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OZET

D-galaktoz ile olusturulmus yaslanma modelinde
doku faktori aktivitesinin ve sialik asit miktarinin
degerlendirilmesi

Amag: Bu calismada D-galaktoz ile yaslandiriimis, dogal yash ve
kontrol grubu sicanlarin karaciger ve renal dokularinin doku fak-
toru (TF) aktivitelerinin ve inflamatuvar hastaliklar icin degerli bir
indikator olan sialik asit (SA) miktarlarinin 6l¢ilmesi amaclandi.
Yontemler: Calismada yirmi haftalik 28 adet Sprague-Dawley
erkek rat kullanildi. Gruplar; 1) gen¢ kontrol grubu (n= 8), 2)
dogal yasli erkek grup (n= 10), 3) 6 hafta sireyle 60 mg/kg/giin
i.p. D-galaktoz enjekte edilen D-galaktoz ile yaslandiriimis grup
(n=10) seklinde olusturuldu. islemler sonunda, ratlar bir gece
a¢ birakilarak sakrifiye edildi ve homojenizasyon icin bobrek ve
karaciger dokular toplandi. TF aktivitesi Quick metoduna, SA
miktari ise Warren'in metoduna gore 6l¢llda.

Bulgular: D-galaktoz grubu bobrek dokusunda SA miktari kont-
rol ve dogal yash gruplara oranla anlamli derecede azalmis, TF
aktivitesi ise anlamli derecede artmistir. Karaciger dokusu SA mik-
tarinda gruplar arasinda anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir.
Karaciger TF aktivitesi ise D-galaktoz grubunda kontrol grubuna
gOre artmustir.

Sonug: D-galaktoz ile olusturulan yaslanma modelinde bobrek
ve karaciger dokularinda meydana gelen TF aktivitesi artisi ve
bobrek SA seviyelerindeki azalma D-galaktozun yaslanmaile ilgili
tromboz/hemostaz calismalarinda kullananilabilecegini goster-
mektedir.

Anahtar soézciikler: D-galaktoz, yaslanma, doku faktord, sialik asit

ABSTRACT
Evaluation of tissue factor activities and sialic
acid levels in D-galactose induced aging model

Objective: The aims of this study are to evaluate the changes in
tissue factor (TF) activities and sialic acid (SA) concentrations of
D-galactose induced rat hepatic and renal tissues and compare
with the naturally aged and the control groups.

Methods: In this study Sprague-Dawley male rats (n=28, 20
weeks old) were used. The experiment and the control groups
were organized as follows: 1) young male control group

(n= 8, 20 weeks old). 2) naturally aged male group (n= 10) 3)
D-Galactose induced ageing group (D-galactose injected (60
mg/kg/day) for 6 weeks, n= 8, 20-week-old). At the end of
the treatment, the rats were sacrificed following an overnight
fast, kidney and liver tissues were immediately collected for
homogenization. TF activity and SA levels were measured by the
methods of Quick and Warren respectively.

Results: SA levels of kidney decreased whereas TFa (TF activity)
increased significantly in the D-galactose induced aging group
when compared with the control and the naturally aged groups.
SA levels of liver did not change significantly between the
groups. TFa of liver increased significantly compared with the
control group.

Conclusion: Increased TFa (TF activity) of kidney and liver and
decreased SA levels of kidney in D-galactose induced aging
model show that this model can be used in studies related with
aging, thrombosis and haemostasis.

Key words: D-galactose, aging, tissue factor, sialic acid

GiRiS

Memeliler icin galaktozun en 6nemli besinsel kaynagi
slit ve siit drlinlerinde bulunan laktozdur. Laktozun gast-

rointestinal sistemde sindirime ugramasi sonucu olusan
glukoz ve galaktoz aktif transportla ince bagirsak epitel
hiicreleri icine alinir ve kana gecer. Glukozun epimerizas-
yonu sonucu olusabilen galaktoz insiilinden bagimsiz ola-
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rak hiicre icerisine alinir. Olusan sakkaritlerin hiicre memb-
raninda bulunan lipit ve proteinlerle baglanmalari sonucu
glikozaminoglikanlar, glikoproteinler ve glikolipidler olu-
sur (1). Farelere diisiik dozda D-galaktoz enjeksiyonun hiz-
landirilmis yaslanmaya benzeyen belirtileri ilk kez Cin'de
bildirilmistir. Bu yaslanma modelinde ndrolojik zararlar,
antioksidan enzim aktivitesinde azalma ve zayiflamis
immuin yanit gosterilmistir. Ancak bu mekanizma hakkin-
da daha fazla verilere ihtiyag vardir (2).

