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OzZET

SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL OSTEOPOROZ MODELINDE
RESVERATROL’UN KEMiK DOKU UZERINDEKIi BIYOMEKANIK VE MOLEKULER
ETKILERININ GOSTERILMESI

Sevval OZTURK
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Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Barig Ozgiur DONMEZ

Haziran 2022, 56 Sayfa

Calismamizda 200-250 gr. agirliklarinda, 12 haftalik Wistar albino cinsi toplam
60 disi sigan kullanildi. Deney hayvanlari, her grupta 12 hayvan olacak sekilde Kontrol,
Sham, Overektomi (OVX), OVX+Resveratrol-40 mg/kg/gin (OVX+Res40),
OVX+Resveratrol-80 mg/kg/gin (OVX+Res80) olmak Uzere randomize 5 farkli gruba
ayriimistir. OVX, OVX+Res40, OVX+Res80 gruplarinda overektomi yapilarak overler
alinip postmenopozal osteoporoz modeli olusturulmustur. Resveratrol, OVX+RES40
grubuna 40 mg/kg/gun, OVX+RES80 grubuna 80 mg/kg/giin olacak sekilde 10 hafta
boyunca gavaj yoluyla tedavi amagli verilmistir. Sham grubunda sadece batin agilip
kapatilarak yalanci cerrahi uygulanirken kontrol grubuna herhangi bir cerrahi islem
yapiimamistir. 10 haftalik tedavi surecinin sonunda tim denekler sakrifiye edilmis. Her
bir denekten kan érnekleri, tibia ve femur 6érnekleri alinmistir.

Kan orneklerinden serum alkalin fosfataz, serum osteokalsin, serum oksidan ve
antioksidan seviyeleri dl¢tlmuUstir. Kemik doku érneklerinde, biyomekanik testler, mikro-
BT goriuntilemeleri ve Raman spektroskopisi analizleri yapilmigtir. Ayrica kemik
orneklerinden PCR yontemi ile ALP, OCN, RANKL, Runx2, OPG, SOST, PHEX, MEPE
gen ekspresyon seviyelerindeki degisim gosterildi.

Calismamizdan elde edilen sonuglar 1siginda resveratrol tedavisi verilen
OVX+Res40, OVX+Res80 gruplarinin egme dayanimi OVX grubuna gére istatistiksel
olarak anlamli oranda yuksektir. Benzer sekilde mikro-BT sonuglarina gére OVX+Res40
ve OVX+Res80 gruplarinin BV/TV, total volime, trabekuler volime degerleri OVX
grubuna ait bu degerlerden istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek gorulurken,
trabekuler kalinlik degerinde ise OVX+Res80 ile OVX gruplari arasinda anlamli bir fark
gorulmustir. Raman spektroskopisi analizinde OVX+Res40 ve OVX+Res80 gruplarinin
viPO4 / Amit |, viPO4 / Amit |, Kristallinite ve v4PO4 / Proline degerlerinin OVX grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiksek oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak 6zellikle 80 mg/kg/giin dozunda verilen resveratroliin osteoprozun
kemik dokuda olusturdugu harabiyeti engelledigi gértulmustir. Tedavi amacli verilen
resveratrol kemigin mekanik o6zelliklerini kuvvetlendirirken osteoprozun kemigin
mikromimarisinde olusturdugu tahribati engellemistir. Ote yandan kemik dokunun
fizikokimyasal Ozelliklerinde de anlaml iyilesmeler meydan getirmistir. Resveratrolin
tedavi edici bu etkilerinin diger molekiler mekanizmalarla birlikte arastiriimasi elde
edilen bu sonuglarin gelistiriimesi acisindan énemlidir.

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, Resveratrol, Kemik, Overektomi, Raman
Spektroskopisi
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DEMONSTRATION OF BIOMECHANICAL AND MOLECULAR EFFECTS OF
RESVERATROL ON BONE TISSUE IN EXPERIMENTAL OSTEOPOROSIS MODEL
CREATED IN RATS

OZTURK, Sevval
M.Sc., Thesis in Anatomy
Supervisor: Assoc. Prof. Barig Ozgir DONMEZ

June 2022, 56 Pages

60 female Wistar albino rats, 12 weeks old, weighing 200-250 g, were used in our
study. Animals were randomly divided into 5 different groups with 12 animals in each
group; Control, Sham, OVX, OVX+Resveratrol-40 mg/kg/day (OVX+Res40),
OVX+Resveratrol-80 mg/kg/day (OVX+Res80). In OVX, OVX+Res40, OVX+Res80
groups, ovariectomy was performed and postmenopausal osteoporosis model was
created. Resveratrol was administered to OVX+RES40 group at 40 mg/kg/day and to
OVX+RES80 group at 80 mg/kg/day for treatment by oral gavage for 10 weeks. In Sham
group, only the abdomen was opened and closed, while no surgical procedures were
performed in Control group. At the end of 10 weeks treatment period, all subjects were
sacrificed. Blood, tibia and femur samples were taken from each subject.

Serum alkaline phosphatase, serum osteocalcin, serum oxidant and antioxidant
levels were measured from blood samples. Biomechanical tests, micro-CT imaging and
Raman spectroscopy analyses were performed on bone tissue samples. In addition,
changes in ALP, OCN, RANKL, Runx2, OPG, SOST, PHEX, MEPE gene expression
levels were shown by PCR method in bone samples.

In the light of results obtained from our study, bending strength of OVX+Res40,
OVX+Res80 groups treated with resveratrol is statistically significantly higher compared
to OVX group. Similarly, micro-CT results showed that OVX+Res40 and OVX+Res80's
values in BV/TV, total volume, trabecular volume were significantly higher from OVX
group, while there were significant difference between OVX+Res80 and OVX groups in
trabecular thickness values. Raman spectroscopy analysis revealed that viPO4/Amide
I, viIPO4/Amide |, Crystallinity and v1PO4 / Proline values of OVX+Res40 and OVX
+Res80 groups were statistically significantly higher than OVX group.

As a result, it has been observed that resveratrol, especially given at a dose of
80 mg/kg/day, prevents destruction caused by osteoporosis in bone tissue. Resveratrol,
given for therapeutic purposes, strengthens mechanical properties of bone, while
preventing destruction caused by osteoporosis in the microarchitecture of bone. On the
other hand, it has also brought significant improvements in physicochemical properties
of bone tissue. It is important to investigate these therapeutic effects of resveratrol
together with other molecular mechanisms in order to develop these results.

Keywords : Osteoporosis, Resveratrol, Bone tissue, Ovariectomy, Raman Spectroscopy

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
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1.GIRIS

Osteoporoz tim dinyada yaygin olarak gorulen, iskelet sistemini ilgilendiren
dnemli bir saglik problemidir. Ozellikle postmenopozal dénemde goriilen osteoporoz
kemik dokunun mineral yapisini bozarak kemiklerde zayiflama ve kiriklara yol agar
(Khosla and Hofbauer 2017). Bu dénemde olusan kiriklar is gucu kaybi ve tedavi
masraflariyla Glke ekonomilerine 6nemli oranda yuk getirmektedir (Williams, Daigle vd.
2021). Postmenopozal osteoporozun kemik dokuda yarattigi bu tahribat, 6zellikle kemik
dokunun mekanik yapisina zarar verir (Morgan, Unnikrisnan vd. 2018). Kemik dokuda
olusan bu hasarin tedavisi i¢in pek ¢ok tedavi yontemi kullaniimaktadir. Resveratrol
nonflavonoid polifenolik bir bilesik olup Gzim, findik ve bégirtlen gibi gesitli bitkilerde
dogal olarak bulunur (Jiang, Luo vd. 2020). Resveratrol, osteoporotik mezenkimal
hicrelerde proliferasyonu guglendirir, dstrojen reseptdrlerine badlanarak dstrojen goérevi
gorebilir. Resveratrol ayni zamanda Endoplazmik Retikulum-bagimli ekstraselliler-
sinyal-reglle kinaz % aktivasyon yolu ile osteoblastik diferansiasyonu gelistirir, bunun
sonucunda osteogenezi stimile eder (Dai, Li vd. 2007). Bunun yaninda resveratrollin
diyabet modeli olusturulan siganlarda kan glikoz duzeyini dusurdugu, obezitede
adipogenezis’i inhibe ettigi gosterilmistir (Baile, Yang vd. 2011, Szkudelska, Deniziak vd.
2019). Literatlirde bulunan bu veriler 1s1§inda, osteoporoz tedavisinde resveratrollin

kemik doku Uzerinde olumlu etkilerinin olabilecedi digunulmektedir.



1.1.Amag

Calismada overektomi uygulanmis siganlarda farkli dozlarda (40 mg/kg ve 80
mg/kg) uygulanan resveratroliin osteoporozun kemik dokuda olusturacagi tahribatin
onune gegcip gecemeyecegdi, kemik doku mikromimarisi, biyomekanigi ve fiziko-kimyasal
Ozelliklerinin ortaya koyularak, resveratrolin koruyucu etkisinin buatincil bir bakis

acislyla gosterilmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kemik Doku Anatomisi

Kemik, kendini slrekli yenileyebilen ayni zamanda yapim ve yikim déngusi
icerisinde olan dinamik bir organdir. insanda postiiriin olusmasina katkisinin yani sira
kemik i¢ organlari koruma, medulla rubra ossis sayesinde hematopoez fonksiyonu

bulunan, vicutta mineral homeostazisinde rol oynayan bir organdir.

Kemik genel olarak beyaz ve fildisi rengindedir fakat buna ragmen iginde kan
dolagsimini saglayan damarlar bulundurur. Kemik doku vicudu ve organlari koruma
gorevi olmasindan dolayi oldukga sert ve dayanikli bir yapidir fakat bununla birlikte ayni
zamanda elastiktir. Kemigdin bu 6zelliklere sahip olmasini saglayan ise organik maddeler
ve inorganik tuzlardir (Arinci K 1995). Kemik kalsiyum (Ca) ve fosfattan (PO.) olusan
inorganik icerie ve bu inorganik bilesimle i¢ ice gecmis organik matrikse sahiptir.
Kemigin bu iki farkh bélimudndn birbiriyle temas halinde ve koordine bir sekilde islev
goruyor olmasi, kemigi diger bag doku cesitlerinden farkli kilar ve kemige benzersiz
Ozellikler kazandirir. Kemigin inorganik komponenti, kemige sertlik kazandirirken,
organik matriks ise elastikiyet 6zelligi kazandirir (Nordin 2001). insan kemiginin kuru
agirhginin %60-70’ini mineral yani inorganik bolum olugtururken yaklasik %30-40'ini
organik komponentler olugturur (Nordin 2001). Organik komponentleri agirlikli olarak tip-
1 kollajen olusturmakla beraber, geri kalan kismi nonkollajen6z proteinler, agirlikli olarak
glikozaminoglikanlar (GAG) olusturur (Faibish, Ott vd. 2006, Gamsjaeger, Klaushofer vd.
2014). Nonkollajendz proteinler, kollajen fibrilleri arasindaki gébmuli mineral kristallerinin

aralarindaki boglugu doldurur (Surowiec, Allen vd. 2022).

Bir uzun kemigin icyapisini incelemek icin transvers bir kesit alindijinda
birbirinden farki yapilara sahip iki bdlim goérulir. Kemigin digindaki sert bdélime
substantia compacta, i¢ kisimdaki daha yumusak slingerimsi bélime ise substantia

spongiosa adi verilir. Ozellikle substantia spongiosa béliminde kemige uygulanan



mekanik ylklenmelerin dagiimini saglayan kemik lameller bu goérev igin 6zellesmis
yapilardir. Substantia spongiosa igerisinde yerlesmis olan trabekiiller dallanmis sekilde
bulunurlar ve gunlik hayatta kemige uygulanan basing, kuvvet yiklenmesi ve burkulma
gibi durumlarda kemigin dayanikli hale gelmesini saglarlar. Kemigin daha i¢ kisminda
cavitas medullaris ossis adi verilen bir kanal bulunur ki bunun iginde de medulla rubra
ossis adi verilen kemik iligi bulunur. ilerleyen yaslarda kemik iliginde yag dokusu miktari

artar, sari renge donusUr ve medulla flava ossis adini alir (Gékmen 2003).

2.2. Kemik Dokunun Hiicresel Organizasyonu

Kemik histolojik ve fonksiyonel olarak osteoklast, osteoblast ve osteosit hlicreleri
olmak Uzere ¢ temel hiicre grubundan olusur. Osteoblastlar, mezenkimal kdk hicre
kaynakli, kemik dokunun yapiminda goérev alan hicrelerdir. Osteoblastlar sahip oldugu
golgi cisimcigi ve genis endoplazmik retikulum sayesinde kemik matriksine yeni osteoid
salgilayan, kiboidal hicre gruplaridir (Florencio-Silva, Sasso vd. 2015). Mezenkimal kdk
hucrelerin olgun osteoblastlara farklilagsmasinda pek ¢ok spesifik gen ekspresyonu rol
oynar. Osteoblastik diferansiasyon, mezenkimal koék hucrelerin embriyonik gelisim,
hicre proliferasyonu ve hicre farklilagsmasinda 6nemli roli olan Wnt-B katenin
(Wingless-iligkili entegrasyon bdlgesi) sinyal yolaklarinin aktiflesmesi ve kemik
morfogenetik proteinlerinin sentezi vasitasiyla énclil osteoblastik hiicrelere farklilagsmasi
ile baglar (Hu, Hilton vd. 2005). Onclil osteoblastik hiicreler, bu farklilasmada énemli rol
oynayan Runx2 (Runt-iligkili transkripsiyon faktoru-2) ve Col1A1 (Kollajen tip 1 A1 geni)
ekspresyonu ile prolifere olurlar. Bu asamada Runx2, Col1A1, ALP (Alkalin fosfataz),
OCN (osteokalsin) gibi dnemli kemik matriks proteinlerinin ekspresyonu osteoblastik
farkhlasma icin olduk¢a dnemlidir (Narayanan, Srinaath vd. 2019). Osteositler ise kemik
matriksine gdmuilmis mezenkimal kék hlcre kaynakli osteoblastlardan farklilasan
hicrelerdir (Capulli, Paone vd. 2014). Osteositik farklilagsma, olgun osteoblastlarin hicre
gbvdelerinin  kucllmesi, sitoplazmik uzantilarinin  olusmasiyla karakterizedir.
Osteoblastlar, kendi Urettikleri osteoid matriks icine gémiulerek osteositlere farklilagirlar.
Osteoid matriksin mineralize olmaya baslamasiyla osteositlerin organel sayisinda
azalma olusur ve bu da kollajen sentezinde azalma ile sonuglanir. Osteositler,
kendilerine 6zgl dentrit yapisindan dolayi hiicreler arasi baglanti saglayan ve sinyal
molekiillerinin gecgisine imkan taniyan multifonksiyonel hicrelerdir (Capulli, Paone vd.
2014). Hucreler arasi iletisim fonksiyonunun yani sira osteositler, mekanosensitivite

fonksiyonu sayesinde kemikte OPG (Osteoprotegerin) ve RANKL (Nukleer kappa B



Ligandin  reseptdér  aktivatéri) ekspresyonu  kaynakli  osteoblast-osteoklast
aktivasyonlarini dizenler (Ansari, de Wildt vd. 2021). Matriks mineralizasyonu
tamamlandiktan sonra Col1A1, OCN, ALP gibi osteoblast kaynakli proteinlerin
ekspresyonu inhibe olurken, kemik reguilator proteinlerinden olan olgun osteosit kaynakl
SOST (sklerostin) ekspresyonunun artmasi osteoblastik diferansiasyonun negatif
regulasyonunu saglar. Osteoklastlar, monosit/makrofaj kdkenli, ¢coklu ¢ekirdege sahip,
kemik rezorbsiyonundan sorumlu hicrelerdir (Capulli, Paone vd. 2014). Osteoklastik
diferansiasyonda iki temel mekanizma rol oynamaktadir. Bunlardan ilki, osteoblast
hicreleri  tarafindan  Uretilen M-CSF  (Makrofaj-Koloni ~ Stimidlan  Faktér)’in
preosteoklastlardan eksprese edilen c-Fmsr (Koloni Stimilan Faktér Reseptorine)
baglanarak osteoklastik diferansiasyonu saglamasidir. Diger mekanizma ise,
osteoblastlardan Uretilen RANKL sitokininin preosteoklastlardan eksprese edilen RANK
(NUklear Faktor kappa B reseptor aktivatorl) reseptorine baglanmasi ile gergeklesir.
RANKL sitokininin RANK hicre adezyon molekiline baglanmasi preosteoklastlarin
olgun osteoklastlara diferansiye olmasini saglar (Ansari, de Wildt vd. 2021).
Osteoklastogenezis ile osteogenezis arasindaki dengenin saglanmasi ise, osteoblastlar
tarafindan eksprese edilen OPG’nin RANKL sitokinlerine baglanarak, RANKL-RANK

etkilesimini engelleme mekanizmasindan kaynaklanir (Capulli, Paone vd. 2014).

