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Absans epilepsinin genetik sican modeli olan WAG/Rij sicanlarin beyin dokularinda

Fetuin-A ekspresyonu

The expression of Fetuin-A in brain tissues of WAG/Rij Rats, genetic rat model of absence

epilepsy
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OzZET

Amag: Bu calismada epilepsinin tani, tedavi ve prognoz
takibinde yeni olasi belirte¢lerin saptanmasina katki sag-
lamak amaci ile absans epilepsili Wistar Albino Glaxo/
Rijswijk (WAG/RIj) sicanlarda beyinin farkli bolgelerinde
Fetuin-A dizeylerinin saptanmasi amaclandi.

Yontemler: Bu calismada genetik absans epilepsili 1, 3
ve 6 aylik erkek WAG/Rjj siganlar (n=21) kullanildi. Anes-
tezi altinda dekapite edilen tim siganlarin korteks ve ta-
lamus dokulari izole edildi. Gruplar arasindaki Fetuin-A
ekspresyonunun dizeyi standart teknikler kullanilarak
Western Blot yontemiyle tayin edildi ve dansiteler arasin-
daki farklar gruplar arasinda karsilastirildi.

Bulgular: Elde edilen verilere gore; absans epilepsili
WAG/RIj siganlarin korteks ve talamus bolgelerinde Fe-
tuin-A ekspresyonu saptanmadi.

Sonug: Bu galismada yasa bagh gelisim sirecinde ab-
sans epilepsili WAG/RIj siganlarin korteks ve talamusla-
rinda Fetuin-A ekspresyonunun olmadidi gosterildi. Elde
edilen bulgulardan yola ¢ikilarak daha ileri molekuler ve
histolojik yontemleri iceren kapsamli ¢alismalar planlan-
mali, deneysel olarak elde edilen Fetuin-A bulgulari kon-
firme edilmelidir.

Anahtar kelimeler: Absans epilepsi, Fetuin-A, WAG/RIij
sigan

ABSTRACT

Objective: In the present study, we aimed to determine
the Fetuin-A levels in different regions of the brain in ab-
sence epileptic Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/RIj)
rats in order to contribute the identification of new poten-
tial biomarkers of the diagnosis, prognosis and follow up
the epilepsy treatment.

Methods: 1, 3 and 6 months old male WAG/Rij rats (n=21)
with absence epilepsy were used in this study. All of the
rats were decapitated under anesthesia and their cortex
and thalamus tissues were isolated. Fetuin-A levels of the
groups were determined by Western Blot method by us-
ing standard techniques and differences between densi-
ties of the groups were compared.

Results: According to data obtained, there was no Fe-
tuin-A expression in brain cortex and thalamus tissues of
WAG/RIj rats with absence epilepsy.

Conclusion: In this study, it was shown that Fetuin-A is
not expressed in brain cortex and thalamus tissues of
WAGT/RIj rats with absence epilepsy throughout the age-
related development. By evaluating the findings obtained,
extensive researches that contain molecular and histolog-
ical methods must be planned, Fetuin-A findings that are
obtained experimentally must be confirmed. J Clin Exp
Invest 2015; 6 (4): 387-390

Key words: Absence epilepsy, Fetuin-A, WAG/RIj rat

1 Yildirnm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye
2 Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Sakarya, Tiirkiye
3 Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

Correspondence: Ramazan Yiksel,

Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji AD, Bilkent, Ankara, Tiirkiye

Email: ryuksel38@gmail.com

Received: 07.10.2015, Accepted: 26.10.2015
Copyright © JCEI / Journal of Clinical and Experimental Investigations 2015, All rights reserved



388

Yiiksel, et al. Absans epilepsinin genetik sican modelinde Fetuin-A ekspresyonu

GIRIS

Epilepsi dinyada yaygin olan, populasyonda %1
prevelansinda o6ngdrilen bir durumdur. Epilep-
si, beyindeki ndronlarin hipereksitabilite ve hiper-
senkronizasyon durumundan kaynaklanan, spon-
tan tekrarlayan ndbetler ile karakterize nérolojik bir
durumdur [1]. En yUksek insidans ¢ocukluk ¢aginda
ve yaslihkta bulunurken, daha disuk duzeyleri er-
ken erigkinlikte meydana gelmektedir [2]. Cocukluk
¢agl absans epilepsisinde tipik absans ndbetlerine
eslik eden 5-10 saniye sureli bilateral senkron 3 Hz
diken dalga aktivitesi elektroensefalogram (EEG)
de gorulmektedir [3].

