etkisini, reseptorden
badimsiz bir sekilde, direkt olarak olusturur. Serbest radikal yakalayici etkisi
bakimindan, bilinen tim antioksidanlardan (mannitol, glutatyon ve vitamin E gibi)
daha potenttir. Dahasi, melatonin, antioksidanlarin buyuk ¢ogunlugunun aksine;
hem suda, hem de yagda ¢ozlnebildiginden; hucrenin tim komponentlerine etki
eder. Ayrica, indirekt olarak, spesifik melatonin reseptorleri araciligi ile, antioksidan
enzim seviyelerini artirarak da, doku koruyucu etki gosterir (39). Superoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediuktaz ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
aktivitelerini artirirken; prooksidatif bir enzim olan nitrik oksit sentetaz (NOS)’i
inhibe eder (27)38. Ancak, melatoninin antioksidan etkisinin gdzlenebilmesi igin
gereken konsantrasyonlarin, gece pik serum konsantrasyonlarina gore, oldukga
yuksek oldugu iddia edilmektedir (29). Fizyolojik konsantrasyonlarda bu etkinin
olabilecegi ile ilgili calismalar henuz netlik kazanmamistir.

Reaktif oksijen Urlnlerinin (sUperoksid, peroksinitrit, hidroksil radikal ve
hidrojen peroksid), DNA strand breakage ile reaksiyona girip nukleer enzim poly
(ADP-riboz) sentetazi (PARS) aktive ederek enerji tuketimine ve nekrotik tip hicre
olimuane yol actigi belirtiimistir (40). Melatoninin PARS aktivitesini inhibe ederek,
sok, inflamasyon ve iskemi reperfuzyonda organ hasarini Onleyebilecegdi
bildiriimektedir (41).

Fonksiyonel olarak melatonin dreten hicreler organizmanin savunmasinda
radikal giderici olarak rol oynayabilir. Serbest radikaller bir cok doku ve organda

bulunmaktadir. Buylk miktarda NO iceren barsak, beyin, retina ve akcigerlerde bol
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miktarda melatonin tasiyan hucrelerin bulunmasi bu hipotezi desteklemektedir.
Ornegin harderyan bezde ¢ok miktarda melatonin bulunmaktadir. Yine bezde
radikal Gtretimini ve oksidatif hasari uyaran porfirin Gretiimektedir.

Melatonin direkt radikal gidererek, indirek spesifik melatonin reseptorleri
araciligi ile antioksidan enzimleri aktive ederek yada prooksidattif enzimleri inhibe
ederek doku koruyucu Ozellik gosterir.

Direkt siiperoksid giderici etkisi azdir. intraselliler konsantrasyonunu
azaltir. Melatonin hidroksil radikaline e” verdiginde olusan indolil katyonu sekonder
olarak superoksid radikalini gidermektedir. En onemli etki suUperoksidin
dizmutasyonunda en buylk rol oynayan SOD’in m RNA sini artirmasidir.

Hidrojen peroksid hicrelerde katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) ile
toksik olmayan Urdnlere donusturulir. GPx aktivitesi melatonin ile uyariimaktadir
(Tablo 1). Melatonin hidrojen peroksid’in intrasellller konsantrasyonunu azaltir.
indirgenmis glutatyon oksitlenerek okside glutatyona oda diger antioksidan enzim
glutatyon rediktaz (GRd) ile tekrar indirgenmis glutatyona, doénusir. GRd
aktiviteside melatonin ile uyarilir. GRd aktivitesinde ko-faktér olan NADPH, G6PD
ile olusturulur. G6PD aktivitesi de melatonin ile uyarilir. Bu u¢ enzim direkt ve
indirekt hidrojen peroksit’i toksik olmayan metabolitlere ¢evrilmesinde rol oynarlar.

Glutatyon ve mannitoldan ¢ok daha etkilidir. indol niiklesun yan zincirindeki
metoksi ve asetil gruplari OH" radikalinin gideriimesinde rol oynar. Melatonin bir e
vererek hidroksili nétralize eder ve non-toksik indolil katyon radikaline (melatonil)
donusur. Bu nitrogen merkezli melatonil radikalinin de superoksid anyon radikali ile
etkilesip 5-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramine (5-MAFK) olustururken bu radikali
de supurdugune inanilir (42).

Melatonin singlet oksijeni direk olarak noétralize etmektedir.

Melatoninin Vit E, C ve GsH mannitol dan c¢ok daha guglu lipid
peroksidasyonunu engelletici etki gostermesi peroksill radakali gidermesi ile ilgilidir.
indirek olarak melatonin hidroksil radikalini azaltmasi da peroksil olusumununa
engel olabilmektedir.

NO tek basina degil O, varliginda peroksinitrite dontgerek toksik etkilere
aracilik eder. Bu nedenle, NO sentezini gerseklestiren NOS prooksidatif bir
enzimdir. Melatoninin NOS aktivitesini inhibe edebilecedi bildiriimisti. NO
inhibisyonunun peroksinitrit olusumunu engelleyecedi ve kardiyak performansi

artirabilecegi gosterilmistir (43).
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TABLO 1; Melatoninin radikaller ve antioksidan enzimlere etkileri (44).

ETKILENEN MOLEKUL MELATONIN’IN ETKISi
Hidroksil Radikali Supdarar

Peroksil Radikali Supurar

Superoksid Anyon Radikali Supurar

Singled Oksijen Supurar

Peroksinitrit Anyonu Supurar

Superoksid Dismutaz mRNA’sInI sitimule eder
Glutatyon Peroksidaz Aktivasyonunu uyarir
Glutatyon Redlktaz Aktivasyonunu uyarir

Glikoz-6-Fosfat Dehidrogenaz | Aktivasyonunu uyarir

Nitrik Oksit Sentaz Aktivasyonunu inhibe eder

2. 3. 5. Yaglanma ve melatonin:

Vucudun antioksidan savunma kapasitesi azalirken, yaslanma ile ilgili olaylar
hizlanmakta, immun sistem zayiflamaktadir. Pineal bezin, bir gesit ic saatimiz
oldugunu dusinursek (26), bez daha dusik dizeylerde melatonin Uretmeye
baglayacaktir (Sekil 3). Bu sinyal, diger sistemlere de zamanin geldigini bildirecek
ve yaslanma ile ilgili strecler hizlanacaktir.

Serbest radikal hasarinin, zaman iginde Ust Uste eklenerek, yaslanmanin bazi
dejenerasyon bulgularina katkida bulunabilecegi fikri, ilk kez 1956’da Harman
(39)tarafindan ortaya atildi. Daha sonraki calismalarda, vicutta olusan serbest
radikallerin, yaslanma ve yaslanma ile ilgili birgok patolojide roli olduguna dair
onemli bulgular elde edildi (45,46).