2.3. Kemik Dokunun Biyomekanik Ozellikleri ve Kemik Kirilganhgi

Biyomekanik kelimesi yasam anlamina gelen “biyo” ve “mekanik” kelimelerinin
birlesmesiyle olusmustur. Biyomekanik kavrami ise kemik doku icin kullanildiginda
gunlik hayatta kemik dokuya uygulanan farkli yon ve buyuklikteki kuvvetlerin kemik
doku Uizerinde yarattigi déntisimli ya da dénlsiimsiiz etkileri ifade eder (ibrahim Deniz
AKCALI 2009). Ote yandan osteoporoz ve diyabet gibi kemik dokunun yapisal
bitinliglnl bozan hastaliklar da kemigin temel biyomekanik o6zelliklerini degistirir.
Olusan bu olumsuz etkiler sonucunda kemik dokunun yapisal batinlagu bozulur, kemik

zayiflar ve bunlar da kemiklerde kiriklara yol acar (Morgan, Unnikrisnan vd. 2018).

Kemigin kirillgan bir yapiya sahip olmasi genel olarak kemigin kiriklara yatkinhgi
olarak tanimlanir. Bununla birlikte kemigin kirilmasi farkli nedenlerden dolayi olabilir.
Kemigin birincil gorevi gunlik hayatta maruz kaldigi ytklere karsi dayanikli olmasidir.
Kemigin maruz kaldigi bu ytkler dayanma sinirini aginca kiriklar meydana gelir. Bunun

disinda kemigin yapisal olarak zayifladii durumlarda dayanma sinirinin altinda



kuvvetler bile kemiklerde kiriklara yol agabilir. Osteoporoz gibi kemikleri etkileyen
hastaliklar kirllgan kemikleri meydana getirirler ve kemiklerin kirik riski artmis olur. Bu
tarz hastaliklarin sonucunda genel olarak kemikte farkl biyomekanik karakterler ortaya
cikar. Osteoporotik kemikler yike maruz kaldiklarinda daha az enerji sogururlar ve

travma karsisinda daha kolay kirilirlar (Turner 2002, Turner 2006).

Osteoporoz tedavisinde temel soru doku duzeyinde iyilesme nasil saglanir ya da
kemik kirilganhgdi nasil azaltilhir olmalidir. Osteoporotik bir kemigi gu¢lendirmenin temel
olarak u¢ yolu vardir. Bunlardan ilki kemik kutlesinin artinimasidir. Cinkd kemik
kitlesinin fazla oldugu kemikler daha fazla yiik tasiyabilirler. ikinci yol kemik kitlesinin
kemik Gzerinde esit olarak dagitiimasidir. Anatomik olarak kemiklerin farkl geometrik
sekillerde oldugunu dusunursek kemik kutlesinin ve yogunlugunun kemik dokunun her
bdlgesinde esit olarak dagitiimasi kemik kirllganligini dolayisiyla kirik riskini azaltacaktir.
Uglincli yol ise kemik dokunun yapisal 6zelliklerinin normal degerler igerisinde
tutulmasidir. Kemik dokunun organik ve inorganik bdlumlerinin normal degerler
icerisinde kalmasi kemik dokuyu kirilmalara karsi koruyacaktir (Turner and Burr 1993,
Turner 2002).

2.4. Osteoporoz Patofizyolojisi

Osteoporoz disik kemik yogunlugu ile karakterize énemli bir sistemik iskelet
hastaligidir. Kemik mineral yogunlugunun azalmasi nedeni ile kemikte yapisal
zayIflamalar meydana gelir bu durum da kirik riskinin artmasina yol agar (Brown 2021).
Olusan bu tablonun klinige yansimasi kirilganliga bagh kiriklarin gézlemlenmesidir ve
klinikte gorulen kiriklarin yaklasik %80 i osteoporoza bagldir (Bessette, Ste-Marie vd.
2008). Osteoporoza bagh olarak gelisen bu kiriklar yasam kalitesinin diismesi, is gicl
kaybi ve tedavi masraflariyla tlke ekonomilerine énemli bir yik getirmektedir (Brown,
Adachi vd. 2021). Ulke ekonomileri, saglik sistemleri ve yasam Kkalitesini etkileyen
osteoporoz son yillarda énemli bir arastirma alani haline gelmistir. Postmenopozal
osteoporoz, postmenopozal donemde Ostrojen eksikliginden dolayr meydana gelir.
Meydana gelen Ostrojen eksikligi kemik kitlesinde hizli bir azalmaya yol acar. Kemikte
osteoblastik aktivite azalir ve bu surecin sonucunda osteoporoz meydana gelir (Glaser
and Kaplan 1997). Osteoporozda osteoklastlarin sayisi ortalama olarak 2 ile 3 katli bir
artis gosterir (Parfitt, Mathews vd. 1983). Bu artis kemigin yeniden yapilanma

aktivitesindeki artis ile iligkili olsa da postmenopozun erken ddénemindeki kemigin



resorbsiyonunda da artis gortlmektedir. Tum bu slrecler 6zellikle trabekiler yapilara

zarar vererek kemigin zayiflamasina yol acar (Kanis 1997).

Osteoporoz primer ve sekonder olmak uzere ikiye ayrilir. Postmenopozal
osteoporoz (tip 1) ve senil osteoporoz (tip 2), primer osteoporoz cesitleridir (Dobbs,
Buckwalter vd. 1999). Postmenopozal osteoporoz Genelde tim kemiklerde goériimekle
birlikte 6zellikle corpus vertebrae ve caput femoris’te daha belirgindir ve bu boélgelerde
kiriklar daha ¢ok gorulir (Glaser and Kaplan 1997). Sekonder osteoporoz ise sistemik
hastaliklar, bdbrek ve karaciger hastaliklari gibi etiyolojik mekanizmalarla agiklanan

osteoporoz turudur.

2.5. Deneysel Osteoporoz Modeli ve Overektomi

Kadinlarda fizyolojik olarak 6stron, ostradiol ve 6striol olmak Uzere Ug¢ gesit
Ostrojen bulunmaktadir. Postmenopozal dénemde baslica ovaryumlardan sentezlenen
Ostradiol seviyesinde azalma goérulmektedir (Cui, Shen vd. 2013). Overektomi
ovaryumlarin cerrahi iglemle alinmasidir. Bu islem &strodiol salgilanamayacagindan
dolayl deneysel olarak postmenopozal donemi taklit etmek igin uzun yillardan beri
kullanilan bir ydontemdir. Overektomi yapildiktan sekiz hafta sonra kademeli olarak kemik
yapimi azalir (Erben, Bromm vd. 1998). Overektomiden hemen sonra deney hayvaninda
kemik yapim ve yikiminda meydana gelen degisiklikler postmenopozal dénemde
gozlemlenen degisikliklerle buylk benzerlik gosterir (Bagi, Mecham vd. 1993, Busse,
Hahn vd. 2009). Ozellikle overektomiden 10 hafta sonra kemik dokuda osteoporozun
tum etkileri goralir. Overektomiden 12 hafta sonra sigan femurlarinin biyomekanik
Ozelliklerinin ve kemik mineral yogunlugunun saglikl sigan femurlarina gore istatistiksel

olarak anlamli oranda azaldi§i gosterilmistir (Donmez, Ozdemir vd. 2012).

2.6. Resveratrol ve Kemik Doku iligkisi

Resveratrol (trans 3,5,4'trihydroxystilbene), nonflavonoid polifenolik bir bilesik
olup; Uzim, findik ve boégurtlen gibi cesitli bitkilerde dogdal olarak bulunur (Jiang, Luo vd.

2020). Resveratrolin antioksidan 6zelligi vardir ve selektif 6strojen reseptdr modulatori



olarak adlandirilan 'fitodstrojen' grubuna ait bir maddedir (de la Lastra and Villegas 2005,
Tasci, Bilgili vd. 2010). Resveratrolliin postmenopozal osteoporoz modeli olusturulan
sicanlarda kemik kalitesini 6énemli Ol¢ide iyilestirdigi, osteoblastik diferansiasyonu
uyardigi gosterilmistir (Yang, Jiang vd. 2019, Wang, Zhang vd. 2020). Resveratrol,
alkalin fosfataz, Runx2, osteriks (OSX) gibi kemik yapim markerlarinin ekspresyonunu
arttirarak, osteojenik diferansiasyonu uyarir (Anh, Eden vd. 2001). Alkalin fosfataz,
osteoblastlar tarafindan sentezlenen, osteoklastlar tarafindan kan dolasimina birakilan
kemik yapim biomarkerlarindan biridir (Anh, Eden vd. 2001). Resveratrol tedavisinin

osteoporoz sonrasi ALP seviyesini arttirdigi gosterilmistir (Jiang, Luo vd. 2020).

Resveratrol, Sirt-1 (Sirtuin 1) genini (NAD+-bagiml histon deasetilaz) uyarir. Sirt1
geni, kemik doku resorbsiyonu ile kemik yapimi arasindaki dengeyi reglle eder.
Resveratrol yoklugunda ise Sirt-1 geni, RANKL sitokini ile baglantisi Gzerinden kemik
resorbsiyonunu regile eder. RANKL, p300 (histon asetil transferaz) ekspresyonunu
arttirarak NF-kB'nin  (Nuclear Factor kappa B) asetilasyonunu tesvik eder ve
aktivasyonunu uyarir. Resveratrol, RANKL kaynakli asetilasyon inhibisyonu saglayarak,
NF-kB'nin nikleer translokasyonunu engellemis olur (Sekil 1). Resveratrolin, fare
osteoklast progenitori RAW 264.7 huicrelerinin nikleer faktdor kB ligand (RANKL)
kaynakli osteoklast farklilasmasinin reseptér aktivatdrt Gzerindeki dnleyici etkisini reaktif
oksijen tlrlerinin Gretiminin inhibisyonu yoluyla yaptigi gosterilmistir (He, Andersson vd.
2010). Sirt-1, alkalin fosfataz, osteokalsin ve osteopontin gibi kemik doku formasyonu ile
ilgili Gnemli markerlarin gen ekspresyonundan sorumlu Runx2 ile birlesir. Runx2, OSC,
OPN, col-1 (kollajen tip1), BSP (kemik sialoprotein), osterix gibi osteogenezden sorumiu
proteinlerin aktivasyonunu indikler (Lasaite and Krasauskiene 2009, Wang, Zhang vd.
2020).



¥ NF-xB/Runx24 |

[TNF-C[, IL-1B, RANKL, COX-2, MMP-9, VEGF, Caspase 3, PARP

| Osteoblasts, Osteoclasts, MSCs |
|

[1‘ Osteo:enesis J

Sekil 1. Resveratrolin kemik doku Uzerindeki molekiler hedeflerinin tanimlanan
mekanizmasi, osteoporoz ve osteogenez Uzerine etkisi (Mobasheri and Shakibaei
2013).

2.7.Hipotez

Calismamizin hipotezleri sunlardir;

1- Postmenopozal osteoporoz, kemik mineral yogunlugunu azaltir, kemigin

biyomekanik 6zelliklerini zayiflatir ve kemik kirik riskini arttirir.

2- Postmenopozal osteoporoz modelinde énleyici amagla uygulanan resveratrol

kemik yapiminda goérev alan proteinlerin ekspresyon seviyesini arttir,

3- Postmenopozal osteoporoz modelinde Onleyici amagla uygulanan resveratrol
kemik dokunun fiziko-kimyasal, biyomekanik 6zelliklerini gelistirir ve kemik kirik

riskini azaltir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Etik Kurul Onayi

Calismamizin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'nun
13.08.2020 tarihindeki 2020/04 nolu toplantisinda PAUHDEK 2020-22 no ile etik kurul
onay! alinmigtir (Ek-1).

3.2. Aragtirmanin Tipi

Arastirmanin tipi, preklinik randomize bir deneysel arastirmadir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden
temin edilen 12 haftalik agirhigi 200-250 gr. arasinda degisen, Wistar albino cinsinde 60

disi sican arastirmanin evrenini olusturmaktadir.

3.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Overektomi Yapilmasi

Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden
temin edilen agirligi 200-250 gr. arasinda degisen, Ureme hikayesi olmayan, 12 haftalik

Wistar albino cinsi 60 disi sican galismaya dahil edildi. Tum deney gruplari 12 saat
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glndliz, 12 saat gece dongusiinde ad libitum olarak beslendi. Deney hayvanlari, her
grupta 12 hayvan olacak sekilde Kontrol, Sham, Overektomi (OVX), OVX+Resveratrol-
40 mg/kg/gin (OVX+Res40), OVX+Resveratrol-80 mg/kg/gin (OVX+Res80) olmak
Uzere randomize bes farkli gruba ayrildi. OVX, OVX+Res40, OVX+Res80 gruplarina,
intramuskiler 60 mg/kg ketamin + 10 mg/kg ksilazin anestezisi altinda bilateral
overektomi uygulandi (Sekil 2). Sham grubuna sadece batin acilip kapatilarak yalanci
cerrahi uygulandi. Kontrol grubuna herhangi bir cerrahi iglem yapilmadi. Deneklere
overektomi igslemi sonrasi analjezik verildi ve batin bolgesine yedi glin boyunca her gin
polivinilpirolidon iyodir (Cas No: 25655-41-8 %10) ile pansuman yapildi. Denekler yedi
guin boyunca her kafeste tek sican olacak sekilde ayrildi. Gruplara yapilan iglemler Tablo

1’de verilmigtir.