Absans ndbetlerin primer sebebi olarak 6zel-
likle, talamokortikal ritimdeki anormal dénidstimler
genellikle tarif edilmektedir [4-5]. insandaki absans
epilepsi ile benzerliklerinden dolayi gecerli bir gene-
tik model olarak kullanilan Wistar Albino Glaxo from
Rijswijk (WAG/RIj) sicanlarda EEG’de kendiliginden
gorulen diken dalga desarjlari 2-3 aylikken belirgin-
lesip (daha erken yaslarda gérilmemekle birlikte), 6
aylik siganlarda tam olarak gorilmektedir [6].

ik olarak fetal sigir serumundan izole edilmis
bir protein olan Fetuin-A'nin, gerek fizyolojik gerek-
se patofizyolojik birgok suregte rol alan sistein pro-
teaz inhibe edici faktor ‘sistatin’ stiper ailesine ait
59 kDa agirliginda bir peptid oldugu belirtiimektedir
[7-8]. Embriyogenezde fetal gelisim sirasinda Fetu-
in-A'nin beyin, karaciger, kemik, bdbrek, solunum
ve kardiyovaskuler sistemlere ait gelismekte olan
bircok dokuda eksprese oldugu gdsterilmistir [9].
Son dénemdeki calismalarda Fetuin-A'nin sinir sis-
temindeki etkileri arastiriimaya baslaniimistir. Ancak
absans epilepsideki roli hentiz bilinmemektedir.

WAG/R]j siganlarda yasa bagl olarak gérulen
ndbet aktivitesinin ortaya ¢ikmasi ile iliskili olabile-
cek olasi protein ekspresyon degisikliklerinin bilin-
mesi, hem yeni tedavi yaklagsimlarinin belirlenme-
sine hem epilepsi agisindan risk altinda bulunan
bireylerin belilenmesine belki de epileptogenezin
engellenmesine aracilik edebilmesi agisindan, ge-
rekmektedir. Dolayisiyla bu galismanin amaci farkl
yas gruplarindaki WAG/RIj sicanlarin farkli beyin
bodlgelerinde Fetuin-A'nin ekspresyon duzeylerinin
saptanmasidir.

YONTEMLER

Hayvanlar

Calismada genetik absans epilepsili 1, 3 ve 6 aylk
erkek WAG/RIj siganlar (n=21) kullanildi. Tum hay-
vanlar standart laboratuvar kosullarinda, 12/12 saat

aydinlik-karanlik déngustinde, 21 £ 2°C sicaklik,
%50 nem, yiyecek ve icecek alimlari serbest olacak
sekilde barindinldi. Etik kurul onayi Digkapi Yildi-
rim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alindi (protokol no:
2014/23).

Western Blot Analizi

Tdm hayvanlar ketamin (100 mg/kg-ip) ve klorpro-
mazin (1 mg/kg-ip) anestezisi altinda perfize edil-
dikten sonra dekapite edildi. Korteks ve talamus
dokulari izole edilerek soguk zincirle molekiler ca-
hismalarin yapildigi Turgut Ozal Universitesi Tip Fa-
kiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’'na
gOtirulda. Molekdler galismalarin yapilacagi gune
kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Tim dokulardaki
Fetuin-A'nin ekspresyon dizeyi standart Western
Blot protokolu ile belirlendi [10].

Tim korteks ve talamus dokularinda prote-
in ekstraksiyonu ticari kit (CelLytic M Cell lysis re-
agent, Sigma, St. Louis, MO) ile tarif edildigi gibi
uygulanmigtir. Protein konsantrasyonu Bradford
yontemi kullanilarak belirlendi. Her bir érnek igin
10 pg protein %4-5’lik sodyum dodesil sulfat (SDS)
poliakrilamid jele yuUklendi. Proteinler nitroselll6z
membrana (Millipore, Billerica, MA) transfer edildi
ve 1 saat bloklama sollsyonu ile bloklandi. Blok-
lama sonrasi membranlar 4°C’de bir gece primer
antikorlar Fetuin-A: Anti- Fetuin-A antikoru (Santa
Cruz Biotechnology Inc.) ile inklibe edildi. Sonrasin-
da HRP ile konjuge edilmis sekonder antikorlar ile
inkibe edildi. Kemiliminesans saptama kiti (ECL;
Amersham Biosciences, ingiltere) kullanilarak pro-
tein bantlari gérintilendi. Bantlarin yogunlugu Qu-
antity One (Bio-Rad) Software programi kullanilarak
belirlendi. Bantlarin yogunlugu beta-aktin (Abcam)
antikoruna gore normalize edildi.