Pineal bezin, gugli serbest radikal yakalayici ve antioksidan bir ajan olan
melatonini sentez etmesi ve yaslanma ile birlikte fonksiyonlarinin azalmasi (45,47);
yaslanma ile ugrasan arastiricilarin bu beze ilgisinin artmasina neden olmustur.

Farelerde yapilan bir calismada; melatonin tedavisinin, farelerin yasam
suresinde %25’lik bir artisa neden oldugunu ve dahasi bu farelerin, daha geng,
saglikli ve guglu goérunumlerinin yanisira, seksuel aktivitelerini de daha uzun sure

devam ettirdigi bildirilmistir (48).
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Pierpaoli ve arkadaslari (49), gen¢ ve yash farelerin pinealleri ile ¢apraz-
transplantasyon yaptiklarinda; 18 aylik farelerin pineallerinin transplante edildigi 4
aylk farelerde yaslanmanin hizlandigini; bunun tersi durumda ise, yash farelerin
saglik durumlarinda iyilesme ve yasam surelerinde artma oldugunu goézlemlediler.

Yasli hayvanlarda, melatonin reseptorleri azalmistir (50) ve yaslh kadinlarda,
melatonin uygulamasinin vlcut isisi Uzerine etkisi tutarsiz ve azalmig olarak

izlenmektedir

2. 4. MELATONIN VE OSTEOPOROZ

Menopozal period, neuroendokrin degislikliklerle birlikte pineal bezin
sekratuar aktivitesindeki azalmayla birliktedir (4)3. Menopoz pineal bezdeki
degisiklikler ile birlikte pineal bezin gonadotropin salinimi Uzerindeki duzenleyici
etkisine bagimhidir (4).

Postmenopozal osteoporoz; en sik gorulen metabolik kemik hastaligi ve
heterojen kemik kirilganhdinin artmasi ile kemik kirik riskinde artisa yol agan bir
durumdur. Ostrojen eksikligi en énemli faktér olmasina ragmen kalitsal durum,
hormonal durum, yas, ¢evresel faktorler de osteoporozun patojenezinde 6nemlidir
(12).

Erken menopoza giren kadinlar menopozdan 5-10 yil sonra hizli bir kemik
kaybina girerken tam aksine hem yaslanmayla birlikte ve hemde erkekler yavas
devamli kemik kaybina sahiptirler. Kadinlarda bu etki Ostrojenin c¢ekilmesi ile
olusmaktadir.Bunun tam aksine yavas kemik kaybi ca dengesindeki degisiklikler ile
ca atilmasi ve ikincil olarak hiperparatiroidizm ile iligkilidir (2).Ostrojen ve
testestoren duzeyleri yash erkeklerde dusuktlr, son yapilan galismalar dstrojenin
erkeklerde de major kemik dizenleyici hormon oldugunu goéstermistir. Bundan
dolayida Ostrojen eksikligi erkeklerde de kemik kaybinin temel nedeni olabilir
(50).Son zamanlarda androjen eksikligine bagli andropoz, hormonal sistemlerdeki
(GH, IGF1, melatonin ve leptin) sorunlara baglanmaktadir. Kemik kaybi hem
Ostrojen ve testestorendeki azalmaya hem de GH, IGF1 uretimindeki azalmaya
baglidir.

Diger yasa bagimh hastalik osteoporozdan sorumlu tutulan hormon
melatonindir. Menopoz; melatonin Uretiminde azalmayla birliktedir (52) ve bu
disme belki de postmenopozal osteoporozun olusmasina katkida bulunmaktadir
(Tablo 3).

Pineal bezdeki kalsifikasyon insidansi ki buda pineal bezin sekratuar

aktivitesini yansitmakta, menopozda artmistir (5). llginctirki kadinlarda 30 Iu
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yaslardan sonra pineal kalsifikasyon insidansi sabit kalmakla birlikte menopozda
kalsifikasyon artmaktadir (3). Dahada fazlasi menopozda melatonin idrar metaboliti
6-hirdoxymelatonin miktari azalmaktadir. Bununla birklikte idrar metaboliti 6-
hirdoxymelatonin miktari ayni yastaki erkeklerde degismemis bulunmustur (52). Bu
sonuglari toparlayacak olursak menopoz pineal bezdeki degisiklikler ile alakalidir ve
postmenopozal osteoporozdaki artis pineal bezin melatonin salinimi ile iligkili

olabilir.

TABLO 3
PINEAL BEZi POSTMENOPOZAL OSTEOPOROZA BAGLAYAN OLAYLAR

Melatonin yaslanmay: geciktirir

Pineal kalsifikasyon menopoz sirasinda artar

Melatonin salinimi menopoz sirasinda azalir

Melatonin PTH ve calcitonin salinimini regile eder

Melatonin Kortikosteroidlerin osteoporotik etkilerini antogonize eder
Melatonin PG sentezini inhibe eder

Melatonin hareketsizlikle azalir

Melatonin salinimi egzersiz ile artar

Osteoporoz kronik glines 1sigina maruz kalmakla gecikir

Osteoporoz kis aylarinda artar

o230 o Nk DN -

- O

Osteoporoz ve pineal kalsifikasyon zencilerde sik degildir.
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BOLUM 3

GEREG VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlari
Bu deneysel calisma indni Universitesi Tip Fakiltesi Deneysel Arastirma
Merkezi'nde gergeklestirildi. Deneylerde Wistar-albino cinsi, agirliklari 200-250
gram arasinda degisen 49 adet matur disi rat kullanildi. Ratlara standart sartlarda
(12 saat gun 15191, 12 saat karanhk, havalandirmali, sabit 1sili odalarda ve 0Ozel
kafeslerde) bakildi. Beslenmeleri kendi istedikleri zaman 8 mm’lik standart sigan
pellet yemi ile saglandi. Su verimi yine ayni sekilde kendi istedikleri zaman su igimi
seklinde saglandi. Operasyon, tim hayvanlarda ayni cerrah ve vyardimcisi
tarafindan gergeklestirildi.
3.2.llag Uygulamasi
Melatonin (Sigma Chemical Company., St. Louis, MO, USA) %96 etanolde
cOzulerek stok solisyon hazirlandi. Stoklar 5 gunluk dozlarda hazirlandi.20 mglik
melatonin 1cc %96 lik etanolde ¢ézuldu. Gunluk olarak 0.1 cc stok 0.9 cc %0.9
NaCl ile dilie edildikten sonra, 1cc ¢dzelti 2 rata ip. Olarak uygulandi. Az miktarda
hazirlanan stoklar deneylerin yapildigi sire boyunca isik almayacak sekilde —20
C’de saklandi. Melatonin ve ¢ozucu intraperitoneal yoldan 21 gin boyunca saat
17.00’de enjeksiyonlar yapilarak verildi. Ratlara melatonin; pinealektomi yapildiktan
2 ay , ooferektomi yapildiktan 35 gin sonra 21 gun sure ile verildi.
3.3 Cerrahi Uygulama
3.3.1. Sicanda Pinealektomi
Pinealektomi Kuszack ve Rodin’in belirledigi metoda uygun bir sekilde
yapildi. Anestezik olarak deneyler sirasinda periton i¢i ketamin Hidroklorid 75
mg/kg (ketalar, parke —davis ) + Xylazine 8 mg/kg (Rompun, Bayer) kombinasyonu
kullanildi. Siganlarin kafa derisi tras edildikten sonra longitudinal olarak oksipital