Sekil 2. Sicanda bilateral overektomi islemi. A. Opere edilecek bdlge tiras edilip,
polivinilpirolidon iyodur ile sterilize edilerek ameliyata hazirlandi. B. Orta hat insizyonu
ile cilt ve cilt alti katlar gegilerek cavitas abdominalis’e girildi. C. Overlere ulasmak
amaciyla uterus bulundu. “1° numarali ok uterusu gostermektedir. D. Overler,
proksimalde mezoovaryumdan, distalde cornu uteri’den emilebilir cerrahi situr ile
badlanarak eksize edildi. ‘1’ numarali ok uterusu, ‘2’ numarah ok overi géstermektedir.
E. Bilateral overektomi sonrasi batin katlari sirasiyla siture edilerek kapatildi. F. Eksize
edilen over gosterilmektedir.



Tablo 1. Deney Gruplari ve Gruplara Uygulanan islemler.

12

Maddenin
Gruplar Yapilan Cerrahi Uygulanan Etken Madde Uygulanma
(n=12) islem Etken Madde Uygulama Yolu Siiresi
(hafta)
Kontrol islem yapilmadi.  %7’lik ethanol Oral gavaj 10
solliisyonu
Sham Sadece batin %7’lik ethanol Oral gavaj 10
acilip, sutur ile solliisyonu
kapatildi.
OovX Overektomi %7’lik ethanol Oral gavaj 10
sollsyonu
OVX+Res40 Overektomi %7’lik ethanol Oral gavaj 10
solisyonunda
¢6zinmus 40
mg/kg
resveratrol
OVX+Res80 Overektomi %7’lik ethanol Oral gavaj 10

solisyonunda
¢6zinmus 80
mg/kg

resveratrol
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3.5. Resveratrol Uygulamasi ve Deneklerin Sakrifiye Edilmesi

Denekler, operasyondan yedi gun sonra her kafeste 4 sican olacak sekilde
yerlestirildi. TUm denekler standart yem ve su ile ad libitum olarak beslendi. Overektomi
isleminden yedi gin sonra 10 hafta boyunca Kontrol, Sham ve Overektomi grubuna
%7’lik ethanol solisyonu/gin, OVX+Res40 grubuna 40 mg/kg/gin, OVX+Res80
grubuna 80 mg/kg/gin %99 saflikta toz halde resveratrol (LiftMode, Chicago, Amerika
Birlesik Devletleri) %7’lik ethanol sollisyonunda ¢dzdUrilerek oral gavaj yolu ile verildi.
Her iki haftada bir deneklerin vicut agirligi élgtldi. On hafta sonunda denekler yiksek
doz anestezik madde altinda sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen deneklerin aorta
abdominalis’inden 5 ml kan alindi. Alinan kan érnekleri 3000 rpm’de 5 dakika santrifQj
edildi. Elde edilen serumlar eppendorflara aktarilarak -80°C’de muhafaza edildi. Sakrifiye
edilen deneklerin her iki arka ekstremitesinin tibia ve femur kemikleri eksize edildi. Elde
edilen kemik dokular, etraf kas ve ligamentlerden ayrildi, serum fizyolojik ¢ozeltisi ile
yikanip, dehidratasyonu engellemek amaciyla PBS sollisyonuna batirilip -20 °C’de

saklandi.

-80°C’de muhafaza edilen serum 6rneklerinden serum alkalin fosfataz ve serum
osteokalsin, serum TAS ve TOS tayini yapildi. -20 °C’'de muhafaza edilen sag femur
ornekleri 6nce Raman spektroskopi analizlerinde, sonra (¢ nokta egme testinde
kullanildi. Sol femur drnekleri mikro-BT goéruntilemelerinde, sag tibia drnekleri ise Rt-
PCR deneylerinde kullanildi.

3.6. Serum Alkalin Fosfataz ve Serum Osteokalsin Seviyelerinin Tayini

Pamukkale Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’’nda gergeklestirilen
serum alkalin fosfataz (CAT No: EK720604) ve serum osteokalsin (CAT No: EK720811)
tayininde AFG Bioscience™ Elisa kitleri (sandvig enzim bagl immunosorbent yontemi)
kullanildi. Her gruptan sekiz serum érnegi deneye dahil edildi. Serum alkalin fosfataz ve
serum osteokalsin seviyelerinin tayini icin -80 °C’den oda sicakligina getirilen érnekler

ilgili Elisa kitlerin protokolline tabii tutuldu (Tablo 2).
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Tablo 2. Serum Alkalin Fosfataz ve Serum Osteokalsin Tayini igin Deney

Protokold.

No Yapilan islem

1 20 ml konsantre yikama tamponu, distile su ile 600 ml olacak sekilde
diliie edildi. Her tiipe 50 pl standart diliient eklenerek, dilisyon protokoliine
uygun standartlar hazirlandi.

2. Sigcan ALP ve OCN antikorlari ile kaplanmigs kuyucuklara 50 pl standart
eklendi. Serum drneklerinin konulacagi kuyucuklara énce 40 pl 6rnek
dilient, sonra 10 yl serum 6rnegi eklenerek érneklerin dillisyonu saglandi.
Plakalar, 37°C’de 30 dakika boyunca inkibe edildi.

Plakalara, yikama tamponu ile 5 defa yikama islemi uygulandi.

Her kuyucuga immun kompleks olusturmak amaciyla 50 ul horseradish
peroksidaz (HRP) enzimi eklendi (Bos kuyucuk harig).

3 no’lu iglem tekrarlandi.

4 no’lu islem tekrarlandi.

Her kuyucuga 50 ul Kromojen Sollisyonu A ve 50 ul Kromojen sollisyonu B
eklenerek mavi rengin agiga gikmasi igin karanlikta 37°C’de 15 dakika
inkibasyon yapildi.

9 Her kuyucug@a reaksiyonu durdurmak amaciyla 50 ul durdurma soltisyonu
eklendi, plakalardaki mavi rengin sari renge donustugu gozlendi.

10  Kuyucuklardaki absorbans degerleri, 450 nm’de kolorimetrik olarak &l¢uldu.

3.7. Serum Antioksidan ve Oksidan Seviyelerinin Tayini

Pamukkale Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’nda gerceklestirilen
serum total antioksidan seviyesi (TAS) (Tablo 3) ve total oksidan seviyesi (TOS) (Tablo
4) tayininde Rel Assay Diagnostics™ Elisa kitleri kullanildi. Her gruptan 12 serum 6rnegi
deneye dahil edildi. -80 °C’den oda sicakligina getirilen serum drnekler ilgili Elisa kitlerin

protokollne tabii tutuldu.
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Tablo 3. Serum Total Antioksidan Seviyesinin Tayini icin Deney Protokolii.

No Yapilan islem

1 10’ar pl blank, TAS standardi ve serum 6rnegi plaka diizenine goére
kuyucuklara konuldu.

Her kuyucuga 165 pl reagent 1 eklendi ve plaka dikkatlice ¢alkalandi.

2 no’lu islemden 30 saniye sonra plaka 660 nm dalga boyunda okutularak
“absorbans 1” degeri elde edildi.

Her kuyucug@a 25 ul reagent 2 eklendi ve plaka dikkatlice calkalandi.
Plaka 37°C’de 5 dakika inkibe edildi.

Plaka 660 nm dalga boyunda okutularak “absorbans 2” degeri elde edildi.

N o o B~

Standart, serum 6rnegi ve H2O icin Absorbans degisimi (A Abs):

A Abs= Absorbans 2-Absorbans 1 esitliginden hesaplandi.

8 Sonuglar (A Abs H,0-A Abs Ornek) / (A Abs H,O-A Abs Standart) formilii

ile mmol Trolox Equivalent / L olarak hesaplandi.

Tablo 4. Serum Total Oksidan Seviyesinin Tayini igin Deney Protokolii.

No Yapilan iglem

1 30’ar pl blank, TOS standardi ve serum 6rnegi plaka diizenine goére
kuyucuklara konuldu.

Her kuyucuga 200 ul reagent 1 eklendi ve plaka dikkatlice ¢alkalandi.

2 no’lu islemden 30 saniye sonra plaka 530 nm dalga boyunda okutularak
“absorbans 1” degeri elde edildi.

Her kuyucug@a 10 ul reagent 2 eklendi ve plaka dikkatlice calkalandi.
Plaka 37°C’de 5 dakika inkibe edildi.

Plaka 530 nm dalga boyunda okutularak “absorbans 2” degeri elde edildi.

N o o B~

Standart ve serum 6rnegdi absorbans degisimi (A Abs):

A Abs= Absorbans 2-Absorbans 1 esitliginden hesaplandi.

8 Sonuglar (A Abs Ornek) / (A Abs Standart) x10* formUlu ile pmol H20,

Equivalent / L olarak hesaplandi. (*=standardin konsantrasyonu)
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3.8. Raman Spektroskopisi Deneyi

Raman Spektroskopisi deneyleri, Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde gercgeklestirildi. Bltce yetersizligi
nedeniyle her deney grubundan 10’ar farkh sag femur 6rnegi olacak sekilde toplam 50
kemik deneye dahil edildi. Kemik doku oOrnekleri, Raman Spektroskopisi deneyine
baslanmadan énce PBS sollisyonu ile yikanip, cerrahi stinger ile kurulandi. Her érnege,
Renishaw inVia™ konfokal Raman mikroskobu (Wotton-under-Edge, Birlesik Krallik)
kullanilarak, 785 nm’de 1335 spektra orta noktasinda, 20x objektifinde, 5 saniye x 10

ortalama lazer atimi yapildi (Sekil 3).

RENISHAW

riin Namam Mpimpesps

Sekil 3. Raman Spektroskopisi deneyi igin kullanilan konfokal spektroskopi cihazi
(Renishaw inVia™ confocal Raman Microscope, Wotton-under-Edge, Birlesik Krallik).

3.8.1. Raman Spektroskopisi Veri Analizinin Yapilmasi

Lazer 1sini atiglari, tim 6rnek kemik gévdelerinin 2 farkli noktasina yapilarak, her
kemik érneginden iki farkli ham veri elde edildi. Elde edilen ham veriler, Microsoft Excel
(Redmond, Washington, Amerika Birlesik Devletleri) formuna aktarildi. 800-1800 cm’
arasindaki Raman kayma araligina karsilik gelen Raman isin piklerinin ortalamalari
alindi. Ortalamalari hesaplanan ham verilere, arka plan guriltd yansimalarin elimine
edilmesi amaciyla LabSpec yazilimi (Kyoto, Japonya) kullanildi (Sekil 4). LabSpec
yaziliminda 5. derece polinom segilerek, piklerin zemin ¢izgisi dizenlenmesi (baseline
correction) ve gurllth yansimalari uzaklastirma islemi yapildi. Arka plan

yansimalarindan uzaklastirilan veriler, yine LabSpec yazilimina aktarildi (Sekil 5).
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Sekil 5. LabSpec yaziliminda verilerdeki arka plan gurultd yansimalarin uzaklastiriimasi
ve purlzsuzlestirme isleminden sonra piklerin géranimu.

Aktarilan verilerden, kemik dokunun inorganik ve organik komponentlerini temsil
eden Raman bantlarina karsilik gelen isik yogunluklari (Raman Intensity) belirlendi.
Kemik dokunun mineral igerigini gosteren fosfat (viPO., 960 cm™), karbonat (v1COs,
1070 cm™), organik matriks 6zelliklerini yansitan prolin (CsHoNO,, 855 cm™ ya da 920
cm™), hidroksiprolin (CsHgNO3, 876 cm™"), amit 1 (1600-1720 cm™), amit 3 (1243-1320
cm™), metilen (CHz-wag, 1450 cm™') spektral araliklarinin pik noktalari belirlenip, bu pik
noktalarina karsilik gelen 1s1k yogunluk degerleri tespit edildi (Unal, Ahmed vd. 2021).

Kemik dokuda mineral/matriks oranini, kollajenin sarmal yapisini, kollajen
fibrillerinin oryantasyonunu, kalitesini ve olgunlugunu, mineral yapisinda degisiklik olup
olmadigini ve mineral olgunlugunu gosterebilmek amaciyla Tablo 5 ‘te verilen Raman

spektra bant oranlari hesaplandi.
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Kemikte kristal yapi analizi icin ise 1 / FWHM (viPOs pikinin yari 1sik
yogunlugundaki bant genigligi) Origin Pro 8.5 yazilimi (Northampton, MA 01060,
Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak hesaplandi. Raman Spektroskopisi analizleri
sonrasinda kemik ornekleri, i¢ nokta egme testi yapilana kadar -20 °C’de muhafaza
edildi.

Tablo 5. Raman Spektrum Bant Oranlari.

Ozellik Raman Bant Oranlari

Mineral / Matriks orani viPO4 / amit 1, viPOs4 / amit 3, viPOa4 / prolin,
viPO4 / CH2

Kollajen fibril oryantasyonu, sarmal yapisi, hidroksiprolin / prolin, 1245/ 1270 cm",

olgunlugu 1670/ 1640 cm™', 1670/ 1690 cm-!