En ¢ok hiicre zarlarinda bulunan sialik asit (SA), glikop-
rotein ve glikolipidlerin terminal karbohidrat komponen-
tini olusturur. Antijenik bir belirte¢ olarak tanimlanan SA,
yuizey reseptorlerinin yapisinda, glikoprotein ve glikoli-
pidlerde antijenik bolgede yer alir. SA, kan grubu bilesikle-
ri ile hormon, sitokin gibi endojenlerin reseptorleri igin
zorunlu bir bilesiktir. SA'nin 5. pozisyonunda sahip oldugu
amino grubu ve ona fizyolojik kosullarda negatif 6zellik
saglayan 1. pozisyondaki karboksil grubu SA'ya 6zel yapi-
sal 6zellik kazandirir (3). SA'nin buylk kismi akut inflama-
tuvar reaksiyonlarda artan akut faz proteinleri olarak bili-
nen proteinlere baghdir ve akut faz reaktani olarak gorev
yapmaktadir (4-6).

Tromboplastin olarak da bilinen doku faktori (TF),
45-kDa molekiil agirligina sahip transmembran yapisinda
bir glikoproteindir. Ekstrinsik koagtilasyon kaskadinin asil
baslaticisidir ve kanin pihtilasmasinda, inflamasyonda,
embriyonik gelisimde, anjiogenezde, tiimor metastazin-
da, hiicre adhezyonu/migrasyonunda ve dogustan kaza-
nilmis bagisiklikta rol oynar (7). Cesitli doku ve viicut sivi-
larinda TF aktivitesi g6zlenmistir (7-12). TF'nin intraselliler
boélgesinde 2 fosforilasyon bdlgesi icermesi, bu proteinin
intrasellller sireclerde rol oynadigina isaret etmektedir
(7).

Damar duvarinin bozulmasi sonucunda hiicre tabaka-
lari arasindaki TF eksprese eden hiicreler kan dolasimina
katilir. Aktif faktor Vlla (FVlla) ile baglanmanin ardindan
olusan TF/FVlla kompleksi ekstrinsik koagiilasyon yolunu
baslatir (13). TF/FVlla kompleksi FX'u FXa'ya cevirir, bu da
daha sonra protrombinin trombine déniismesine neden
olur. Son asamada trombin, fibrinojenden fibrin olusumu-
nu indikler, boylece pihti olusumu saglanmis olur. TF bir-
¢ok hiicre tipinde bulunmaktadir. Fibroblast ve duz kas
hiicreleri gibi ekstravaskiiler dokularda eksprese edilen
TF'nin rol(, vaskiler hasar oldugu anda koagulasyonu
aktive etmek icin her zaman harekete hazir beklemektir.

Platelet, I6kosit ve endoteliyal hiicreler gibi intravaskiler
hiicreler ekstraselliler uyaranlara ve hasara karsi TF eks-
prese ederek cevap verebilirler. Bu hiicrelerde TF ifadesi-
nin hemostaz gibi fizyolojik siireclerin regiilasyonunu
etkiledigi bilinmektedir (7-14) .

Yaslanma calismalarinda 6-10 hafta sireyle D-galaktoz
enjekte edilen ratlarda oksidatif stres ve buna bagli olarak
bobrek dahil olmak tizere ¢esitli dokularda serbest radikal-
lerde artig gozlenmistir (15). Bu nedenle ratlarda yaslanma
modeli olusturulmasinda D-galaktozun kullanilabilecegi
gosterilmistir (15-17). Ancak D-galaktoz ile olusturulan
yaslanma modelinde dokularin TF aktivitelerine iligkin bir
calisma bulunmamaktadir. Buradan yola ¢ikarak ¢alisma-
mizda D-galaktoz ile olusturulan yaslanma modelinde
karaciger ve bobrek dokularinin TF aktivitelerinin belirlen-
mesi ve SA miktarlarinin él¢tilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deney protokolii istanbul Universitesi Deney Hayvan-
lari Etik Kurul onayt ile uygulanmistir ve tiim deney hay-
vanlari istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinden temin edilmis-
tir. Calismada yirmi haftalik (309+14.7 g agirlik) 28 adet
Sprague-Dawley erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar 23+1°C
ve %60 nem kosullari altinda 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik ortamda stabil bir sekilde ad libitum ve taze ¢es-
me suyu ile beslendi. Gruplar; 1) genc erkek konrol grubu
(n= 8), 2) dogal yasl erkek grup (n=10), 3) D-galaktoz ile
yaslandirilmis grup (n= 10, 6 hafta streyle 60 mg/kg/giin
intraperitoneal (ip) D-galaktoz enjekte edilen 20 haftalik
erkek sicanlar) olacak sekilde ayrildi. Dogal yash ve kontrol
gruplarina serum fizyolojik enjekte edildi. islemler sonun-
da, ratlar bir gece ac birakilarak sakrifiye edildi ve homoje-
nizasyon icin bobrek ve karaciger dokulari hizl ve dikkatli
bir bicimde toplandi. Dokular SA ve TF aktivitesi analizleri
icin -80°C de sakland.