cikintlya uzanacak sekilde medialde 1.75 cm’lik bir insizyon yapildi. Sagital ve

20



lambdoid suturlarin bulundugu kemiklerin periostlari temporal kaslara ulasincaya
kadar kazindi. Daha sonra disgi turu ile rostrokaudal olarak kafatasi kemigi
ortalama 1.25 cm rektangular ve 0.75 cm mediolateral olacak sekilde kesildi.
Superior sagital ven ve transvers sinusler Uzerindeki kemik pargasi rostral agidan
tutularak kaldirildi. Transvers sinisiin mediorostral kenarindan sagital venin lateral
kenari boyunca dura kesildi. Superior sagital ven 6-0 atravmatik iplikle 1 mm’lik
aralikla iki defa ligatiire edildi.iki ligatiir arasindan sagital siniis kesildi ve posterior
kismi duranin diseksiyonunu izleyerek pineal bez acgiga ¢ikincaya kadar geriye
cekildi. Anterior tarafindan ince uclu penset ile pineal bez sap kismindan tutularak
alindi. Daha sonra superior sagital venin her iki ucu birbirine baglandi ve kafatasi
derisi, 3-0 ipekle dikildi. Siganlar 2 aylk dinlenme perioduna birakildilar
(Resim 4a-e).
3.3.2. Siganda ooferektomi
Batin deneklere anestezi amaglh periton igi ketamin Hidroklorid 75 mg/kg
(ketalar, parke —davis ) + Xylazine 8 mg/kg (Rompun, Bayer) kombinasyonu
uygulandiktan sonra tim hayvanlar standart bir ameliyat masasinda supin
pozisyonda tespit edildi. Orta hat laparatomi Oncesi traglanip povidon iodinle
temizlendi. Ardindan laparatomi yapilarak bilateral ooferektomi uygulandi.
Ooferektomi igin dnce bir penset yardimi ile bilateral uterin hornlar visualize edildi.
Ardindan uterin hornlar (zerindeki overler cevre dokulardan disseke edildi. islem
overlerin tutulup baglanip kesilmesinden sonra, overlerin c¢ikartiimasi ile
tamamlandi. Abdominal kaslar ve deri 5/0 ipek suturle dikildi. 35 gunlik dinlenme
perioduna birakildilar.
3.4 DENEY PLANI

Hayvanlar rastgele 6rnekleme metoduyla segilerek toplam 7 grup olusturuldu:

Grup 1. Saglam grup (sham; sadece 1 kez higbir islem yapiimadan batin
ve kranium agilip kapatildi)

Grup 2. Pinealektomi + Melatonin (PX + MLT)

(5 mg/kg/giin melatonin verilen grup)

Grup 3. Pinealektomi + Ooferektomi (PX + OVX)

Grup 4. Ooferektomi (OVX)

Grup 5. pinealektomi (PX)

Grup 6. Pinealektomi + Ooferektomi + Melatonin (PX + OVX + MLT)

(5 mg/kg/gin melatonin verilen grup)
Grup 7. Ooferektomi + Melatonin (OVX + MLT)

(5 mg/kg/gin melatonin verilen grup)

21



Resim 4- Kuszack ve Rodin’e gore pinealektomi iglemi. Anestezi uygulanmis rat

(a) sach deri insizyonu (b) kraniotomi (c) pineal bezin ¢ikartilmasi (d) pineal bez (e).
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3.5 KEMiK MINERAL DANSITESI OLGUMU

Tdm ratlarin femurlarinin - kemik mineral dansitesi (KMD) Dual-Energy X-Ray
Absorptiometry (DEXA) ile élgtldi (QDR 4500/W, Hologic Inc., Bedford, MA, USA)
(Sekil 4). DEXA aleti salterli sabit 70 kV and 140 kV. Dual enerji yayarak 6lgim
yapmaktadir KMD g/cm2 cinsinden femur o6lgimi yapmakta ve femur 3mm
kalinhkta gizilmistir (Resim 2). Tablo 4, Resim 2 ve Resim 3 farkh gruplarin femoral
kemik mineral dansitesini gostermektedir. Resim 2 de femoral kemigin orta kismi
(R1), proximali (R2), distali (R3), total kemik (R4) olarak tanimlanmigtir . Ratlarin
KMD’si pinealektomiden 81 gliin sonra , ooferektomiden 56 gin sonra ve tim

gruplarin ayni gun sakrifiye edildikten sonra ol¢iimustur.

yazicl

,,,,,,,,

Galisma _/

masasi kohtrol j

X-1gini tdpd paneli

Enerji
kaynag

Sekil 4 : KMY degerlendiriimesinin yapildigi DEXA cihazi.

3.6.ISTATISTIK

istatistiksel analiz icin “The Statistical Package for Social Sciences” (Version 10.0)
programi kullanildi. Sonuglar means + STD olarak verildi. Grup igi anlamlilgi
saptamak igin Kruskal-Wallis analizi, R1, R2, R3 ve R4 degerleri agisindan gruplar
arasi farklihgi saptamak icin de one-way ANOVA and post-hoc multiple
comparisons testi kullanildi. P < 0.05 butin karsilastirmalar icin istatiksel olarak

anlamli kabul edilmisgtir.
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BOLUM 4

BULGULAR

Calismamiz rat osteoporoz (OVX yapilarak) ve yaslanma modelinde (PX +
OVX yapilarak ) melatonin uygulaniminin kemik mineral dansitometrisi Uzerine
olan etkisini incelemeyi amacglamaktadir.