Karbonizasyon (Mineral yapi olgunlugu) CO3/v1POs4

Kristal yapisi 1/ FWHM

Hidratasyon 6zelligi GAG /amit 3

3.9. Ug Nokta Egme Testi (Three Point Bending Test)

Ug nokta egme testi izmir Egitim Saglik Sanayi ve Yatinm A.S. arastirma
laboratuvarlarinda Universal Testing Machine Hegewald-Peschke (Am Grindchen 1,
01683 Nossen, Almanya) cihaziyla yapildi. Tium deney gruplarina ait eksize edilen
femurlar -20 °C’den oda sicakligina getirildi. Femurlar, iki mesnet arasi mesafe 15 mm
olacak sekilde mesafenin orta noktasina yatay olarak yerlestirildi. YUkleme hizi 2 mm/dk
olacak sekilde, kemiklerin orta noktasina superior-inferior yonde, kemikte kirilma
olusana kadar egme kuvveti uygulandi. Elde edilen kirilma esnasinda olugsan maksimum

kuvvetler her bir drnek icin kaydedildi.
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3.9.1. Femurun Kesit Alaninin Hesaplanmasi

Ug nokta egme testi sonucunda kirilan femur kemik érneklerinin distal parcalari
kesit alani hesaplamalari i¢in kullanildi. Kemik doku drneklerinin kirilan ytzeyleri rotor
kullanilarak puruzsuzlestirilip goruntulemeye uygun hale getirildi. Kemiklerin transvers
kirik alanlarinin fotograflanmasi, Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakltesi Biyoloji
Laboratuvar’'nda Olympus™ SZX7 stereo mikroskobu (Shinjuku, Tokyo, Japonya)
kullanilarak gercgeklestirildi. 16001200 ¢oéziundrlak, 2.5x blyutme kullanilarak distal
femur goévdelerinden elde edilen fotograflar Image J™ yazilimina (Bethesda, Maryland,
Amerika Birlesik Devletleri) aktarildi. Image J yazilimi ile femurlarin toplam ylzey alani,
cavitas medullaris ossis ylzey alani ve kortikal kemik ylzey alani mm? cinsinden
hesaplandi (Sekil 6).
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Sekil 6 Sican femur gdvdesinin transvers kesit alaninin ImagedJ yazihmi ile dlgimda.
A. Mikroskopik fotografta 500 um ile gosterilen alanin (zerine programdaki ‘straight’
menlsU kullanilarak referans bir cetvel cizildi. Referans cetvel, sekilde ok ile
gosterilmektedir. B. Programda uzunluk kalibrasyonu igin 6nce ‘analyze’ menuasu segilip,
sonra ‘set scale’ menlusunden ‘known distance’ degeri 0.5, ‘unit of length’ birimi mm
olarak ayarlandi. C. ‘Free hand selections’ menisU segilerek manuel olarak sekilde yesil
okla gosterilen total kemik ylzeyi ¢izildi. Daha sonra ‘analyze’ meniUsunden ‘measure’
segilip total kemik ylzey alani él¢ildi. D. C'deki islemlerin aynisi sekilde kirmizi ok ile
gosterilen cavitas medullaris ossis alan 6lgimu icin yapildi ve total kemik yuzey
alanindan cavitas medullaris ossis alani c¢ikartilarak kortikal kemik ylzey alani
hesaplandi.

3.9.2. Ug Nokta Egme Testi Verilerinin Hesaplanmasi

Femur o&rneklerinde kirilma olusana kadar uygulanan edme kuvveti (F)
arttirilirken, bu kuvvete karsi kemikte olusan ¢dkme degeri 6lgiildi. Orneklerde
maksimum egme kuvvetinde olugsan maksimum egme momenti Mmaks= Fmaks XL/4 formuila
kullanilarak hesaplandi. Formilde Mmax maksimum egme momentini, Fmax kemigin

kirllma anindaki kuvvet degerini, L ise iki mesnet arasindaki mesafeyi temsil eder.
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Orneklerin dairesel kesitlerinin atalet momentleri | (mm?), olmak Uzere I= 1 (R2#-R1%) /
4 denkleminden hesaplandi. Atalet momentleri hesaplanan 6rneklerin uygulanan

kuvvete kargli egme dayanimi (0) is€ Omaks=MmaksC/I olarak hesaplandi.

3.10. Mikro-BT Goriintiilemeleri

Her gruptan 12 tane toplam 60 sol femur 6rneginin Mikro-BT gorintulemeleri
Ankara Universitesi Dig Hekimligi Fakultesi'nde yapildi. Ornekler, standart 6rnek tutucu
icerisine yerlestirdi. Taramalar, Bruker Skyscan 1275 cihazi (Kontich, Belgium)
kullanilarak yapildi. Tarama parametreleri 80 kVp enerji, 125 pA yodunluk, 360 derece
¢ekim, 10 uym voxel size, 0.2 déndirme derecesi ve 49 ms maruziyet slresi olarak
belirlendi. Filtre olarak 0.1 mm Al kullanildi. Elde edilen ham veri goérintileri (.tif
formatinda 1800 adet radyografi) NRecon rekonstriiksiyon yazilimi (SkyScan, Antwerp,
Belgika) kullanilarak yeniden olusturuldu ve bu asamada tarama sirasinda olusan
radyolojik artifaktlar giderildi. Bu islem sonrasinda 6rneklerin aksiyel kesit géruntileri
(.bmp formatinda) elde edildi. Goéruntller Dataviewer yazilimina (SkyScan, Antwerp,
Belgika) yiklenerek érnekler ¢oklu eksenlerde (aksiyel, koronal, sagittal ve modifiye
eksenlerde) gérintilendi. Orneklerin mikro kemik yapisinin U¢ boyutlu analizleri igin
CTAn (SkyScan SkyScan, Antwerp, Belgika) yazilimi kullanildi. Yapilan bu analizler
sirasiyla BV/TV (% cinsinden kemik hacminin incelenen boélgedeki toplam hacme orani),
Tb.N (mm-" cinsinden birim uzunluk basina diigen ortalama trabekdl sayisi), Tb.Th (mm
cinsinden dogrudan 3D o6lcim yontemleri kullanilarak degerlendirilen trabekullerin
ortalama kalinligi), Tb.Sp (mm cinsinden dogrudan 3D &lgim kullanilarak degerlendirilen
trabekduller arasindaki ortalama mesafe) ve SMI (Yapi modeli endeksi, trabekdl yapisinin

bir gostergesi) degerleridir.

3.11. RT-PCR Deneyleri

Tdm gruplardan 1, 4, 7, 11 ve 12 numaral toplam 25 tibia érnegi gergcek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) deneyleri icin kullanildi. Deneyler, Pamukkale

Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildi. Kemik dokular homojenize
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edilip PureLink™ RNA Mini Kit (CAT No: 12183018A) kullanilarak total RNA elde edildi.
Elde edilen RNA’lardan Applied Biosystems™ High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Cat
No: 4387406) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. cONA’lardan ALP,
OCN, RANKL, Runx2, OPG, SOST, PHEX, MEPE gen ekspresyon seviyeleri
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (CAT No: A25918) yardimiyla RT-PCR ydntemi
ile analiz edildi. Genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisim, GAPDH
housekeeping/referans genine goére normalize edilip analiz yapildi. Elde edilen veriler

GraphPad Prism 7 programinda ‘isi haritalandirilmasi’ yapilarak sematize edildi.

3.11.1. Homojenizasyon ve Total RNA izolasyonu

Tdm gruplardan 5’er farkl tibia 6rnegi homojenize edilip, homojenize érneklerden
PureLink RNA Mini Kit (CAT No: 12183018A) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi.
Homojenizasyon ve RNA izolasyonu kit protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirildi
(Tablo 6 ve 7).
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Tablo 6 Kemik Doku Homojenizasyon Asamalari

No Yapilan islem

1

-20 °C’den cikartilan tibia érnekleri sivi nitrojen kullanilarak
homojenizasyona hazir hale getirildi.

Tibialar homojenizasyon igin steril havan ve tokmak kullanilarak toz hale
getirildi.

Toz hale getirilen doku érnekleri, 2 ml hacimli RNase/DNase icermeyen
Cryo tuplere koyuldu. Doku 6rnekleri hassas terazide tartilarak her
ornekten 50 mg olacak sekilde 1,5 ml hacimli RNase/DNase icermeyen
mikrosantrifij tiplerine transfer edildi.

Yikama Tamponu Il solisyonuna 60 ml %99,8 saflikta etanol eklendi.

25 doku 6rnegi icin 5 drneklik olasi hata payi géz 6éniinde bulundurularak
toplam 30 érneklik 30 ml Lysis Tamponu 50 ml hacimli steril RNase/DNase
icermeyen santrifllj tiptnde hazirlandi.

30 ml Lysis Tamponu igine her 1 ml Lysis Tamponu igin 10 pl 2-
merkaptoetanol olacak sekilde toplam 300 pl 2-merkaptoetanol eklendi.
50 mg doku basina 1 ml Lysis Tamponu sollisyonu eklenip, rotor stator
homojenizatdr yardimiyla doku homojenizasyonu saglandi. Homojenat,
12.000 g’de 2 dakika santrif(jj edildi.
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Tablo 7 Total RNA izolasyonu igin Deney Protokolii

No Yapilan islem

Her homojenata bir volim %70 etanol eklenip, vorteks ile karigtirildi.

2 500 pl homojenat spin cartridge igine transfer edildi (700 pl spin cartridge
hacminden fazla oldugu igin 500 pl homojenat tercih edildi.)

3 Homojenat, oda sicakliginda 12.000 g’de 15 saniye santriflij edilip spin
cartridge altindaki toplama tipiinde olusan sipernatant bosaltildi.
2 ve 3 no’lu iglemler tekrarlandi.
500 ul Yikama Tamponu | spin cartridge icine eklendi, oda sicakliginda
12.000 g’'de 15 saniye santriflij edilip toplama tlipl ve toplama tiplnde
olusan slpernatant atildi. Spin cartridge yeni toplama tlpune yerlestirildi.

6 500 ul Yikama Tamponu Il spin cartridge icine eklendi, oda sicakliginda
12.000 g’'de 15 saniye santriflij edilip toplama tliplinde olusan stpernatant
bosaltildi.

7 6 no’lu islem tekrarlandi.

8 RNA’nin baglandigi membranin kurutulmasi icin spin cartridge 12.000 g’de
2 dakika santriflij edilip spin cartridge toplama tliptinden ayrilip recovery
tipune yerlestirildi.

9 60 ul RNase icermeyen su spin cartridge icine koyularak spin cartridge
oda sicakliginda 1 dakika inkibe edildi.

10  Membrana baglanmis RNA’yi recovery tlipline elle edilmesi igin oda
sicakliginda 12.000 g’de 2 dakika santrifiij yapildi.

11 Elde edilen RNA drnekleri -80 °C’de muhafaza edildi.

izole edilen RNA érneklerinin safligi ve konsantrasyonu Nanodrop Spektroskopisi
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerika Birlesik Devletleri) ile
analiz edildi. Analiz i¢cin ND 1000 V3.6.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi. Nanodrop Spektroskopisisi'ne 1
Ml RNase icermeyen su koyularak 6lgim standardize edildi. Analiz sirasinda buz
Uzerinde muhafaza edilen RNA drneklerinden 1’er pl olacak sekilde pipetlenip érnekler
cihaza yerlestirildi. RNA orneklerinin safligi kullanilan yazilimda 260 ve 280 nm’de,

konsantrasyonlari ng / pl cinsinden analiz edildi.
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3.11.2. cDNA Sentezi ve RT-PCR

izole edilen RNA o6rneklerinden cDNA sentezi Applied Biosystems™ High-
Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (CAT No: 4387406) kullanilarak kit protokoliine uygun
yapildi (Tablo 8).

Tablo 8 cDNA Sentez Karisimi

Hacim igerik

10 ul 2X RT Tampon Karigimi
1l 20X RT Enzim Karigimi

Maksimum 9 pl RNA 6rnegi

Degisken Nukleaz icermeyen su

20 pl Total (reaksiyon bagina)

cDNA sentez karisimi hazirlandiktan sonra karisim, Tablo 9‘da belirtilen
sicakliklarda bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar, daha sonra RT-PCR asamasi igin
-20 °C’de muhafaza edildi.

Tablo 9 cDNA Sentez Karisimlarinin Bekletildigi Sicakliklar ve Sireleri

Asama 1 Asama 2 Asama 3
Sicaklik 37°C 95°C 4°C
Siire 60 dakika 5 dakika 0

Elde edilen 20’ser ul'lik cDNA’lar niikleaz icermeyen su kullanilarak 180 ul olacak
sekilde dilie edildi. Kurutulmus olarak teslim alinan primerlerin 100 uM derigimle stok
haline getirilmesi i¢in nlkleaz icermeyen su kullanilarak pipetaj ile ¢6zinmesi saglandi.
Stok haline getirilen primerlerden 10’ar uM ara stok 0,2 ml hacimli RNase/DNase
icermeyen PCR tlplere aktarildi. Kalan ana stok primerler -20 °C’de muhafaza edildi.
RT-PCR reaksiyonlarinda, PikoReal 96 Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerika Birlesik Devleri) ve PikoReal Software 2.2
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerika Birlesik Devletleri)

kullanilarak her bir dongu sonunda amplifikasyon Urtnlerinin degisimi anlk olarak takip



26

edildi. RT-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer baz dizilimleri (5’-3’) Tablo 10’ da,

kuyucuk basina disen reaksiyon bilesimi de Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 10 Primer Baz Dizilimleri

Primer Forward Reverse

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA
ALPL TCCCAAAGGCTTCTTCTTGC ATGGCCTCATCCATCTCCAC
Runx2 GGCGTCAAACAGCCTCTTCA GCTCACGTCGCTCATCTTGC
Col1a1 CATGTTCAGCTTTGTGGACCT GCAGCTGACTTCAGGGATGT
PHEX TACTGCCTGAAGCCAGAATG CCACAGAAAGATTTACTTTGCTCA
MEPE ACTGTTCCTCTTCAGTATGAC TGATATTTCTGAGGAGGGTG
RANKL AGCGAAGACACAGAAGCACTAC TTTATGGGAACCCGATGGGATG
OCN GGGCAGTAAGGTGGTGAATAG AGTCCTGGAGAGTAGCCAAAG
Sost AGAGAACAACCAGACCATGAACC GTCTCAGGTCCGAAGTCCTTG
OPG CGAGTGATGAATGCGTGTACTG CTTCGCACAGGGTGACATCTATT

Tablo 11 RT-PCR Bilegimi

Hacim igerik

5l PowerUp™ SYBR™ Green Master Karisimi (2X)
0,5 ul Forward ve reverse primerler

1l cDNA

3,5 ul Nukleaz icermeyen su

10 pl

Toplam
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3.12. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizleri yapilan kantitatif parametreler:

Serum osteokalsin ve serum alkalin fosfataz seviyeleri

TAS (Total antioksidan seviyesi) ve TOS (Total oksidan seviyesi) élguimleri
Biyomekanik testlerden elde edilecek sonuglar: Maksimum dayanma kuvveti
(Newton), egme dayanimi (MPa)

Mikro-BT dlctimleri: BV/TV (kemik hacminin incelenen bdlgedeki toplam hacmine
orant), Tb.Th (Dogrudan 3D d&lgim ydntemleri kullanilarak degerlendirilen
trabekullerin ortalama kalinligi), Tb.Sp (Dogrudan 3D olcim kullanilarak
degerlendirilen trabekiller arasindaki ortalama mesafe)

Raman spektroskopisi: Mineral matriks-organik matriks band orani, Fosfat/Amide
| band orani, Fosfat/Amide Ill band oranlari, Fosfat/CH2 band oranlari, Fosfat/
Proline band oranlari, Carbon/Fosfat band oranlari, Cristinality (kristallesme

parametresi) cm’

Kalitatif, semikantitatif parametreler:

1-

PCR: RT-PCR teknigi, kalitatif bir analizdir; ancak analiz sonrasinda elde edilen
ilgili MRNA ekspresyon bantlarinin yogunlugu Image J (NIH, Maryland, USA)
dansitometre programi ile belirlenmis ve kontrol olarak kullanilan GAPDH gen
ekspresyonuna ait bantlarin yodunlugu ile oranlanarak sonuglar verilmistir.
Boylece sonugta yari-kantitatif olarak ilgili mRNA bantlarinin yogunluklari ifade

edilmistir.