Sialik Asit Tayini

Bobrek ve karaciger dokularindan hazirlanan %10’luk
homojenatlarda; Total SA tayini Warren'in metoduna gore
yapildi (18). Periyodik asit oksidasyonu sonucu olusan
B-formilpurivik asit 2 moltiyobarbitirik asit ile reaksiyona
sokuldu. 549 nm'de maksimum absorbans veren renkli bir
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bilesik olusturuldu. Bu Uriin stabil olmadig icin, siklohek-
zanon fazina cekilerek spektrofotometrede 549 nm'de
absorbanslar kaydedildi. SA miktari pg/mg protein olarak
degerlendirildi.

Doku Faktorii Aktivitesi Tayini

TF aktivitesi saghkh kisilerden alinan plazma kullanila-
rak Quick metoduna gore tesbit edildi (19). TF kaynagi ola-
rak doku homojenati kullanildi. CaCl2 ilavesinden sonra
fibrin olusumu icin gecen siire belirlendi. Aktivite sn ola-
rak olclildii ve sonuglar degerlendirildi. Fibrin olusumu
icin gegen siire TF aktivitesi ile ters orantilidir.

istatistiksel analiz

Verilerin degerlendirilmesi amaciyla Kruskal-Wallis tes-
tini takiben Mann Whitney U testi ve Dunn c¢oklu karsilas-
tirma testi Graph pad Prizma 4 istatistik programinda kul-
lanilarak uygulandi. P degeri <0.05 oldugunda anlaml
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Bobrek dokusunda SA miktari D-galaktoz yasli grubun-
da kontrol ve dogal yasli gruplarina oranla anlamli derece-
de azalmistir. TF aktivitesinde ise D-galaktoz grubunda
kontrol ve dogal yash gruplarina oranla anlamli bir artis
gO6zlenmistir. Strenin azalmasi TF aktivitesinin artigini
gostermektedir (Tablo 1).

Karaciger dokusunda gruplar arasinda SA seviyesinde
anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir. D-galaktoz grubu-
nun TF aktivitesinde Kontrol grubuna oranla bir artis g6z-
lenirken, Dogal yasli grubuyla arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir (Tablo 2).

TARTISMA

Kemirgenlerde D-galaktoz enjeksiyonun ndrolojik
zararlara neden olabilecegi ilk defa Cin'de yapilan bir aras-
tirmada karbonhidratlarda subakut toksitite test edilirken
bulunmustur (20). Sonraki ¢alismalarda ise D-galaktoz
enjeksiyonunun néromuskuler aktivitede, antioksidan
enzim aktivitesinde ve immiin yanitta azalisa, serbest radi-
kal Gretiminde ise artisa neden oldugu gosterilmistir
(20,21). Normal yaslanma siirecine olan benzerligi nede-
niyle yaslanma ve ila¢ calismalarinda D-galaktoz ile olus-
turulan modeller fare ve ratlarda kullaniimistir (21). Gegen
10 yil iginde Cin'de, bu modelin kullanildigi ylizden fazla
yayin bulunmaktadir. Bu modelde hayvanlar fizyolojik ve
patolojik olarak diger 16-24 aylik yash hayvanlara benze-
mektedir (20). Ancak bu mekanizma hakkinda daha fazla
verilere ihtiyac vardr.