PX+MLT verilen grup sham grubu ile karsilastirildiginda pinealektomi
yapilan grupta R3 bolgesinde istatistiksel olarak anlamli artis bulunurken, R1 , R2,
R4 bdlgelerinde istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamigtir. PX + OVX grubu
sham grubu ile karsilastirildiginda R1, R2, R3, R4 bdlgelerinde istatistiksel olarak
anlamli iligki bulunmamigtir. OVX yapilan grup Sham grubu ile karsilastirildiginda
R1, R2, R3, R4 bodlgelerinde istatistiksel olarak anlaml iliski bulunmamigtir. PX
yapilan grup sham grubu ile kargilastinldiginda pinealektomi yapilan grupta R3
bolgesinde istatiksel olarak anlamli artis saptanirken; R1, R2 ve R4 bdlgelerinde
anlamli bir degisim bulunmamistir. PX+OVX+MLT verilen grup sham grubu ile
karsilastirildiginda melatonin verilen grupta R3 bolgesinde istatiksel olarak anlamli
artis bulunurken; R1, R2 ve R4 bdlgelerinde anlamli iliski bulunmamistir. OVX +
MLT verilen grup sham grubu ile karsilastirildiginda R1, R2, R3 ve R4 bolgelerinde
ooferektomi yapilan grupta grupta KMD’de istatiksel olarak anlamli azalma
bulunmustur. PX + MLT verilen grup PX + OVX ile karsilastirildiginda ooferektomi
yapilan grupta R3 ve R4 bolgelerinde KMD’de istatiksel olarak anlamli azalma
bulunurken; R1 ve R2 bdlgelerinde anlamli iliski saptanmamistir. PX + MLT ile OVX
kargilastirildiginda R1 bolgesinde KMD’de ooferektomi yaplan grupta istatiksel
olarak anlamli azalma bulunurken; R2, R3 ve R4 bdlgelerinde anlaml iligki
saptanmamigstir. PX+MLT ile PX karsilastirildiginda R1, R2, R3 ve R4 bolgelerinde
anlamh iligki bulunmamistir. PX+MLT ile PX+OVX+MLT karsilagtirildiginda R1,
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R2, R3 ve R4 bdlgelerinde anlamli iliski bulunmamistir. PX+MLT ile OVX+MLT
verilen grup karsilastirildiginda pinealektomi yapilan grupta R1, R3 ve R4
bolgesinde KMD’de istatiksel olarak anlamli artis  bulunurken; R2 bdlgesinde
anlamli iliski bulunmamigtir. PX+OVX ile OVX grubu karsilastirildiginda R1, R2, R3
ve R4 bolgelerinde anlamli iliski bulunmamigtir. PX+OVX ile PX karsilastirildiginda
R1, R2, R3 ve R4 bdlgelerinde anlamli iliski bulunmamigtir. PX+OVX ile
PX+OVX+MLT verilen grup karsilastinidiginda R1, R2, R3 ve R4 bdlgelerinde
anlamli iliski bulunmamigtir. PX+OVX ile OVX+MLT verilen grup karsilastirildiginda
Pinealektomi yapilan grupta R3 ve R4 bdlgelerinde KMD’de istatiksel olarak anlamli
artis bulunurken; R1 ve R2 bdlgelerinde anlamli iligki bulunmamistir. OVX ile PX
karsilastirildiginda R1, R2, R3 ve R4 bolgelerinde istatiksel olarak anlamli iligki
bulunmamistir. PX ile PX+OVX+MLT verilen grup karsilastirildiginda R1, R2, R3 ve
R4 bolgelerinde istatiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir. OVX ile OVX+MLT
verilen grup karsilastirildiginda melatonin verilen grupta R3 ve R4 bdlgelerinde
anlamli azalma bulunurken R1 ve R2 bolgelerinde anlamli iliski bulunmamigtir. PX
ile PX+OVX+MLT verilen grup karsilastinidiginda R1, R2, R3 ve R4 bdlgelerinde
anlamli iliski bulunmamigtir. PX ile OVX+MLT karsilastinldiginda pinealektomi
yapilan grupta R1, R2, R3 ve R4 bodlgelerinde istatiksel olarak anlamli artis
bulunmustur. PX+OVX+MLT ile OVX+MLT karsilastiriidiginda pinealektomi yapilan
grupta R1, R3 ve R4 bolgelerinde istatiksel olarak anlaml artis bulunurken R2
bolgesinde anlamli iligki bulunmamigtir.

Ozet olarak:

1. OVX yapilan grup sham grubu ile kargilastirildiginda tium bolgelerde
KMD’de istatiksel olarak anlamli azalma saptanmamigtir.

2. Pinealektomize ratlar sham grubu ile karsilastinidiginda RS3
bolgesinde istatiksel olarak anlaml artis saptanmigtir.

3. Pinealektomize ratlara melatonin eklenmesi ile sham grubu
kargilagtirildiginda R3 bodlgesinde istatiksel olarak anlamli artig
saptanmistir.

4. Pinealektomiye ooferektomi eklenmesi ile R3 bdlgesindeki
pinealektomi tarafindan saglanan artis korunamamistir.

5. PX + OVX ile PX+OVX+MLT eklenen grup karsilastirildiginda butin
bdlgelerde anlamli iligki saptanmamistir.

6. OVXile OVX+MLT verilen grup karsilastinidiginda melatonin verilen

grupta anlamli artis saptanmamisgtir.
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Tablo 4. Tim rat gruplarinin femoral kemik mineral dansite degerleri

Gruplar ve Kemik Mineral Dansitesi (gm/cm?)
P degerleri R1 R2 R3 R4
I. SAGLAM .1685+0.02 .2377+0.01 .1222+0.01 1777+0.02
Il. PX + MLT .202310.02 .2256+0.02 .1861+0.01 .2074+0.02
I.PX+OVX .154340.01 .2078+0.01 .1337+0.05 .1642+0.03
IV. OVX .143810.01 .213810.02 .151040.01 .170810.02
V. PX .1955+0.02 .2580+0.02 .179040.02 .206510.03
VI.PX+OVX+MLT .1890£0.02 .2162+0.01 .167810.01 .1878+0.02
VII. OVX+MLT .1107+0.03 .1813+0.02 .0755+0.01 .1175+0.02
P* value
I-11 .209 .606 .003 A4
-1 .608 224 .581 514
-1V .395 .352 191 751
-V .383 455 .019 217
I-VI 459 378 .034 .623
I-VII .042 .026 .0.30 .006
[1-111 .078 450 .012 .036
I-1v .043 .633 102 .087
11-v .821 224 .752 .967
I-vI 617 .688 .363 .328
-Vl .001 .065 .000 .000
-1V 716 .815 428 .759
n-v 187 .071 .058 .074
1-vi 214 732 107 .256
1-vi 120 279 .008 .029
V-V 13 124 .251 143
IV-VI 124 .926 442 434
IV-VII .256 .208 .001 .018
V-VI .833 130 .631 421
V-V .009 .008 .000 .000
VI-VII .007 157 .000 .002