Elde edilen kantitatif ve semikantitatif verilerin normal dagilima uygunluklari test

edildikten sonra normal dagihma uyan verilerde ANOVA testi kullanilarak gruplar arasi

farkin anlamhligi ortaya koyulmustur. Normal dagilima uymayan verilerde ise Kruskal

Wallis testi yapilmistir. Gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu durumlarda farki yaratan

grubun saptanmasi igin post-hoc analizi yapiimistir. Degiskenler arasindaki iliskinin

ortaya konulmasi icin Pearson korelasyon analizi yapilmigtir.
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4.BULGULAR

4.1. Serum Alkalin Fosfataz ve Serum Osteokalsin Seviye Bulgulari

Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde serum ALP ve OCN seviyelerine bakildi
(Tablo 12). Serum ALP seviyeleri, OVX grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 7). Ote yandan resveratrol tedavisi verilen
OVX+Res80 grubunun serum ALP seviyesi, kontrol grubuna gére anlaml derecede
yuksek bulunurken (p=0,0317) OVX+Res40 grubunun serum ALP seviyesi ise OVX
grubuna gore anlamli derecede disilk bulunmustur (p<0,0001). YUlksek doz resveratrol
tedavisi verilen OVX+Res80 grubunun serum ALP seviyesinde, OVX grubuna goére
anlamli derecede azalma gdézlemlenmistir (p=0,0007). Her iki doz resveratrol grubunun

serum ALP seviyeleri anlamli derecede birbirinden farkli bulundu (p=0,0081).

Serum OCN seviyesinde ise en yuksek deger OVX grubunda tespit edilmigtir.
OVX grubundaki bu artik kontrol grubuna gére anlamli derecede yuksektir (p=0,0048).
Resveratrol tedavisi verilen OVX+Res40 (p=0,0153) ve OVX+Res80 (p<0,0001)
gruplarindan ise OCN seviyesi OVX grubuna gore anlamli derecede diigik oldugu ortaya
koyulmustur. Dusuk ve yuksek doz resveratrol tedavisi verilen OVX+Res40 ve
OVX+Res80 gruplarinin OCN degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamisgtir (p>0,05).
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Sekil 7 Serum ALP ve serum OCN seviyelerinin gubuk grafigi. Grafikteki degerler
aritmetik ortalama + standart sapma degerlerini gostermektedir. *Kontrol grubuna gére
anlaml fark (p<0,05), ™ OVX grubuna gore anlamli fark (p<0,05).



Tablo 12. Deney gruplarinin Serum TAS-TOS, Serum ALP-OCN, Ug Nokta Egme Testi ve
Mikro-BT goéruntilemelerinden elde edilen degerler (ortalamat standart sapma). * p<0,05
kontrol grubuna kargi ve ™ p<0,05 OVX grubuna karsi.

Kontrol SHAM ovX OVX+Res40 OVX+Res80
Elisa Deneyleri

Serum ALP 2,37+0,18 2,75+0,34 3,51+0,37 * 2,32+0,27 ** 2,82+0,62 **
(ng/mol)
Serum OCN 4,09+1,34 4,21+0,97 5,51+0,64 * 4,17+£1,49 ** 3,4+1,15*
(nmol/L)
Serum TAS 8,15+1,22 7,79+0,82 7,42+0,13 8,3+1,27 7,77+0,75
(mmol Trolox
Equiv/ L)
Serum TOS 1,02+0,08 1,12+0,32 1,59+0,37 * 1,171£0,66 1,071£0,44 **
(umol H202
Equivalent /L)
Egme Testi
Egdme Dayanimi 13,54+1,38 12,15+1,55 10,15+0,87* 13,10+1,51** 13,11+0,89**
(MPa)
Mikro-BT
BVITV (%) 10,15+0,74 9,81£1,48 8,96%£1,06* 9,24+1,13*  9,62+1,04 **
Total Volim 305,16+21,7 298,75+40,5 273,86+35,8* 303,62+30,1** 306,58+23,2**
Tb.Vol 30,1442,39 28,86+2,77 26,71+2,3* 27,81+2,17* 29,97+1,78**
Tb.Th (mm) 0,93+0,02  0,92+0,03 0,904+0,02*  0,91+0,03 0,93+0,03**
Tb.Sp (mm) 3,75£0,28  3,91+0,3 4,07+0,26*  3,92+0,3 3,76+0,22**

4.2. Serum Total Antioksidan (TAS) ve Oksidan (TOS) Seviye Bulgulari

Calismamizdan elde edilen TAS ve TOS 6l¢im sonuglari Tablo 12’de verilmigtir.
Bu sonuglara goére Resveratrol verilen gruplarda dahil olmak Uzere gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamistir (p =0.1769) (Sekil 8). Total oksidan

seviye bulgularinda ise OVX grubunun TOS degerinin kontrol grubuna gére anlaml

derecede yuksek oldugu goézlemlenmistir (p<0,05).

resveratrol tedavisi verilen OVX+RES 80 grubunun istatistiksel olarak anlamli oranda

OVX grubundan daha distik oldugu (p<0,05) gézlemlenirken bu degerin kontrol grubuyla

ayni seviyeye geldigi belirlenmigtir.

Ote yandan 80 mg/kg/gin
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Sekil 8 Serum Total Antioksidan (TAS) ve Serum Total Oksidan (TOS) seviyelerinin
cubuk grafigi. Grafikteki degerler aritmetik ortalama + standart sapma degerlerini
gostermektedir. *Kontrol grubuna gére anlaml fark (p<0,05), ™ OVX grubuna gore
anlamli fark (p<0,05).

4.3. Raman Spektroskopisi Bulgulari

Raman spektroskopisi analizlerinde her gruptan 10 farkh femur deneye dahil
edildi. 5 saniye x 10 ortalama lazer atimi yapilan femurlarin spektrumlarinin ortalamalari
hesaplanarak tek bir spektruma donusturalda. Arka plan gurdltd yansimalarindan
uzaklastirilan piklerde, femurun dokusal karakterini géstermek amaciyla viPO4 / amit 1,
v1PQO4/ amit 3, v4PO4/ prolin, viPO4/ CHa, hidroksiprolin / prolin, 1245/ 1270 cm™, 1670
/1640 cm™, 1670/ 1690 cm™, CO3/ viPO4, GAG / amit 3, 1/ FWHM degerleri hesaplandi
(Sekil 9).
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Sekil 9 Raman spektroskopi degerlerinin gubuk grafigi. Kontrol (n=10), SHAM (n=10),
OVX (n=10), OVX+Res40 (n=10), OVX+Res80 (n=10). Grafikteki dederler aritmetik
ortalama + standart sapma degerlerini gostermektedir. *Kontrol grubuna gére anlamli
fark (p<0,05), **OVX grubuna goére anlaml fark (p<0,05).
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4.3.1. viPO4 / Amit 1 Degeri

Mineral/Matriks oranini temsil eden parametrelerden v{POs / amit 1 orani
degerleri OVX grubunda olusan osteoporoza bagli olarak kontrol grubuna gére anlamh
derecede daha dusuktur (p=0.0033). Kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-
(OVX+Res40), Kontrol-(OVX+Res80), (OVX+Res40)-(OVX+Res80) gruplari arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Iki farkli dozda resveratrol tedavisi uygulanan
OVX+Res40 (p=0.0109) ve OVX+Res80 (p=0.0023) gruplarinin viPO4/ amit 1 degerinde
OVX grubuna goére anlamli artis bulundu (Bknz. Sekil 9).

4.3.2. viPO, | Amit 3 Degeri

Mineral/Matriks oranini temsil eden parametrelerden v/iPO; / amit 3 orani
degerleri OVX grubunda osteoporoza bagl olarak kontrol grubuna goére anlamh
derecede duslk bulundu (p=0.0375). Kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-
(OVX+Res40), Kontrol-(OVX+Res80), (OVX+Res40)-(OVX+Res80), SHAM-
(OVX+Res40), SHAM-(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamh bir fark bulunmadi
(p>0,05). ki farkli dozda resveratrol uygulanan OVX+Res40 (p=0.0069) ve OVX+Res80
(p=0.0085) gruplarinin v{PO4 / amit 3 degerinde OVX grubuna gore istatistiksel olarak

anlamh artis gézlemlendi (Bknz. Sekil 9).

4.3.3. viPO4 / Prolin Degeri

Mineral/Matriks oranini temsil eden parametrelerden viPO, / prolin degeri ise yine
benzer sekilde OVX grubunda osteoporoza bagl olarak kontrol grubuna gére anlamli
derecede dusik bulunmustur (p=0.0003). Kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-
(OVX+Res40), Kontrol-(OVX+Res80), (OVX+Res40)-(OVX+Res80), SHAM-
(OVX+Res40), SHAM-(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamazken
(p>0,05) iki farkli dozda resveratrol uygulanan OVX+Res40 (p=0.0276) ve OVX+Res80
(p=0.0114) gruplarinin viPO4 / prolin degeri OVX grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml oranda artmistir (Bknz. Sekil 9).
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4.3.4. 1245/ 1270 cm™ Degeri

Kollajen denatlrasyonu ile iligkili parametrelerden olan 1245 / 1270 cm
degerinde OVX grubunda kontrol grubuna goére anlamli derecede artis bulundu
(p=0.0068). Kontrol-SHAM gruplar arasinda, Kontrol-(OVX+Res40), Kontrol-
(OVX+Res80), (OVX+Res40)-(OVX+Res80), SHAM-(OVX+Res40), SHAM-
(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Fakat iki farkli
dozda resveratrol uygulanan OVX+Res40 (p=0.0068) ve OVX+Res80 (p=0.0047)
gruplarinin 1245/ 1270 cm™ degeri OVX grubuna gore anlamli derecede daha dusiiktir
(Bknz. Sekil 9).

4.3.5. 1670 / 1640 cm™ Degeri

Kollajen denatlrasyonu ile iligkili parametrelerden olan 1670 / 1640 cm
degerinde ise OVX grubunda kontrol grubuna gére anlaml derecede artis gorulirken
(p=0.0006) kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res40), Kontrol-
(OVX+Res80), (OVX+Res40)-(OVX+Res80), SHAM-(OVX+Res40), SHAM-
(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). iki farkli dozda
resveratrol uygulanan OVX+Res40 (p=0.0023) ve OVX+Res80 (p=0.0006) gruplarinin
1670/ 1640 cm™ degeri OVX grubuna gore anlamli derecede diislik bulundu (Bknz. Sekil
9).

4.3.6. 1670/ 1690 cm™' Degeri

Kollajenin yapisal olgunluk parametresi olan 1670 / 1690 cm™ degeri, OVX
grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede dustuktir (p<0.0001). Kontrol-SHAM
gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res40), Kontrol-(OVX+Res80), (OVX+Res40)-
(OVX+Res80), SHAM-(OVX+Res40), SHAM-(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (p>0,05). 40 mg/kg/gun dozunda uygulanan OVX+Res40 grubunun 1670
/ 1690 cm™ de@erinde OVX grubuna gére anlamh artis bulunurken (p=0.0121) 80
mg/kg/giin dozunda uygulanan OVX+Res80 grubunun 1670 / 1690 cm™ degeri ile diger
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Bknz. Sekil 9).
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4.3.7. 1/FWHM Degeri (Kristallinite Analizi)

Mineral yapinin kristallesme oranini yansitan 1 / FWHM degeri, OVX grubunda
kontrol grubuna goére anlamli derecede dusuk bulundu (p=0.0003). Kontrol-SHAM
gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res40), Kontrol-(OVX+Res80), (OVX+Res40)-
(OVX+Res80), SHAM-(OVX+Res40), SHAM-(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (p>0,05). iki farkli dozda resveratrol uygulanan OVX+Res40 (p=0.0071)
ve OVX+Res80 (p=0.0284) gruplarinin 1/ FWHM degerinde OVX grubuna gére anlamli
artis gézlemlenmigtir (Bknz. Sekil 9).

4.3.8. GAG / Amit 3 Degeri

OVX gruplarinda olusan osteoporoza bagh olarak bozulan mineralizasyon
dengesiyle birlikte GAG / amit 3 degeri, OVX grubunda kontrol grubuna gére anlamli
derecede dusik gdézlemlenmistir (p=0.0286). OVX+Res40 grubunun GAG / Amit 3
degeri kontrol grubuna goére anlamli derecede dusuk oldugu gorulirken (p=0.0049)
SHAM grubunun GAG / Amit 3 degeri OVX+Res40 grubuna goére anlamli derecede daha
yuksektir (p=0.0006). OVX+Res80 grubunun GAG / amit 3 degerinde OVX grubuna goére
anlamh bir artig goralirken (p=0.0157) OVX+Res40 grubunun GAG / Amit 3 degeri
OVX+Res80 grubuna goére anlamli derecede disik oldugu belirlenmistir (p=0.0023).
Kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res80), SHAM-(OVX+Res80), OVX-
(OVX+Res40) gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmemistir.
(p>0,05) (Bknz. Sekil 9).

4.4. Ug Nokta Egme Testi Bulgulari

Uc nokta egme testine her gruptan 12 farkh femur dahil edilip egme dayanimi
(flexural strength) hesaplandi (Bknz. Tablo 12). OVX grubunda olusturulan osteoporoz
kemigin kuvvet karsisinda dayanimini azalttigindan dolayr OVX grubunun egme
dayanimi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh olarak daha dusuktar
(p<0,0001). Resveratrol tedavisi verilen OVX+Res40 ve OVX+Res80 gruplari arasinda

anlamh farkhliga rastlanmazken (p>0,05) tedavi gruplari olan OVX+Res40 ve
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OVX+Res80 gruplarinin egme dayanim degeri OVX grubuna gdre anlamli derecede
daha ylksek oldugu tespit edilmigtir (p<0,0001) (Sekil 10).

egme dayanimi
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Sekil 10 Ug Nokta Egme (Three-point bending) Testinden elde edilen egme dayanimi
(flexural strength) degerlerinin cubuk grafigi. Kontrol (n=12), SHAM (n=12), OVX (n=12),
OVX+Res40 (n=12), OVX+Res80 (n=12). Grafikteki degerler aritmetik ortalama *
standart sapma degerlerini gdstermektedir. *Kontrol grubuna gore anlamli fark (p<0,05),
**OVX grubuna goére anlamli fark (p<0,05).

4.5. Mikro-BT Bulgular

Mikro-BT goéruntilemelerine her gruptan 12 farkl sol femur dahil edildi. BV / TV
(percent volime, kemik hacminin incelenen boélgedeki toplam hacme orani), total volim,
Tb.N (Birim uzunluk bagina disen ortalama trabekil sayisi), Tb.Th (Dogrudan 3D &lgim
yontemleri kullanilarak degerlendirilen trabekdllerin ortalama kalinligi), Tb.Sp (Dogrudan
3D dlgum kullanilarak degerlendirilen trabekdller arasindaki ortalama mesafe degerleri
hesaplandi (Bknz. Tablo 12 ve Sekil 11).