D-Galaktozamin (D-GalN) karacigerde galaktoz yolagi
ile metabolize olan bir amino sekerdir ve selektif bir hepa-
totoksindir (22). D-GalN'in i.p uygulanmasi hepatositlerde
intraselltler uridin trifosfat havuzunu azaltarak RNA ve
protein sentezini engeller (23). Siganlarda i.p. uygulandi-
ginda serum transaminaz diizeylerinin artisina, hepatik
nekroza ve komaya yol acar (24). D-GalN’in neden oldugu

Tablo 1: bobrek dokusunda gruplarin sialik asit miktarlari ve doku faktori aktiviteleri

Kontrol Grubu Dogal Yash Grubu D-galaktoz Yash Grubu p?
SA pug/mg protein 10.54 + 1.72 9.04 + 1.65 6.48 +1.28"4 p=0,0003
TFa (sn) 48.00 + 4.66 4830+ 6.13 39.30 £ 7.58"4 p=0,0129

Degerler ortalama + standart sapma olarak gésterilmektedir. p degeri <0.05 ise istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. 2U¢ grubun karsilastinlmasi Kruskal Wallis

testi ile yapilmistir.

*p<0.05: Kontrol grubuyla karsilastinldiginda, ®p<0.05: Dogal yasl grubuyla karsilastinldiginda.
SA: Sialik asid, TFa: Doku Faktori aktivitesi, Saniyede artis TF aktivitesinin azaldigini gostermektedir.

Tablo 2: Karaciger dokusunda gruplarin SA miktarlari ve TF aktiviteleri

Kontrol Grubu

Dogal Yash Grubu

D-galaktoz Yash Grubu p?

SA pg/mg protein
TFa (sn)

13,15+ 2,11
124,00 = 11,00

16,21 + 3,91
108,20 + 18,62

14,56 + 6,22
106,00 + 15,02*

p>0,05
p=0,0424

Degerler ortalama + standart sapma olarak gdsterilmektedir. p degeri < 0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. 2U¢ grubun karsilastiriimasi Kruskal Wallis testi

ile yapilmistir.
*p<0.05; Kontrol grubuyla karsilastirildiginda

SA: Sialik asid, TFa: Doku Faktori aktivitesi, Saniyede artis TF aktivitesinin azaldigini géstermektedir.
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karaciger lezyonlarinin morfolojik ve patofizyolojik 6zel-
liklerinin insan viral hepatit lezyonlarina bircok acidan
benzedigi bildirilmistir (23).

ileri yas bir pro-inflamatuar durumdur, inflamasyonun
yikselmesi ile karakterizedir ve ileri yasa bagh kronik
kosullarda bircok inflamatuar ve hemostaz belirteclerinin
artisi goézlenir. Hayvan ve insan deney modellerinde yasli-
larda koagulasyon-fibrinoliz ve inflamasyon yanitinin art-
tig1 bildirilmektedir. Bu durum ilerleyen yasla beraber geli-
sen kardiyovaskiiler hastaliklar ve tromboz ile iligkilidir
(25). Diger taraftan bobrek fonksiyonlarinda azalma ve
yasa bagli renal yetmezlikte artma yaslanmanin ortak
semptomlaridir. Ayrica genel olarak fonksiyonel renal kit-
lede, yasla birlikte azalma meydana gelir. Rat ve insanlarda
yasliliga bagh olarak renal yaslanma gromeruluslarin filt-
rasyon hizinin azalmasina neden olur (26).

Mehdi ve ark. (27) yaslanmaya bagl olarak eritrosit
membraninda SA iceriginin azaldigini plazmada ise artti-
gini bildirmistir. Arastirmacilar yaslanmaya bagli gelisen
oksidatif hasarin membran SA bilesimini etkileyip memb-
randaki bircok enzimatik ve transport faaliyetlerini degis-
tirebilecegdini 6ne stirmiisler ve plazma SA miktarinin tani-
sal nemini vurgulamislardir.

Benzer calismalarda da hiicre membran SA reaktivite-
sinin organizmanin yaslanmasina bagli olarak azaldigini
gOsterilmistir (28-30). Calismamizda, D-galaktoz ile yas-
landinlan grupta bobrek dokusunda SA miktarinda diger
gruplara oranla 6nemli derecede bir azalma g6zlenmis
olup ayni azalma karaciger dokusunda gdzlenmemistir.
Bulgularimizdan farkli olarak Aydin ve ark. (16) yaptiklari
calismada D-galaktoz ile olusturduklar yaslanma grubun-
da ve dogal yash grupta bobrek SA diizeylerinde anlamli
bir degisiklik olmadigini bildirmistir. Yazarlar bu bulgular-
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