P < .05 level. Istatiksel olarak anlaml Kabul edilmistir.Degerler mean + SD olarak verilmistir. OVX group,
n = 7 (ooferektomi yapilan); PX grup, n = 7 (Pinealektomi yapilan grup); PX+OVX grup, n = 7
(Pinealektomi ve ooferektomi yapilan grup); SAGLAM grup, n = 7; PX+OVX+MLT grup, n = 7
(Pinealektomi ve ooferektomi yapilip mg/kg melatonin verilen grup); OVX+MLT grup, n = 7 (Ooferektomi

yapilip mg/kg melatonin verilen grup) PX+MLTgrup , n = 7 (Pinealektomi yapilip mg/kg melatonin verilen
grup)
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0,3

SAGLAM PX+MLT PX+0OVX OVvX PX PX+OVX+MLT OVX+MLT

OR1 ER2 OR3 HR4

RESIM 3. Saglam, PX+MLT, PX+0OVX, OVX, PX, PX+OVX+MLT, OVX+MLT gruplarinin KMD degerlerini
gr/cm? cinsinden gdsteren histogram. PX+MLT ‘pinelektomi yapilip melotonin verilen, PX ‘pinelektomi
yapilan’, OVX ‘Ooferektomi vyapilan’, PX+OVX ‘pinelektomi+ooferektomi yapilan, PX+OVX+MLT
‘pinelektomi+ooferektomi yapilip melotonin verilen, OVX+MLT ‘ooferektomi yapilip melotonin verilen’
gruplar ifade etmektedir. R1 Femurun orta 1/3, R2 Proximal 1/3, R3 Distal 1/3, R4 Total kismin 6lgimuna

gOstermektedir.
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RESIM 2. KMD élgiimii igin femur {izerine isaretlenmis alt bélgeler
(R1 Orta 1/3, R2 Proximal 1/3, R3 Distal 1/3, R4 Total )
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BOLUM 5

TARTISMA

Biz bu calismada, pineal bezden melatonin salinimi ve fonksiyonlarinin
menopoz boyunca osteoporoz gelisimi igin ilave bir faktor olabilecegini gostermeyi
amagladik. Bu amagla pinealektomi ve ooferektomi yaparak deneysel yaslanma ve
menopoz benzeri bir durum olusturmay! amagcladik. Sonugta da deneysel olarak

menopoz olusturulan ratlara melatonin verdik.

Pineal bezin, guglu serbest radikal yakalayici ve antioksidan bir ajan olan
melatonini sentez etmesi ve yaslanma ile birlikte fonksiyonlarinin azalmasi (18)30;
yagslanma ile ugrasan arastiricilarin bu beze ilgisinin artmasina neden olmustur.

Menopozal period, ndroendokrin degislikliklerle birlikte pineal bezin sekretuar
aktivitesindeki azalmayla birliktedir (3). Menopoz pineal bezdeki degisiklikler ile
birlikte pineal bezin gonadotropin salinimi Gzerindeki duzenleyici etkisine bagimhdir
(5). Pineal bezdeki kalsifikasyon insidansi ki bu da pineal bezin sekretuar
aktivitesini yansitmakta , menopozda artmistir (5). ilginctir ki kadinlarda 30’lu
yaslardan sonra pineal kalsifikasyon insidansi sabit kalmakla birlikte menopozda
kalsifikasyon artmaktadir (3). Daha da fazlasi menopozda melatoninin idrar
metaboliti olan 6-Hidroksimelatonin miktari azalmaktadir. Bununla birklikte idrar
metaboliti 6-Hidroksimelatonin miktari ayni yastaki erkeklerde degismemis
bulunmustur (52).

Bu sonuglari toparlayacak olursak menopoz pineal bezdeki degisiklikler ile
alakalidir ve postmenopozal osteoporozdaki artis pineal bezin melatonin salinimi
ile iligkili olabilir.

Melatoninin antigonadotropik etkileri mevcuttur ve sekstel maturasyonu

geciktirmektedir. Bu etkisini GNRH’ya olan cevabi azaltarak gostermektedir.
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Bununla birlikte yasl ratlara melatonin verildiginde GNRH-mRNA reseptdrlerinde
%18 artis olmaktadir (54).

Pineal bez ile osteoporoz arasindaki iliski asagidaki gozlemler ile
desteklenmistir:

A) Osteoporoz insidansi yasla arttigi gibi yaslanmayla birlikte nokturnal melatonin
plazma dizeyleri yasla azalir (52).

B) Osteoporoz insidansi gecikmis kronik gines isigina maruz kalma ile artmakta
(1) ve dolayisiyla kis aylarinda hizlanmaktadir. Bu belki de gunes isiginin ya da
karanligin D vitamini Uzerindeki etkilerine bagliyken belki de; glines 1s1ginin pineal
bez Uzerindeki stimulator etkilerine baghdir. Benzer sekilde kis aylarindaki azalmis
melatonin salinimi osteoporozun kis aylarinda artmasindan sorumlu olabilir.

C) Osteoporoz prevelansi beyaz irkta zencilere gére daha fazladir (12). Pineal
bezdeki kalsifikasyon ki bu da pineal bezin sekretuar aktivitesini yansitmakta olup
amerikan beyaz populasyona gore afrikali ve amerikan zenci populasyonunda daha
dusuktur (3).

Bu baglamda; osteoporozdaki farkhliklar pineal fizyoloji ve kalsifikasyonlarin
irklar arasindaki farkliliklarina dayandirilabilir.

Melatoninin kemik Uzerinde vyararli etkileri olduguna dair kesin kanitlar
mevcuttur. Bu etkiyi nasil gergeklestirdigi konusunda bir¢ok ¢alismalar yapilmis ve
degisik gorusler 6ne suralmustar.

Hayvanlarda vyapilan c¢alismalar, pineal bezin Ca metabolizmasinin
dizenlenmesinde etkili oldugunu gostermistir (55). Melatoninin kemik Uzerine olan
etkisini kalsitonin ve paratiroid hormon araciligi ile gergeklestirdigi gosterilmigtir
(59)55. Gergekten de pinealektomi sonrasi paratiroid bezde fonksiyonel
degisiklikler gorulmektedir (57). Bu goruisu destekleyen diger bir galisma da
yenidogan ratlarda hiperbilirubinemi tedavisinde fototerapi uygulanmasi ile
melatonin saliniminin baskilandigi ve sonugta serum Ca duzeylerinde azalma
oldugu gorualmustar (58). Oksipital kemigin ortilmesi ya da melatonin uygulanimi ile
serum Ca dizeylerinin azalmasi o6nlenmektedir. Baska bir calismada B
adrenoreseptor bloker; propranolol uygulanimi ile melatonin sentezinin inhibisyoun
ratlarda hipokalsemiye neden oldugu, bu etkinin de melatonin uygulanimi ile
engellendigi gosterilmigtir (59).