4.5.1. BV/ TV Degeri

BV / TV degeri, OVX ve OVX+Res40 grubunda Kontrol grubuna goére anlamli
derecede dusuk bulundu (p=0,0005, p=0,0073). BV / TV degeri i¢in Kontrol-SHAM
gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res80), (OVX+Res40)-(OVX+Res80) gruplan
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arasinda anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05). Sham ve OVX+Res80 grubunun BV / TV
degeri, OVX grubuna goére anlamh derecede yiksek bulundu (p=0,0106, p=0,0439)
(Bknz. Sekil 11).

4.5.2. Total Voluiim Degeri

Total Volim Degeri OVX grubunda Kontrol grubuna goére anlaml derecede dusik
bulundu (p=0,0385). Kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res80),
(OVX+Res40)-(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
OVX+Res40 ve OVX+Res80 gruplarinin total volim degeri, OVX grubuna gére anlamli
derecede yuksek bulundu (p=0,0431, p=0,0180) (Bknz. Sekil 11).

4.5.3. Trabekuler Volum Degeri

Trabekiler volim dederi OVX ve OVX+Res40 grubunda Kontrol grubuna gore
anlaml derecede dusik bulundu (p<0,0001, p=0,0081). SHAM grubunun trabekiler
volim degeri OVX grubuna goére anlamli derecede yuksek bulundu (p=0,0234). Kontrol-
SHAM gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res80), OVX-(OVX+Res40) gruplari arasinda
anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05). OVX+Res80 grubunun trabekuler volim degeri,
OVX grubundan anlamli derecede yuksek bulundu (p=0,0001). OVX+Res40 grubunun
trabekdler volim degeri OVX+Res80 grubuna gore anlamli derecede disik bulundu
(p=0,0168) (Bknz. Sekil 11).
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Sekil 11 Mikro-BT parametrelerinin gubuk grafigi. Kontrol (n=12), SHAM (n=12), OVX
(n=12), OVX+Res40 (n=12), OVX+Res80 (n=12). Grafikteki degerler aritmetik ortalama
+ standart sapma degerlerini gdstermektedir. *Kontrol grubuna goére anlamh fark
(p<0,05), **OVX grubuna gére anlamli fark (p<0,05).
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4.5.4. Trabekiiler Ortalama Kalinlik Degeri

Trabekuler ortalama kalinhk degeri OVX grubunda Kontrol grubuna gére anlamh
derecede dusuk bulundu (p=0,0363). Kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-
(OVX+Res80), (OVX+Res40)-(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamh bir fark
bulunmadi (p>0,05). OVX+Res80 grubunun trabekiler ortalama kalinlik degeri, OVX
grubundan anlamli derecede yuksek bulundu (p=0,0163) (Bknz. Sekil 11).

4.5.5. Trabekiiller Arasi Mesafe

Trabekdiller arasi mesafe OVX grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede
yuksektir (p=0,0031). Kontrol-SHAM gruplari arasinda, Kontrol-(OVX+Res80),
(OVX+Res40)-(OVX+Res80) gruplari arasinda anlamh bir fark bulunmadi (p>0,05).
OVX+Res80 grubunun trabekiller arasi mesafesi, OVX grubundan anlamli derecede
dislk bulundu (p=0,0122) (Bknz. Sekil 11).

4.6. RT-PCR Bulgulan

RT-PCR deneyleri sonucunda osteoporoz modeli olugturulan OVX grubunda
osteojenik primerlerden ALPL, Col1a1, Runx2, OPG, OCN ve PHEX ekspresyon
seviyelerinde azalma gdézlendi. RANKL ve MEPE ekspresyonunun ise OVX grubunda
arttigr gozlendi. Col1al ve Runx2 ekspresyon seviyelerinin her iki doz resveratrol
grubunda arttigi, bu artisin 80 mg/kg resveratrolde daha fazla oldugu gdsterildi. RANKL
ekspresyonunun OVX grubunda diger gruplardan daha ytksek oldugu, éte yandan her
iki doz resveratrolin RANKL ekspresyon seviyesini azalttigi bulundu. 40 mg/kg
resveratrol grubunun RANKL ekspresyon seviyesinin SHAM grubunun RANKL
seviyesinden daha dusik oldugu, 80 mg/kg resveratroliin ise bu seviyeyi SHAM grubu
seviyesine indiremedigi saptandi. Her iki doz resveratrol grubunun OPG ekpresyon
seviyesini arttirmasinin yani sira 40 mg/kg resveratrolin 80 mg/kg’ye gore OPG
ekspresyonunu daha fazla arttirdi§i gosterildi. Ote yandan kemik mineralizasyon
inhibitéri olan MEPE ekspresyonunun OVX grubunda artmis oldugu, her iki doz
resveratrolin MEPE ekspresyon seviyesini azalttigi gosterildi. 40 mg/kg resveratrolin

MEPE ekspresyonunu 80 mg/kg’ye gore daha fazla azalttigi bulundu (Sekil 12).
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Sekil 12 Primerlerin gen ekspresyon seviyesinin isi haritalandirilmasiyla gosterimi.
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5. TARTISMA

Calismamizda overektomi yapilan sicanlarda iki farkh dozda resveratrol (40
mg/kg/giin ve 80 mg/kg/glin) uygulamasinin kemik Gzerindeki etkilerinin arastiriimasi
amagclanmistir. Resveratrolin kemikteki etkileri hiicresel dizeyde Rt-PCR deneyi ile,
doku dizeyinde Raman Spektroskopisi ile, mikromimarisi Mikro-BT ile, makro yapiya
yansimalari ise U¢ nokta egme testi ile butincll olarak ortaya koyulmustur. PMOP
modelinin olusturulmasi i¢in dinamik kemik dokusuna sahip olmasi, dogduktan 2,5 ay
sonra seksuel ve 10 ay sonra iskelet yapisinin olgunlagmasi, insanda olusan PMOP
surecine benzer 6zelliklerinden dolayi Wistar cinsi disi sigan kullaniimistir (Jee and Yao
2001, Liu, Li vd. 2015). Overektomiye karsi kemik dokuya iligkin parametrelerin
degisimini sigan cinsleri arasinda karsilastiran literatur verisi bulunamamistir. Bu bilgiye
ek olarak, Sprague-Dawley ve Wistar cinsleri osteoporoz modeli olusturmada yaygin
olarak kullanilimakla beraber; her iki cinste de overektomiye karsi benzer cevaplar
olustugu bildiriimigstir (Yousefzadeh, Kashfi vd. 2020).

Resveratrolun overektomili sican kemik hicreleri Gzerindeki etkisinin gosterilmesi
amaciyla, Rt-PCR deneyi ile kemik metabolizma belirtegleri olan ALP, OCN, RANKL,
Runx2, OPG, Col1a1, PHEX, MEPE genlerinin ekspresyon seviyeleri gdsterilmistir.
Resveratrolin, kemikte doku dizeyindeki etkisinin incelenmesi amaciyla Raman
Spektroskopisi ile mineral/organik matriks orani (viPO4 / amit 1, v4PO4/ amit 3, viPO4/
prolin, viPO4/ CH>), karbonizasyon (COs / viPQy), kollajen olgunlugu, fibril oryantasyonu
(hidroksiprolin / prolin, 1245/ 1270 cm™, 1670/ 1640 cm™, 1670/ 1690 cm™"), kristallinite
(1 / FWHM), hidratasyon 6zelligi (GAG / amit 3) degerlerinin analizi yapiimistir.

Hucresel ve dokusal dedisimlerin kemigin trabekdler ve kortikal mikromimarisine
yansimasi, ayrica overektomiden 11 hafta sonra olusacak osteoporoz modelinin
dogrulanmasi igin ise Mikro-BT gortntilemeleri yapiimis ve bu goérintilerden énemli

parametreler hesaplanmistir.
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Saglikli ve osteoporotik sican kemiklerinde yapilan molekiler deneylerin kemigin
biyomekanik 6zelliklerine nasil yansidigi (¢ nokta egme testi sonucunda elde edilen

egdme dayanimi de@eri hesaplanarak gosterilmistir.

Olusturulan osteoporoz modelinin oksidatif stres iligkili belirteclere etkisi ise TAS,
TOS degerleri Uzerinden agiklanmigtir. Postmenopozal osteoporoz modelinde
resveratrolin tum iskelet yapiya etkisini gosterebilmek amaciyla da kemik formasyon

belirteclerinden olan serum ALP ve OC seviyeleri gosterilmistir.

Bu calismada, overektomi yapilan siganlarda iki farkli dozda resveratrol
uygulandi. Resveratroliin kemigin inorganik ve organik bilesenlerinin doku diizeyindeki
Ozelliklerine yansimasi Raman spektroskopisi kullanilarak goésterildi. Femurun dokusal
karakterizasyonunun arastirilmasi amaciyla viPO4 / amit 1, viPO4/ amit 3, viPO4/ prolin,
v1PQ4/ CHy, hidroksiprolin / prolin, 1245/ 1270 cm™, 1670/ 1640 cm™, 1670 /1690 cm™",
CO3/viPO4 GAG / amit 3, 1 / FWHM bant oranlari hesaplandi. CO3 bandinin (1020 cm-
1-1100 cm™) proteoglikan (~1060 cm™), vsPO4 (~1045 cm™) bantlari ile Ust Uste gakisma
olasili§i nedeniyle bant oranlarinin hesaplanmasinda kemigin kimyasal 6zelliklerine
daha hassas olan pik yogunluk yéntemi kullanildi (Unal, Ahmed vd. 2021). Kemikte
denatlrasyon olusmadigi slirece Raman spektroskopisi ile elde edilen kollajen iligkili
parametrelerin tekrarli élgiimler sonucunda degismedigi gdsterilmistir (Unal, Jung vd.
2016). Bu da Raman spektra verilerinin zamandan bagimsiz olarak stabil oldugunu
gostermektedir. Kemikte mineral/matriks orani osteoporoz gibi kemik patolojilerinde
azalir (Paschalis, Gamsjaeger vd. 2017) (Paschalis, Gamsjaeger vd. 2017). OVX
grubunun viPQO4 / amit 1, viPO4 / amit 3, viPOs / prolin degerleri, kontrol grubuna goére
anlamli derecede dugik oldugu belirlenmistir. Fakat resveratrol verilen OVX+Res40 ve
OVX+Res80 gruplarinin viPO4 / amit 1, viPO4 / amit 3, viPOs / prolin degerleri ise OVX
grubuna goére anlamh derecede ylksek bulunmustur. Bu galismadaki viPO4 / amit 1,
viPO4 / amit 3, v4PO4 / prolin bandi bulgularina gére overektominin sican kemik
dokusunda lokal bazda mineralizasyon miktarini negatif yonde etkiledigi, 40 mg/kg/gun
ve 80 mg/kg/gliin doz resveratroliin overektominin kemik dokuda olusturacadi mineral /
matriks oranindaki dususin énune gectigi gosterilmistir. viPO4 / CH2 oraninda ise diger

mineral/matriks degerlerine gére deney gruplari arasinda anlamli fark bulunmamistir.

Ote yandan CO; / v4PO, degeri icin gruplar arasi anlamli farklilik yoktur.
McCreadie ve ark., osteoporozun kortikal kemik dokusunda COs; / v{PO4 degerini
arttirdigini géstermistir (McCreadie, Morris vd. 2006). Bu da osteoporozun kemik dokuda
mineral kristal boyutunu degistirdigini gostermektedir. Mineral kristal yapisinda CO3

yerlesimi arttik¢ca kristal yapi boyutunun kiguldigd, bunun sonucunda mineral ve
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kollajen etkilesiminin azaldigi belirtiimistir. CO3 yerlesimi hidroksiapatit kristal yapisinda
atomik duzensizligi arttirip kristal gelisimini azaltarak, kemigin mineral kristal yapisini
degistirir (Unal, Creecy vd. 2018). Mineral ve kollajen etkilesiminin azalmasinin, kemik
toklugu Uzerinde negatif etki gdsterdigi, azalmis toklugun ise kemige daha kirilgan bir
karakter kazandirdidi belirtilmistir (Unal, Creecy vd. 2018). Kemik organik matriksinden
Ozellikle tip 1 kollajen iceriginin tokluk 6zelligi ile iligkili oldugu g6z énune alindiginda CO3
yerlesiminin tokluk ve akma sonrasi tokluk 6zelligi arasinda negatif bir iliskide olmasi
kemigin biyomekanik karakterinin yalnizca mineral ya da organik matriks yonunden ele
alinmamasi gerektigini vurgulamaktadir (Unal 2021). Bu agidan galismamizda kemigin

organik ve inorganik komponentleri butincil bir bakis agisiyla ortaya koyulmustur.

Perimenopozal dénemde olan kadinlarda yapilan bir c¢alismada hormon
replasman tedavisinin kemik mineral yogunlugunu arttirmasinin yani sira mineral kristal
boyutunu azalttidi belirtiimigtir (Faibish, Ott vd. 2006). Raman spektroskopisi
bulgularimiz 1siginda CO3 / viPO4ve 1 / FWHM analizlerine gére dusuk ve ylksek doz
resveratrolin overektomili sican kemiginde mineral kristal boyutunu degistirmeden
kristal olgunlugunu arttirdi§i ve bu etkiyi de mineral-kollajen etkilesimini engellemeden

yaptigi gérulmektedir.

Calismamizda overektominin kollajenin konformasyonel yapisi Gizerine etkisi amit
1 ve amit 3 iligkili bantlarla gdsterilmistir. OVX grubunda kontrol grubuna gére Amit 1
iliskili bantlardan 1670 / 1640 degeri anlamli derecede ylksek olmasina ragmen 1670 /
1690 degerinin anlamli derecede dusuk olmasi overektominin kemikte kollajenin Gglu
helikal yapisini bozdugunu, kollajen molekdulleri arasindaki rastgele kivrilmalari arttirarak
kollajen denatlirasyonuna yol agtigini gostermektedir. OVX+Res40 ve OVX+Res80
gruplarinin 1670 / 1640 degeri ise OVX grubuna goére anlaml derecede dusuk
bulunmasina ragmen 1670 / 1690 degeri OVX+Res40 grubunda OVX grubuna goére
anlaml derecede yuksektir. Amit 3 iligkili 1245 / 1270 degerinin OVX grubunda kontrol
grubuna goére anlamli derecede ylksek, OVX+Res40 ve OVX+Res80 gruplarinda OVX
grubuna gére anlaml derecede disik olmasi, 1670 / 1640 bulgularini desteklemektedir
(Bknz. Sekil 9). Calismamizin amit 1 ve amit 3 alt bant bulgularina gore her iki dozda
uygulanan resveratrollin overektominin kollajen yapisal organizasyonunda olusturdugu
negatif degisimin énlne gectigi gorilmektedir. Calismamizda 1670 / 1690 bulgularina
gére overektominin saglikh sican kemiginde kollajen molekdlleri arasindaki olgun
enzimatik bag oranini dusurdugu, sonugta matriks olgunlugunu azalttigi gosterilmistir.
Kollajen molekillerindeki olgunlasmanin azalmasi 40 mg/kg/gin dozda resveratrol
uygulamasi ile engellenirken, 80 mg/kg/giin uygulanan grupta bu etki bulunamamuistir.