BULGULAR

1 aylik WAG/RIj si¢anlarin ortalama agirliklari 63,5
+12,8 gr iken 3 aylik WAG/RIj siganlarin ortalama
agirhklan 202+3,4 olarak bulundu. 6 aylik WAG/
Rij sicanlarin ise ortalama agirliklari 253+4,3 ola-
rak hesaplandi. Protein ekstraksiyonu sonrasi boya
baglama esasl yontem olarak en yaygin kullanilan
Bradford yontemiyle yapilan miktar tayininde 1, 3 ve
6 aylik WAG/RIjlar igin sirasiyla 4,2+1,9, 6,1+4,5,
9,242,1 mg/ml dlzeyinde protein saptandi. Tim
gruplarda deney protokoll 4 kez tekrar edildi ve tim
c¢alismalarda i¢ kontrol olarak kullanilan beta-aktin
icin pozitif bulgu elde edildi. Fetuin-A icin hicbir
grupta ekspresyon saptanamadi (Sekil 1).
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Epilepsinin gelismesinde birgok faktor etkili olabil-
mektedir. Epilepsi ile ilgili fizyolojik, molekiler ve
hicresel duzeyde bugune kadar bir¢cok calisma
yapilmis olmasina ragmen epilepsinin patogenezi
yeterli bir sekilde bilinmemektedir. Bununla birlikte,
nobetlerin indiklenmesinin altinda yatan yolaklar ve
molekuler mekanizmalar da henuz tam olarak anla-
silamamistir.

Son dénemde yapilan birgcok ¢alismanin neti-
cesinde epileptik nobetler ile beyindeki inflamatuar
yanitlar arasinda bir iligkinin oldugu fikrine ulasil-
mistir [11-12]. Mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu
ve proinflamatuar sitokinlerin ve iligkili molekdillerin
Uretimini iceren inflamatuar sirecler hem epilepsi-
nin deneysel modellerinde hem de epilepsi hasta-
larinda tanimlanmistir. Nobetlerin indikledigi glial
aktivasyonun ve proinflamatuar sitokinlerin up-re-
gllasyonunun ya direk olarak glutamaterjik nérot-
ransmisyon ile etkileserek ya da indirekt olarak gen
transkripsiyonunu aktive ederek néronal uyariimaya
ve noronal hasara neden olabilecegi ¢esitli deneysel
verilerle vurgulanmaktadir [13]. IL-18 ve TNF-a se-
viyelerinin elektriksel amigdala kindling sonrasinda
tim beyin dokusunda arttigi belirtiimistir [14]. Ayrica
farkli bir calismada, intraperitonal TNF-a uygulama-
sinin ardindan amigdalanin kindling yatkinliginin
arttigi gosterilmistir [15]. Buna ek olarak, sistemik
kainik asit enjeksiyonuna cevap olarak IL-18 mR-
NA’sinin hizla artig1 gdsterilmis ve IL-1 sisteminin
eksitotoksik hasar sirasinda inflamatuar cevapta rol
aldigi desteklenmistir [16]. Absans epilepsinin ge-
netik modelleri olan WAG/RIj siganlarda da IL-1(3 ve
TNF-o’'nin sistemik olarak uygulanmasinin ardindan
EEG kayitlarinda goézlenen diken dalga desarijlari-
nin 6nemli élgtde arttigr da gosterilmigstir [17-18].

Proinflamatuar sitokin Uretimini inhibe eden bir
antiinflamatuar glikoprotein olan Fetuin-A trombosi-
topeni, ateroskleroz, serebral iskemi gibi farkli pek
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Sekil 1. WAG/RIj siganlarin
korteks (A) ve talamus (B)
dokularindaki Fetuin-A eks-
presyon gorintisu
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cok inflamatuar slrece katilmaktadir [18-21]. Fetu-
in-A gen ekspresyonunun si¢an karaciger hepato-
sitlerinde TNF-a ve insan hepatositlerinde de IL-6
ve IL-1B tarafindan down-regile edildigi ifade edil-
mektedir [22-23]. Fetuin-A'nin fetal beyin omurilik si-
visindaki (BOS) diizeyi yiiksektir. Fetuin-A'nin BOS/
plazma oraninin fetis ve yenidoganda yetiskinlere
oranla daha ylksek bulunmus olmasi yasla birlikte
ekspresyonunun degisebilecegini dusundirmekte-
dir [7-9]. Bununla birlikte proteom calismalarinda
Fetuin-A'nin multiple skleroz [24-25] ve Alzheimer
hastaliklari igin biyobelirte¢ olabilecedi gosterilmistir
[26]. Ancak literatlirde epilepsi ile Fetuin-A arasin-
daki iligkiyi arastiran herhangi bir calisma bulunma-
maktadir.

Bu calismada absans epilepsili WAG/RIj sI-
¢anlardaki diken dalga desarjlarinin olusumundan
sorumlu olan talamokortikal déngudeki ateslen-
menin yasa bagh gelisiminde Fetuin-A'nin roliiniin
olmadigi ilk kez goésterilmistir. Ancak bu bulgularin
WAG/RIj siganlarda molekdler ve histolojik bulgular
ile desteklenerek teyit edilmesi gereklidir. Bununla
birlikte Fetuin-A ekspresyonunun, diger klinik ve de-
neysel epilepsi modellerinde de arastirilarak epilep-
sideki olasi rolliniin acikga literatlirde belirtiimesine
intiya¢ bulunmaktadir.
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