Diger bir gorus; melatoninin kemik hlcrelerinde otokoid gibi gorev yaptigi
yolundadir. Ratlarda ve insanlarda kemik iligi hdcreleri melatonin sentezleme
yetenedine sahiptir (10) ve kemik iliginde ylksek dizeylerde melatonin

konsantrasyonlari bulunmaktadir. Haldar ve arkadaslari tarafindan in vitro sartlarda
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melatoninin kemik iligi hucreleri  prekursorleri Uzerindeki etkisi kemik iliginde
gosterilmistir (60). Melatoninin kemik Uzerindeki etkisi, pinealektomize tavuklarda
skolyoz olusturma deneylerinde gdzlemlenmistir (64)60. Ilgingtir ki, idiopatik
skolyozu olanlarda serum melatonin duzeyleri anlamli olarak kontrol grubundan
daha dusik bulunmustur (62). Konti ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (10),
kemik iligi hicrelerinde yuksek konsantrasyonlarda melatonin ve serotonin N-asetil
transferaz aktivitesi ve Hidroksi-O-metyl transferaz ( melatonin biosentezinde rol
alan son enzim) mRNA expresyonu mevcuttur. Daha da fazlasi kemik iligi hicreleri
uzun sureli kulture edildiginde yuksek duzeyde melatonin konsantrasyonuna
rastlaniimaktadir(10). Gergekten de kemik iligi hlcrelerinde , intraselller olarak
pozitif melatonin reaksiyonuna rastlaniimistir (63). Bu olay melatonin en azindan

kemik iligi hucrelerinde direkt etkisini gostermektedir.

Osteoklastlar kemik yikimini saglamak icin birgok kimyasal ajan kullanirlar. Bu
islemin en dnemli komponenti serbest radikallerdir. Osteoklastlar yikim sirasinda
yuksek konsantrasyonlarda sUperoksit radikalleri olusturarak yikima katkida
bulunurlar. Bunlarin ortadan kaldirilmasi i¢in bir yontem superoksit koruyucu ya da
yakalayici enzim SOD’dir (8). Melatonin, hem fizyolojik hem de farmakolojik
dozlarda serbest radikal yakalayici ajan ve antioksidandir (8). Bunun yanisira,
bircok serbest radikali ve reaktif oksijen ve nitrojen turlerinin noétralize edilmesini
saglar. Melatonin birgok antioksidatif enzimi stimile eder. Melatonin, hicre
yapisindaki tim makromolekulleri oksidatif hasara karsi yuksek lipid ¢ozunurlGgu
ile onlari oksidatif saldiriya karsi korur. Bu yuzden melatonin osteoklastik aktiviteyi
engellemesi onlarin serbest radikaleri toplayici etkisine dayandirilabilir.

Koyama ve arkadaslari, melatoninin ratlarda kemik kutlesini artirip
artirmadigini incelemigler (69). Melatonin uygulanimi kemik mineral dansitesini
%36 oraninda ve kemik kutlesini %49 oraninda artirmigtir. Bu tedavi ile kemik yikim
parametreleri %74 oraninda azalmis (6rnedin osteoklast ylzeyi) ve osteoklast
saylsi %76 oraninda azalmistir. Fakat histomorfometrik kemik yapim
parametrelerinde artis goézlenmemistir. Buna dayanarak melatonin kemik katlesini
kemik yikim parametrelerini slprese ederek artirdigini sdylemislerdir (69). Tam
aksine c¢ok az calismada melatoninin osteoblast proliferasyonun artirdii ve
farklilagsmayi sagladigi goéralmagtar.

Yukarida bahsedilen g¢alismalardan da anlagilacagi gibi melatoninin normal
kemik Uzerindeki etkisi ¢ok fazla c¢alismada gdsteriimis olmasina ragmen,

menopozda melatonin saliniminin azalmasinin osteoporoz Uzerine olan etkisi ve
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menopozdaki kemik Uzerine melatonin uygulaniminin etkisi ile ilgili ¢ok fazla

calisma bulunmamaktadir.

Ooferektomize ratlarda melatoninin kemik kaybinda etkili oldugu ilk defa
Ladiezski ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada gosterilmistir (70). idrar
deoksiprodinilin (kemik yikim markeri) ve Ca atihmi, dolasimdaki Ca duzeyleri,
fosfor ve kemik alkalen fosfataz aktivitesi (kemik yapim parametresi), kemik
mineral dansitesi ve igerigi, tum iskelet sistemindeki kemik alani yetigkin ratlarda
ooferektomi sonrasi 6lgiilmistir. idrar deoksiprodinidin diizeyleri ooferektomi
sonrasi anlamli olarak artmis olarak bulunmustur. Ooferektomi sonrasi melatonin
verilen grupta idrarda deoxyprodinilin duzeylerindeki artis goézlenmemigtir.
Cerrahiden sonra serum fosfor ve kemik alkalen fosfataz dizeylerinde melatonin
verilen grupta kontrol grubuna goére anlamli artis bulunmustur. Bu calismanin
sonuglarl ooferektomi sonrasi melatoninin farmakolojik dozlari kemik yapimini
duzenlemekte bunun iginde yeterli miktarda ostradiole ihtiya¢ oldugu yolundadir
(54).

Postmenopozal osteoporozlu ve obez kadinlardaki 24 saatlik serum
melatonin duzeylerindeki degisikliklerle birlikte tip 1 kollajen metabolizmasi
arasindaki iligki incelenmis. Kollajen metabolizmasini gosteren belirtecler ile
melatonin duzeyleri arasinda negatif bir iliski bulunmustur. Azalmig melatonin belki
de postmenopozal osteoporozda kemik kaybini agreve eden faktor olarak
dusundlmustar (71). Benzer sekilde ooferektomize ratlarda yapilan deneysel
calismada serum melatonin duzeyleri ile kemik yikim parametreleri; tip 1 kollojen,
hidroksiprolin ve total idrar Ca arasinda negatif iligki kemik yapim parametreleri,
alkalen fosfataz, kaboksiterminal-propeptid ve karboksi-terminal telopeptid tip 1
prokollojen arasinda ise bu negatif iligki bulunmamisgtir.