1245/ 1270 degeri kollajen fibril oryantasyonu hakkinda bilgi verir (Unal, Jung vd. 2016).
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1245 / 1270 degeri icin her iki doz resveratrol grubu arasinda anlamh farklilik

bulunmamistir.

Kemik dokunun organik ve inorganik matriks igeriginin incelenmesinin yaninda
mineral ve kollajen iligkili su molekullerinin dagiliminin incelenmesi kemigin dokusal
karakterizasyonuyla birlikte biyomekanik ozelliklerini de yansitmaktadir. Kemik dokuda
su molekullerinin dagiliminin incelenmesi, osteoporoz gibi yash populasyonu etkileyen
global bir saglik sorununda kirik riskinin 6ngoérilmesi agisindan énem arz eder. Bu
probleme yonelik olarak Nyman ve ark., kortikal kemik dokusunda degisken sicakliklarda
yaratilan dehidratasyonun G¢ nokta egme testi ile elde edilen mekanik Ozellikleri
(strength, stiffness, toughness) etkiledigini ileri sirmus, kemik dokudaki su molekdlleri
dagihminin sadece kanalikuler-lakiiner formda olmadidini, ayrica kollajen ve mineral

apatit yapilarinda da bulunan formlari oldugunu géstermistir (Nyman, Roy vd. 2006).

Mineral/matriks orani, kristallinite, kollajen kalitesi gibi geleneksel Raman
Spektroskopi parametrelerinin yaninda GAG / Amit 3, hidroksiprolin / prolin gibi yeni
parametrelerin de kemigin mekanik 6zellikleri ile korelasyonlari mevcuttur. GAG’lar
kemik organik matriksi icerisindeki nonkollajendz proteinlerden olan proteoglikanlara
bagli tekrarl disakkarit birimlerinden olusan polimerlerdir (Gamsjaeger, Klaushofer vd.
2014). GAG’lar negatif yike sahip oldugundan osmotik etki yoluyla suya karsi potansiyel
bir affinite 6zelligi gosterir (Han, Gomez vd. 2021). Gamsjaeger ve ark., Raman
spektroskopisi ile kemikte rolatif proteoglikan icerigini 1375 / amit 1 ve 1375/ amit 3 bant
oranlarinin temsil ettigini gostermistir(Gamsjaeger, Klaushofer vd. 2014). Mandair ve
Morris ise 1060 cm™ dalga boyunun proteoglikan molekdlleri ile iligkili olabilecegini
gostermistir (Mandair and Morris 2015). 1060 cm™ dalga boyunun lipit, kollajen, COs
pikleri ile cakisabilecegi yapilan ¢alismalarda vurgulanmistir (Mandair and Morris 2015)
(Unal, Ahmed vd. 2021). FTIR bandinda proteoglikanlarin genel olarak 1060 cm™' dalga
boyunda incelendigi gosterilmistir (Taylor and Donnelly 2020). ~1375 cm™ pikinin
predominant olarak GAG molekillerinden kaynaklanan vibrasyonla iligkili olmasi
nedeniyle bu calismada nonkollajen6z proteinler igin 1375 cm™ piki referans olarak

alinmistir.

Kemikte GAG kaybi dokuya bagli su molekillerinin kaybi ile iligkili olup; bu kayip
kemigin tokluk 6zelligi Gzerinde negatif etki gosterir (Surowiec, Allen vd. 2022). Unal ve
ark.’nin yaptigi ¢alismada GAG’lar gibi matriks proteinlerinin su molekilleri ile olan
baginin, kemigin mekanik olarak akma sonrasi davranisini etkiledigi bulgusu Surowiec
ve ark.’nin (Surowiec, Allen vd. 2022) bulgusunu desteklemektedir (Unal, Creecy vd.

2018). Calismamizda OVX grubunun GAG / amit 3 degerinin, kontrol grubuna kiyasla
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anlamli derecede disuk bulunmasi, sicanlarda olusturulan osteoporoz modelinin GAG
degerini tim organik matrikse gore azaltti§i anlasiimaktadir. Yiksek doz resveratrol
uygulamasinin (80 mg/kg/giin) kontrol ve SHAM grubu ile arasinda anlamli bir fark
olmamasi, OVX grubunun GAG / amit 3 degerinden anlaml derecede yiksek olmasi
kemikte organik matriksteki nonkollajendz protein igerigini kontrol ve SHAM grubu
seviyesinde arttirdigini géstermektedir. Yiksek doz resveratrol uygulamasinin kemikte
GAG / amit 3 degerini arttirmasina ragmen, distuk doz resveratrol (40 mg/kg/gun)
uygulamasinin OVX grubunun GAG / amit 3 degerinden anlamli farklihdi olmamasi
dikkat cekmektedir. OVX+Res40 grubunun GAG / amit 3 degerinin, saglikh kontrol
grubundaki GAG / amit 3 degerinden anlamli derecede az olmasi, overektomili
sicanlarda 40 mg/kg/guin uygulanan resveratrolin kemik organik matriksinde
nonkollajenéz protein oranini negatif etkiledigi, bunun sonucunda da kemik dokunun
suya karsi affinitesini azalttigi séylenebilir. Ayrica OVX+Res40 grubunun GAG / amit 3
degerinin  OVX grubundan anlamli farkhhidinin olmamasi, resveratrolin organik

matriksteki GAG orani Uzerindeki etkisinin doza bagh oldugunu gostermektedir.

Mineral kristallesme parametresi olan 1 / FWHM analizleri sonucunda
overektomiden 11 hafta sonra sigan kemik dokusunda saglikli kontrol grubuna kiyasla
OVX grubunda kristallesme degeri anlamh derecede disuktir. Uygulanan her iki doz
resveratrolin overektomi sonrasi mineral yapinin kristallesmesi Uzerine kontrol
dizeyinde bir artis sagladigi gosterilmistir. Shah ve ark.’lari, overektomiden 4 ve 8 hafta
sonras! sigan kemiginde mineral kristallesme parametresinin degismedigini, saglikli
kontrol grubunda ise yasa bagli kristallesmenin arttigini géstermistir (Shah, Stoica vd.
2018). Ayni gcalismada overektomi sonrasi COsz / v1PO4 oranindaki artisin mineral
yapidaki COs; ve POs yer degisiminin artmasi ile iliskili oldugu, bu artisin mineral
kristallesmesi Uzerine negatif etkisi oldugu gdsterilmistir. Saglikh kemikte kristal
buyukligu ve seklinin belirli bir aralikta olmasi gerekmektedir. Osteoporotik kemikte bu
araliktan sapmalar olusur. Paschalis ve ark., mineral olgunlugu/kristallesmenin deneye
dahil edilen kemigin doku yasina ve denegdin yasina bagli oldugunu belirterek Shah ve
ark.’nin kristallesmenin yasa bagli degistigi bulgusunu desteklemektedir (Paschalis,
Gamsjaeger vd. 2017). Calismamizda 1 / FWHM ve COs / v1POs4 bulgularina goére
postmenopozal osteoporozun kemikte mineral kristal boyutunu degistirmeden,
kristallesme oranini azalttigi ortaya koyulmustur (Bknz. Sekil 9). OVX+Res40 ve
OVX+Res80 gruplarinin 1 / FWHM ve COs / viPOs4 bulgularina gére her iki doz
resveratrolin overektomi kaynakli azalacak mineral kristallesmesinin éniine gectigi, bu

etkiyi kontrol grubu seviyesinde yaptigi gérilmektedir.
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Osteoporoz teshisinde altin standart olarak kabul edilen dual-energy X-ray
absorptiometry (DEXA) kemik mineral yogunlugu (BMD) 6élcimiinde kullanilan yaygin bir
tekniktir. DEXA, osteoporoz teshisinin yani sira tedavi etkinliginin 6lgiminde de
kullanilan bir teknik olsa da anatomik olarak trabekller ve kortikal kemik ayrimini
yapamaz (Yousefzadeh, Kashfi vd. 2020). Kemik kiriklarinin yarisindan fazlasi DEXA’'da
osteoporoz siniflandirmasina girmeyen BMD degerine sahiptir (Yousefzadeh, Kashfi vd.
2020). Bu da kemigin kirik dayaniminin sadece BMD’ye baglh olmadigdini, trabekuler ve
kortikal mikromimarinin de kemik dayanimi ile iligkili oldugunu goésterir. Kemigin
morfolojik ve mikromimari yapisinin arastiriimasi, kemigin kalitesini ve dayanimini ortaya
koyar. Trabekuler kemik mikromimarisi, kemik kalitesi ve dayaniminin dnemli
komponentlerinden olup; BV / TV, Tb.Th, Tb.Sp osteoporoz etkilerinin gosterilebilecegi
en dnemli trabekiler yapi parametreleridir (Hsu, Chen vd. 2014). insana kiyasla daha
kiiciik kemige sahip olan sican ve fare gibi deney hayvanlarinda kemik mikromimarisinin
incelenmesinde genel olarak Mikro-BT ydntemi altin standart olarak kabul edilmektedir
(Bouxsein, Boyd vd. 2010). Overektomiden sadece iki hafta gectikten sonra bile sican
trabekuler kemik yapilarinda olugan kalici kayip Mikro-BT yodntemi ile gosterilebilmigtir
(Bouxsein, Boyd vd. 2010). In vivo Mikro-BT uygulanabilirik ve maliyet agisindan
avantajli bir yontem olsa da geng-gelisme ddneminde olan sig¢anlar igin iyonize
radyasyona maruz kalim, farkh dokulardaki proliferatif slreclerde farkli yanitlar
olusturabilir. Klinck ve ark., 12 haftalik overektomili sicanlarda haftalik Mikro-BT
goruntulemesinin trabekuler kemik volumunu %8-20 arasi azalttigini géstermigtir (Klinck,
Campbell vd. 2008).

Calismamizda Mikro-BT gorintilemeleri, proliferatif  biyolojik  suregleri
etkilememek ve deney hayvaninda harekete bagli olusacak artifaktlarin engellenmesi
amacilyla sicanlar sakrifiye edildikten sonra bir defa yapiimistir. Her gruptan 12 adet
olmak uzere toplam 60 femur dahil edilmigtir. BV / TV (percent volime, incelenen
bdlgedeki toplam kemik hacmine goére trabekller kemik ylizde orani), total volim
(incelenen bdlgedeki toplam kemik hacmi), trabekuller volium (incelenen bdlgedeki
trabekiler kemik hacmi), Tb.Th (Dogrudan 3D o&lgim ydntemleri kullanilarak
degerlendirilen trabekillerin ortalama kalinlidi), Tb.Sp (Dogrudan 3D 6lguim kullanilarak

degerlendirilen trabekdller arasindaki ortalama mesafe) degerleri hesaplanmistir.

Osteoporoz, kemigin kortikal ve trabekiler mikromimarisinde degisiklik
olusturarak kemigin kirilk dayanimini, organ dizeyinde morfolojik &zelliklerini etkiler.
Overektomiden 11 hafta sonra total volim degerinin, kontrol grubuna gdére anlamh
derecede dusik olmasi osteoporozun sigcan femurunda toplam hacme negatif etkisi

oldugunu gdsterir. Total volim bulgularina gére her iki doz resveratroliin overektomili
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si¢can femurunda total volim degerini arttirdigi, bu artisi da kontrol seviyesinde yaptigi
gosterildi (Bknz. Sekil 11). Osteoporozun etkileri trabekiler kemikte anatomik yapidan
kaynaklanan farklliklar ve daha fazla remodelizasyon aktivitesine sahip olmasi
nedeniyle kortikal kemige gbre daha carpicidir. Jiang ve ark., OVX grubunun BV / TV,
Tb.N degerlerinin azalip, Tb.Sp degerinin artmasiyla osteoporozun trabekiler kemikte
olusturdugu etkiyi ortaya koymustur (Jiang, Luo vd. 2020). Ayni ¢alismada 40 mg/kg
resveratrolin fare femurunda Tb.Sp degerini azaltip, Tb.N ve BV / TV degerini arttirarak
osteoporozun trabekuler kemikte olusturacagi etkileri tersine cevirdigi gosterilmigtir. 40
mg/kg resveratroliin osteoporotik sigan femurunda BV / TV, Tb.N, Tb.Th'yi arttirdigi Feng
ve ark. tarafindan gdésterilse de galismamizin BV / TV bulgulari, 40 mg/kg resveratrolin
diger trabekiler kemik parametrelerinde anlamli etkisi olmasina kargin BV / TV degerini
arttirmadigini goéstermistir (Feng, Jiang vd. 2018). Resveratrolin geng siganlarda BV /
TV uzerinde anlamh bir fark yaratmadigi farkli ¢calismalarda da gdsterilmistir (Lee,
Shandala vd. 2014).

Calismamizdan farkh olarak Feng ve ark.’nin, 40 mg/kg resveratroli susam
yaginda ¢dzmus olmasi, siganlarin kilosu gibi faktérler BV / TV degerini etkilemis olabilir.
Liu ve ark.’nin galismasinda osteoporotik sican femurunda BV / TV, BMD degerlerinin
azaldigi gorulmektedir (Liu, Zhang vd. 2018). Calismamizin BV / TV bulgularina gore,
OVX grubunda osteoporoza baglh trabekiler kemik volimu azalmistir (Bknz. Sekil 11).
Ayrica OVX+Res40 grubunun OVX grubundan istatistiksel olarak farkinin olmamasi,
disuk doz resveratroliin overektomili sican kemiginde BV / TV degerini etkilemedigini
gosterir. DUslUk doz resveratroliin osteoporoza karsi kemigin total volimini koruyucu
etkisi olsa da bu etki trabekdler volim bulgularina yansimamistir. 40 mg/kg resveratroliin
trabekdler voliuma arttirici etkisinin olmamasi, BV / TV bulgularina yansimistir. Yiksek
doz resveratrolin (80 mg/kg/glin) overektominin trabekuler kemik ylizde orani lizerinde
olusturdugu etkiyi tersine c¢evirdigi OVX+Res80 grubunun BV / TV degerinin OVX
grubundan anlamli derecede ylksek olmasinin acik nedenidir. OVX+Res80 grubunun,
kontrol grubundan anlamli farki olmamasi, yuksek doz resveratrolin trabekuler kemik
yuzdesi Uzerindeki etkiyi kontrol seviyesinde gerceklestirdigini gosterir. Benzer sekilde
Zhao ve ark., 40 mg/kg ve 80 mg/kg resveratroliin overektomi kaynakli olugan trabekuler

kemik kaybini azalttigini géstermistir (Zhao, Li vd. 2014).