Pinealektomize ratlarda melatonin azaldigi icin GnRH serbest kalmakta bu da
FSH ve LH'nin flare up’ina yolagmaktadir. Estrojen sentezindeki bu artis sadece
pinealektomi yapilan grupta R3 degerlerinde KMD’de anlamli bir ylkselmeye yol
acmistir. Ancak sadece Pinealektomi yapilan grup R1, R2 ve R4 degerlerinde
belirgin bir artis saptanmamistir. Pinealektomi yapilip sonrasinda tedaviye egzojen
melatonin eklenen grup ile sham grubu karsilastirildigi zaman R3 degerlerinde
pinealektomi yapilan grupta belirgin bir artig saptanirken diger R bdlgelerinde
belirgin bir degisiklik olmamistir. Akut donemde Ostrojen duzey artisina ragmen
melatonin deplesyonu kronik surecte apopitotik hucre olumunu artirmakta buda

KMD degerlerinde degisik R bolgelerinde farkli degerlere yol agmaktadir.
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Pinealektomi sonrasi hicre 6lumunin artmasinin nedeni pineal bezin antioxidatif
etkisinin ortadan kalkmasina baglidir. Son galigsmalar reaktif oksijen turlerinin hicre
Oluminin baglamasinda 6nemli roli oldugunu go6stermektedir (72,73). Eger
pinealektomi sonrasi olusan oksidatif strese osteoblastlar yeterli cevap veremezse
KMD degerleri korunamamaktadir.

Sadece PX yapilan gruba egzojen melatonin ekleyince R3 dederlerinde PX
tarafindan olusturulan olumlu artis engellenememistir. Egzojen melatonin
uygulaniminin KMD degerlerindeki artisi olumsuz etkilememesi, osteoblastlar
uzerinde endojen melatonin varliginin daha 6nemli oldugunu ve postreseptor
modulasyonu sagladigini digtindirmektedir.

Pinealektomiye ooferektomi eklenmesi durumunda, R3 degerlerinde PX
tarafindan saglanan artis korunamamistir. Yani PX+OVX grubunda R3 degerleri
PX grubuna goére anlamli olarak disuk bulunmustur. Bu da PX’'nin KMD degerleri
uzerine olumlu etkisinin Ostrojenin bulundugu ortamda gergeklestigi hipotezini
dusundurmektedir. Bu hayvanlara egzojen melatonin verilmesi ile KMD
degerlerinde herhangi bir degisiklik saptanmamigtir. Bu bulgu da bize melatoninin
etkisini gosterebilmesi i¢in ortamdaki 6strojen varliginin ne kadar énemli oldugunu
dusundurmektedir. Son yapilan ¢alismalarda, ooferektomize ratlarda dstradiol alan
ve almayan grupta melatoninin kemik metabolizmasi Uzerine olan etkisi incelenmis
(74). Iidrarda kemik yikim parametresi deoksiprinodilin  ve kemik yapim
parametreleri 6l¢ilmus. Ooferektomi idrar deoksipridinolin dizeylerini artirirken,
Ostradiol ve melatonin azaltmistir. Melatonin ve d&stradiolin etkisi baslica
ooferektomize ratlarda goérulmastur. Melatonin ya da 6stradiol, serum kemik alkalen
fosfataz aktivitesini azaltmistir. Serum fosfor dizeyleri melatonin uygulanimindan
sonra azalmig ve ostradiol yugulanimi ile augmente edilmistir. Ooferektomi yapilan
grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda serum Ca ooferektomi yapilan grupta
azalmis ostradiol ise artmistir. Cerrahi sonrasi kemik mineral dansitesi, ooferektomi
yapllanlarda azalmig ve Ostradiol uygulanimi ile artmistir. Melatonin ise kemik
mineral dansitesini artirmistir. En yuksek degerler melatonin ve Ostradiol birlikte
uygulananlarda gozlenmigtir. Bu ylizden ooferektomi sonrasi kemik remodelingi igin
hem melatonin hem de 0&stradiole ihtiyag oldugu ve daha da otesi Ostradiollin
etkinligi melatoninle birlikte arttigini goéstermislerdir (74). Bizim c¢alismamizda da
melatonin etkisi incelendiginde overleri korunan grupta kemik mineral dansitesi,
ooferektomi yapilan gruba goére anlamh olarak yuksek bulunmustur. Bu da
melatoninin etkisini gosterebilmesi igin dolagimda vyeterli diuzeylerde &strojen

bulunmasi gerektigi fikrini desteklemektedir.
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Calismamizda pinealektomize ratlara exogen melatonin uygulanmasi ile
kemik mineral dansitometrisi artmamaktadir. Ostrawski ve arkadaslari ooferektomi
sonrasi osteoporoz gelisen digi ratlarda pinealektomi ve melatonin uygulaniminin
etkisini incelemis (75). Alkalen fosfataz aktivitesi, karboksiterminal tip 1 propeptid
kollajen ve karboksiterminal tip 1 telopeptid duzeyleri ve idrardaki Ca atilimi ve
idrar hirroksiprolin dizeyleri 6lgulmis. Calisma pinealektomi kemik remodeling
parametrelerini hizlandirirken melatonin bu etkiyi azaltmistir.

Bizim calismamiz pinealektomi sonrasi melatoninin KMD Uzerine olan
etkisini inceleyen ilk c¢alismadir. Pinealektomi sonrasi dolagsimdaki 06strojen
miktarlari artmaktadir (76). Hatta Texiara pinealektomi yapilmis ratlarda
endometrial hiperplazi gelistigini gostermis ve bu da melatonin uygulanimi ile
tersine donduartlmastir (76). Biz de kendi ¢alismamizda pinealektomize ratlarda
KMD’nin anlamh olarak artmig oldugunu gorduk. Bu pinealektomi sonrasi
melatoninin antigonadotropik etkisinin ortadan kalkmasi ile birlikte dolasimdaki
Ostrojen seviyelerinin artmasina bagli olabilir. Ostrawski ve arkadaslarinin yaptigi
calismada pineal bezi korunanlarda melatonin etkisi daha az goérulmus. Biz de
benzer sekilde pineal bezi korunanlarda melatoninin etkisini daha az bulduk. Bu
g6zlemler Ladiezski ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile hemfikirdir.

Sonug¢ olarak yaslanmayla birlikte pineal bezin fonksiyonlarinin azalmasi
osteoporoz icin bir risk faktori olabilir. Menopozdaki melatonin azalmasi ya da
ritmin bozulmasinin osteoporozu artirdigi hipotezi sadece teorik olarak énemli degil
ayrica tedavi icinde kullanilmasi agisindan onemlidir. Fakat menopozda melatonin

kullanimi ile ilgili daha genis ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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BOLUM 6

OZET

OOFEREKTOMIZE VE PINEALEKTOMIZE RATLARA EGZOJEN
MELATONIN UYGULANIMININ KEMiK MINERAL DANSITOMETRISi
UZERINE ETKILERI

Amag: Postmenopozal osteoporoz en sik gorulen metabolik kemik hastaliklarindan
bir tanesidir. Son zamanlarda postmenopozal osteoporozun patogenezine yonelik
artmis bir ilgi mevcuttur. Osteoporoz patogenezinde Ostrojen eksikliginin katkisi
olduguna dair kanitlar bulunmasina ragmen osteoporoz multifaktoriyel olarak
dusundlmektedir ve patogenezi daha tam olarak anlasilabilmis degildir. Menopozla
pineal kalsifikasyonun arttigi, melatonin salinimin yasla azaldigi ve melatoninin
anti-aging hormonu olduguna dair kanitlar mevcuttur. Biz bu g¢alismamizda
menopozda melatonin azaliminin postmenopozal osteoporoz gelisiminde etkili

faktorlerden biri olabilecegini gostermeyi amacladik.

Materyal ve Metod: Wistar-Albino cinsi 49 adet sican calismaya dahil edildi.
Segcilen gruplardan bir kismina xylasin ve ketamin ile anestezi uygulandiktan sonra
dorsal yolla ooferektomi ve Kuszack ve Rodin methodu ile pinealektomi yapildi.
Pinealektomiden 8 hafta ooferektomiden 35 gun sonra segilen gruplara 5 mg
/kgr/gin melatonin uygulandi. Sonrasinda siganlarin femur kemik mineral
dansirometrileri Dual-Energy X-ray Absorptiometry (DXA; 4500W, Hologic, USA)
kullanilarak 6lguildii. Olglimler ayni kisi tarafindan yapildi. Femur dan 4 bdlgede:
proximal 1/3 (R2), middle 1/3 (R1), distal1/3 (R3), total (R4)’ te dlgiimler yapildi.

Bulgular: PX + MLT verilen grup sham grubu ile karsilastinildiginda pinealektomi

yapilan grupta R3 bdlgesinde istatistiksel olarak anlamli artis bulunmustur. PX +

35



OVX grubu sham grubu ile karsilastirildiginda R1, R2, R3, R4 bdlgelerinde
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamigtir. OVX yapilan grup sham grubu ile
kargilastirildiginda R1, R2, R3, R4 bolgelerinde istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmamistir. PX yapilan grup sham grubu ile karsilagtirildiginda pinealektomi
yapilan grupta R3 bodlgesinde istatiksel olarak anlamli artis saptanmistir. PX+MLT
ile PX kargilagtinidiginda R1, R2, R3 ve R4 Dbdlgelerinde anlamlh iligki
bulunmamistir. PX+OVX ile PX+OVX+MLT verilen grup karsilastiriidiginda R1,
R2, R3 ve R4 bolgelerinde anlaml iligki bulunmamistir. PX+OVX+MLT ile
OVX+MLT Kkarsilastirildiginda pinealektomi yapilan grupta R1, R3 ve R4
bdlgelerinde istatiksel olarak anlaml artis bulunmustur. OVX ile OVX+MLT verilen
grup karsilastirildiginda melatonin verilen grupta R3 ve R4 bdlgelerinde anlamli

azalma bulunmustur.

Sonug ve Tartigma: Pinealektomi KMD degerlerinde R3 bolgesinde belirgin artisa
yol acmis olup bu artis egzojen melatonin uygulanarak geri dondurilememigtir.
PX'e OVX eklenince KMD degerlerinde PX tarafindan saglanan artis
engellenmigtir. Pinealektomize ve ooferektomize gruba egzojen melatonin

uygulanimi KMD degerlerinde anlamli bir artigsa yol agmamistir.

Anahtar Kelimeler: Ooferektomi, Pinealektomi, Melatonin, DEXA, Kemik Mineral

Dansitesi, Rats
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SUMMARY

EFFECTS OF EXOGENOUS MELATONIN ADMINISTRATION ON BONE
MINERAL DENSITY IN OVARIECTOMIZED AND PINEALECTOMIZED RATS

Objective: Postmenopausal osteoporosis is the most common metabolic bone
disease. There is currently considerable interest in pathogenesis of
postmenopausal osteoporosis. Altough there is evidence that estrogen deficiency is
an important contributory factor, the pathogenesis of osteoporosis multifactorial and
not well understood. There is evidence that pineal melatonin is an anti-aging
hormon and that the menopause is associated with a substantial decline in
melatonin secretion and increased rate of pineal calcification. Hence, the pineal
gland may function as a “fine tuner” of calcium homeostasis. In our study we
proposed the pinealectomy induced melatonin deprivation in menopause may be

contributary factor in the development of postmenopausel osteoporosis.

Material and Method: A total of 49 young Wistar-albino rats were submited to the
study. Chosen groups submitted to bilateral ovariectomy by the dorsal route, and
pinealectomized with Kuszack ve Rodin method. All surgical procedures were
performed while the rats were under intraperitoneal ketamine and xylazine HCI
anesthesia. After pinealectomy and ovariectomy, choosen groups, dose of 5 mg
/kg/gin was administered intraperitonealy (daily between 17.00 and 18.00 h for a
3-week period). We measured bone mineral density of the femur by using dual-
energy X-ray absorptiometry (DXA; 4500W, Hologic, USA) and results were
evaluated. The BMD of femur named as proximal 1/3 (R2); middle 1/3 (R1);
distal1/3 (R3); total (R4).

Results: Compared with the sham group, PX + MLT group had significantly

higher BMD values at R3 subregion. There is no statiscally significant

relationship between PX + OVX group and sham group at subregions. Also

there is no statiscally significant relationship between OVX group and sham

group at subregions. Compared with the sham group, PX group had significantly
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higher BMD value at R3 subregion. There is no statiscally significant relationship
between PX group and PX+MLT group at subregions. There is no statiscally
significant relationship between PX + OVX group and PX + OVX+MLT group
at subregions. Compared with the OVX + MLT group, PX+OVX+MLT group had
significantly higher BMD values at R1, R3, R4 subregions. Compared with the
OVX group, OVX + MLT group had significantly lower BMD values at R3, R4

subregions.

Conclusion: Pinealectomy significantly increases BMD at R3 subregion, but its
not reversed by exogen melatonin administration. Ovariectomy canceled the
effects of pinealectomy with respect to increases in the levels of reached bone
mass. Exogen melatonin administration to ovariectomized and pinealectomized

group did not increase BMD values.

Key Words: Ovariectomy, Pinealectomy, Melatonin, DEXA, Bone Mineral Density,
Rats
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