Yapilan bagka c¢alismalarda BV / TV degerinin cinsler arasi genetik farkliliklar,
Ureme Oyklsline sahip olma gibi faktorlerden etkilendigi ortaya koyulmustur (Li, Tseng
vd. 2021). Overektomi sonrasi kemik kayip oraninin dis faktérlerden etkilenmemesi
amaciyla calismamizda Ureme hikayesi olmayan, 12 haftalik disi Wistar sicanlar

kullaniimistir. Gruplar arasi BV / TV degeri, kemik mikroyapisini yansitan Tb.Sp, Tb.Th
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degerleri ile birlikte ortaya koyulmustur. Tb.Th dederi, osteoporoz modeli olusturulan
OVX grubunda kontrol grubuna gére azalmis, yiksek doz resveratrol tedavisi overektomi
kaynakli Tb.Th degerindeki azalmayi énlemistir. Li ve ark., daha az sayida fakat daha
kalin fenotipte trabekller kemigin osteoporoz kaynakli kemik kaybina karsi koruyucu
etkisi oldugunu géstermis, Tb.Th dederinin osteoporoza bagli kemik kaybini saptamakta
BV / TV degerine gbre daha hassas oldugunu ortaya koymustur (Li, Tseng vd. 2021).
Ayni ¢alismada overektomiden 4 hafta sonra BV / TV, Tb.N, Tb.Th degerlerinin azaldigi,
Tb.Sp degerinin arttigi goésterilerek osteoporozun trabekiler yapiya etkileri ortaya
koyulmustur. Li ve ark.’nin ¢alismasinin overektomiden sadece 4 hafta sonra yapilan
Mikro-BT bulgularina dayanmasi, g¢alismanin erken PMOP sureciyle sinirlandigini
gostermektedir. Calismamizin Tb.Th bulgulari mevcut literatir verileri ile uyumlu olsa da
Li ve ark.’nin calismasindan farkh olarak Mikro-BT goruntilemeleri overektomiden 11
hafta sonra gercgeklestiriimistir. PMOP’nin trabekiler kalinhda bagl trabekdller arasi
konnektiviteyi negatif etkilemesi, Tb.Th artisinin kemikte olusacak yapisal hasara karsi
koruyucu etkisi olabilecegini gostermektedir. Calismamizda ylksek doz resveratrolln
overektomili sigan kemiginde Tb.Th degerini arttirdigi, bu etki ile 80 mg / kg resveratrolin
postmenopozal osteoporoza karsi koruyucu etkisi olabilecedi gOsterilmistir.
Calismamizin tum Mikro-BT bulgulari, kemigin mekanik batanligunu saglayan belirtecler
olup, 80 mg/kg resveratrol uygulamasinin trabekller kemik mikromimarisinin

korunmasini sagladigi gostermektedir.

Jiang ve ark., 40 mg/kg resveratroliin osteoporotik fare kemiginde osteojenik
belirteclerden olan ALP ve Runx2 rolatif ekspresyonunu arttirdigini goéstermistir (Jiang,
Luo vd. 2020). Bu da osteoporozun ALP ve Runx2 ekspresyon seviyesinde olusturacagi
azalmanin resveratrol tarafindan engellendigini gostermektedir. Bagka bir calismada
osteojenik belirteclerden olan ALP, Runx2 ve OCN rélatif mRNA seviyelerinin OVX
grubunda SHAM grubuna kiyasla azaldigi gdsterilmistir (Liu, Zhang vd. 2018).
Cahsmamizda ALP, Runx2, OCN rélatif ekspresyon seviyelerinin osteoporotik si¢can
kemiginde azalmis olmasi, her iki doz resveratrollin bu osteojenik primer ekspresyonlari
arttirdigi bulgusuna dayanilarak osteoporozun osteoblastik aktivite Uzerinde negatif
etkisi oldugu, 40 ve 80 mg/kg resveratrolin bu negatif etkiyi tersine gevirdigini ortaya
koymaktadir. PMOP’li siganlarda 40 mg/kg resveratrolin OPG (osteoklastogenez
inhibitér faktord), RANKL Uretimi arastirilarak overektominin OPG seviyesini azaltip
RANKL seviyesini arttirdigi, OPG/RANKL degerinin azaldigi, resveratroliin overektomi
kaynakli degisimleri tersine gevirdigi fakat SHAM seviyesinde yapamadigi gosterilmistir
(Feng, Jiang vd. 2018). 6 aylik saglikl sicanlarda 3 ay boyunca 20 mg/kg resveratrolin
OCN mRNA ekspresyon seviyesini %50 azalttigi gosterilmigtir (Lee, Shandala vd. 2014).
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Baska bir calismada 40 ve 80 mg/kg resveratrolin osteoporotik sican femurunda OPG
ekspresyonunu arttirdigi RANKL ekspresyonunu azalttigi gdsterilmistir (Zhao, Li vd.
2014). Zhao ve ark.'’nin ¢alismasi, 40 ve 80 mg/kg resveratrolin RANK/RANKL yolagi
Uzerinden kemik rezorbsiyonunu inhibe edici etkisi oldugunu gostermistir. Calismamizda
RANKL ekspresyonunun OVX grubunda artmasi, bunun yani sira OPG ekspresyonunun
OVX grubunda azalmis olmasi osteoporozun artmis kemik metabolizmasi ile karakterize
bir patoloji oldugunu ortaya koymaktadir. Ote yandan OVX+Res40 grubunun RANKL
rolatif ekspresyon seviyesinin OVX+Res80 grubundan dusutk olmasi overektominin
kemik dokuda olusturacagi artmis osteoklastik aktivitenin engellenmesinde 40 mg/kg
resveratrolin daha etkin olacagini gostermektedir. Calismamizdaki 40 mg/kg
resveratrolin OPG ekspresyon seviyesini 80 mg/kg ‘ye gore daha fazla arttirmig olmasi,
mevcut RANKL ekspresyon bulgularimizla birlikte degerlendirildiginde 40 mg/kg
resveratrolin OPG/RANKL yolagi tzerinde daha etkili oldugunu gostermistir. Ayrica 40
mg/kg resveratroliin osteoblast hicreleri tarafindan Uretilen ve RANKL-RANK
etkilesimini inhibe ederek kemik rezorbsiyonunu engelleyen OPG ekspresyonunu
arttirmasi, resveratrolin osteoblastik aktivasyonu stimile ettigini, RANKL
ekspresyonunu azaltarak osteoklastogenezisi inhibe edici etkisi oldugunu ortaya
koymustur. Col1a1 ekspresyon seviyesinin OVX grubunda azalmig olmasi, bu durumun
aksine her iki doz resveratroliin Col1a1 ekspresyonunu arttirmasi osteoporozun kollajen
gen ekspresyonu Uzerinde negatif etkisi oldugunu, 40 ve 80 mg/kg resveratrolin
overektomi ile birlikte olusacak bu etkiyi tersine cevirdigini gostermistir. Baska bir
calismada 40 mg/kg resveratroliin overektomili sican osteoblastlarinda Col1a1 protein
miktarini arttirdid1, osteoklastlarda ise RANKL protein miktarini azalttiy1 ortaya koyularak
resveratrolin sadece osteoblastik diferansiasyonu indiiklemekle kalmayip, osteoklastik
diferansiasyonu inhibe edici etkisinin olmasi Col1al ve RANKL bulgularimizi
desteklemektedir (Wang, Zhang vd. 2020). Calismamizda OVX grubunda PHEX
ekspresyonu azalmis, MEPE ekspresyonu artmis bulundu. PHEX rolatif
ekspresyonundaki azalma, PMOP’un fosfat atilimini arttirarak kemik mineralizasyonunu
olumsuz etkilemistir. Bunun yaninda MEPE ekspresyonunun OVX grubunda artmasi,
osteoporozun kemik formasyonunu ve mineralizasyonunu inhibe edici etkisini ortaya

koymustur.

Osteoporoz gibi patolojilerde kemik kirllganhgini azaltmanin farkli yollari vardir.
Bunlardan kemik kutlesinin arttinimasi ya da kemik kutlesinin mekanik olarak
yuklenmenin en yodun oldugu bolgelere dagitiimasi kemigin organ duzeyinde yani
ekstrinsik biyomekanik 6zelliklerini etkileyen stratejilerdir (Turner 2002). Osteoporotik

kemikte ekstrinsik biyomekanik &zelliklerin gelistiriimesinin yani sira doku dizeyindeki
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Ozelliklerde hasar olusmamasi efektif bir tedavi icin anahtar faktérdir. Kemikte intrinsik
(doku duizeyinde) ve ekstrinsik (organ dizeyinde) biyomekanik dzelliklerin gelistiriimesini
hedefleyen kombine bir ila¢ tedavisine nadir rastlanmaktadir. Fluorid tedavisinin kemik
kitlesini arttirdigi, 6te yandan elastisite modilli, maksimum stres gibi intrinsik
biyomekanik Ozelliklere negatif etki gdsterdigi, sonucta kemik dayanimini azalttigi bu
duruma érnek olarak gdsterilebilir (Rezaee, Bouxsein vd. 2020, Helte, Donat Vargas vd.
2021). Osteoporozda kullanilan terapétik ajanlar antirezorptif ve anabolik olmak Gzere iki
ana grupta siniflandirilir. Bifosfonat gibi antirezorptif ajanlarin kullanimi, kemikte azalan
remodelizasyona bagli olarak mineralizasyonun artmasina neden olur (Turner 2002).
Kemikte meydana gelen hipermineralizasyon, kemigin ekstrinsik biyomekanik
Ozelliklerinden olan katihgi (stiffness) arttinp, nihai yer degistirme (ultimate
displacement) miktarinin azalmasina neden olur. Antirezorptif ajan kullaniminin BMD'yi
arttirarak kemik kutlesini arttirici etkisinin yani sira kemigin kirilganlik yatkinhgini da
arttirdigi  gosterilmistir (Black, Condra vd. 2022). Antirezorptif ajanlarin yani sira
parathormon (PTH) gibi kemikte anabolik etki olusturan ajanlarin remodelizasyonu
stimlle ederek, kemigin ekstrinsik biyomekanik &zelliklerini gelistirdigi ortaya
koyulmustur (Wu, Cai vd. 2018). PTH, her ne kadar osteoanabolik bir ajan olarak
siniflandirilsa da dozaj ve uygulanma sikligina bagli olarak RANK/RANKL yolagi
Uzerinde indirekt etki ile osteoklastlarin aktivasyonunu da saglar (Leiblein, Henrich vd.
2020). PTHIn bahsedilen bu ikili etkisi, kemikte hipermineralizasyona sebep olmadan
kemik dayanimini arttirdigini géstermigtir. Calismamizda antirezorptif ve anabolik etkiye
sahip olan resveratrolin kemigin biyomekanik karakteri Gzerine olan etkisi egme
dayanimi hesaplanarak gdsterilmistir (Niwano, Kohzaki vd. 2022). Ug nokta egme testi
bulgularimiza goére overektominin sican femurunda edme dayanimini azalttigi ve
dolayisiyla kemigin kuvvet karsisinda zayifladigini ortaya koymaktadir. Ote yandan
resveratrol .verilen OVX+Res40 ve OVX+Res80 gruplarinin egme dayaniminin OVX
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda arttigi gorilmektedir. Bu da o6nleyici
tedavi amaclh uygulanan iki farkl doz resveratroliin kemik dokuda dayaniklihgi artirarak
kemik dokuda overektominin yarattigi olumsuz etkileri ortadan kaldirdigini ortaya

koymaktadir.

Galismamizin Raman spektroskopi viPO4 / amit 1, viPO4 / amit 3, viPO4 / prolin
degerlerinin  OVX grubunda azalmasi mineralizasyonun olumsuz etkilendigini
gostermektedir. RT-PCR sonuglarindan PHEX ekspresyonunun azalip MEPE
ekspresyonunun artmis olmasi overektominin kemik mineralizasyonu (zerindeki
olumsuz etkilerinin molekuler seviyeye yansidigini géstermigtir. Amit 1 ve amit 3 alt bant

sonuglarina gore her iki dozda uygulanan resveratrolin overektominin kollajen yapisal
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organizasyonunda olusturdugu negatif degisimin 6nine gectigini gostermis olup,
resveratrolin kollajen Uzerindeki olumlu etkisi Col1a1 rolatif ekspresyon seviyesine
yansimistir. Ug nokta egme test sonuglarina gore her iki doz resveratrol uygulamasinin
overektomili sican kemiginde egme dayanimini arttirarak, kemikte makro olarak diizelme
sagladigr gosterilmigtir. Kemigin biyomekanik o6zelligi Gzerinde 40 ve 80 mg/kg
resveratroliin birbirine gére anlamli Gstinligu gosterilememistir. Ote yandan 80 mg/kg
resveratrolin overektominin olusturdugu trabekuller mikromimarideki hasari 40 mg/kg
resveratrole gore daha etkin 6nledigi ortaya koyulmustur. Hem Raman spektroskopi
bulgularinda hem de RT-PCR sonuglarinda bazi parametrelerde 40 mg/kg resveratroliin
daha etkin oldugu bulunmusken; bazi parametrelerde 80 mg/kg 'nin daha etkin oldugu
bulundu. Elde ettigimiz veriler 1s1ginda hangi resveratrol dozunun daha 6nleyici etkisi
oldugu kanisina varmak mumkuin degildir. Bu sebeple, daha detayli resveratrol doz

¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUG

Calismamizda overektomi sonrasi kemikte gelisen hasari dnlemeye yonelik 40
ve 80 mg/kg resveratrol tedavisi uygulandi. Kemik dokuda makro dizeyde meydana
gelen degisimler G¢ nokta egme testi ile gosterilmis olup elde edilen veriler 1siginda 40
ve 80 mg/kg resveratrolin kemigin makro mekanik 6zelliklerini gelistirdigi sonucuna

variimistir.

Mikro-BT ydntemiyle elde edilen veriler 1siginda overektomiden 11 hafta sonra
sican kemik dokusunda osteoporoz gelistigi gosterildi. 80 mg/kg resveratrol verilen
gruplarda BV/TV, total volim, trabekiller kalinlik ve trabekiler volum degerlerinin arttig

ve bununda overektominin meydana getirdigi hasari dnledigi sonucuna variimistir.

Kemik dokunun fiziko-kimyasal 6zellikleri Raman spektroskopi yontemiyle ortaya
koyulmus olup 80 mg/kg resveratrol verilen gruplarda viPO4 / amit 1, viPO4/ amit 3,
viPQOy4/ prolin ve 1 / FWHM degerlerinde artis oldugu ve bununda kemik dokunun fiziko-

kimyasal 6zelliklerini gelistirdigi sonucuna variimistir.

Kemik yapim mekanizmalarinda etkin olarak rol oynayan ALP, OCN, Runx2,
OPG ve PHEX’in gen ekspresyon dizeyleri 40 ve 80 mg/kg resveratrol tedavisi verilen

gruplarda artmistir.

Elde edilen bu sonuglar isiginda resveratroliin postmenopozal osteoporozu
Oonlemeye yonelik etkin bir tedavi segenegi olacagi ortaya koyulmustur. Calismamizda
gosterilen bu etki mekanizmalarinin aydinlatiimasi i¢in gelecekte daha ayrintih

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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