
1 Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Tıp Fakültesi, Fizyoloji Anabilim Dalı, Ankara, Türkiye 
2 Sakarya Üniversitesi Tıp Fakültesi, Fizyoloji Anabilim Dalı, Sakarya, Türkiye 

3 Turgut Özal Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı, Ankara, Türkiye
Correspondence: Ramazan Yüksel, 

Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Tıp Fakültesi, Fizyoloji AD, Bilkent, Ankara, Türkiye     Email: ryuksel38@gmail.com
Received: 07.10.2015, Accepted: 26.10.2015

Copyright © JCEI / Journal of Clinical and Experimental Investigations 2015, All rights reserved

JCEI /  2015; 6 (4): 387-390
Journal of Clinical and Experimental Investigations  doi: 10.5799/ahinjs.01.2015.04.0554

ÖZGÜN ARAŞTIRMA /  ORIGINAL ARTICLE 

Absans epilepsinin genetik sıçan modeli olan WAG/Rij sıçanların beyin dokularında 
Fetuin-A ekspresyonu

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

Ramazan Yüksel1, Gönül Gürol2, Zeynep Seçkin Akkılık1, Sibel Sarı2, Sevil Arabacı2, Didem Güneri1, 
Kadir Demircan3, Fatih Ekici1

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 
WAG/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
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ÖZET

Amaç: Bu çalışmada epilepsinin tanı, tedavi ve prognoz 
takibinde yeni olası belirteçlerin saptanmasına katkı sağ-
lamak amacı ile absans epilepsili Wistar Albino Glaxo/
Rijswijk (WAG/Rij) sıçanlarda beyinin farklı bölgelerinde 
Fetuin-A düzeylerinin saptanması amaçlandı.
Yöntemler: Bu çalışmada genetik absans epilepsili 1, 3 
ve 6 aylık erkek WAG/Rij sıçanlar (n=21) kullanıldı. Anes-
tezi altında dekapite edilen tüm sıçanların korteks ve ta-
lamus dokuları izole edildi. Gruplar arasındaki Fetuin-A 
ekspresyonunun düzeyi standart teknikler kullanılarak 
Western Blot yöntemiyle tayin edildi ve dansiteler arasın-
daki farklar gruplar arasında karşılaştırıldı.
Bulgular: Elde edilen verilere göre; absans epilepsili 
WAG/Rij sıçanların korteks ve talamus bölgelerinde Fe-
tuin-A ekspresyonu saptanmadı.
Sonuç: Bu çalışmada yaşa bağlı gelişim sürecinde ab-
sans epilepsili WAG/Rij sıçanların korteks ve talamusla-
rında Fetuin-A ekspresyonunun olmadığı gösterildi. Elde 
edilen bulgulardan yola çıkılarak daha ileri moleküler ve 
histolojik yöntemleri içeren kapsamlı çalışmalar planlan-
malı, deneysel olarak elde edilen Fetuin-A bulguları kon-
firme edilmelidir. 
Anahtar kelimeler: Absans epilepsi, Fetuin-A, WAG/Rij 
sıçan
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GİRİŞ

Epilepsi dünyada yaygın olan, populasyonda %1 
prevelansında öngörülen bir durumdur. Epilep-
si, beyindeki nöronların hipereksitabilite ve hiper-
senkronizasyon durumundan kaynaklanan, spon-
tan tekrarlayan nöbetler ile karakterize nörolojik bir 
durumdur [1]. En yüksek insidans çocukluk çağında 
ve yaşlılıkta bulunurken, daha düşük düzeyleri er-
ken erişkinlikte meydana gelmektedir [2]. Çocukluk 
çağı absans epilepsisinde tipik absans nöbetlerine 
eşlik eden 5-10 saniye süreli bilateral senkron 3 Hz 
diken dalga aktivitesi elektroensefalogram (EEG) 
de görülmektedir [3].

Absans nöbetlerin primer sebebi olarak özel-
likle, talamokortikal ritimdeki anormal dönüşümler 
genellikle tarif edilmektedir [4-5]. İnsandaki absans 
epilepsi ile benzerliklerinden dolayı geçerli bir gene-
tik model olarak kullanılan Wistar Albino Glaxo from 
Rijswijk (WAG/Rij) sıçanlarda EEG’de kendiliğinden 
görülen diken dalga deşarjları 2-3 aylıkken belirgin-
leşip (daha erken yaşlarda görülmemekle birlikte), 6 
aylık sıçanlarda tam olarak görülmektedir [6].

İlk olarak fetal sığır serumundan izole edilmiş 
bir protein olan Fetuin-A’nın, gerek fizyolojik gerek-
se patofizyolojik birçok süreçte rol alan sistein pro-
teaz inhibe edici faktör ‘sistatin’ süper ailesine ait 
59 kDa ağırlığında bir peptid olduğu belirtilmektedir 
[7-8]. Embriyogenezde fetal gelişim sırasında Fetu-
in-A’nın beyin, karaciğer, kemik, böbrek, solunum 
ve kardiyovasküler sistemlere ait gelişmekte olan 
birçok dokuda eksprese olduğu gösterilmiştir [9]. 
Son dönemdeki çalışmalarda Fetuin-A’nın sinir sis-
temindeki etkileri araştırılmaya başlanılmıştır. Ancak 
absans epilepsideki rolü henüz bilinmemektedir.

WAG/Rij sıçanlarda yaşa bağlı olarak görülen 
nöbet aktivitesinin ortaya çıkması ile ilişkili olabile-
cek olası protein ekspresyon değişikliklerinin bilin-
mesi, hem yeni tedavi yaklaşımlarının belirlenme-
sine hem epilepsi açısından risk altında bulunan 
bireylerin belirlenmesine belki de epileptogenezin 
engellenmesine aracılık edebilmesi açısından, ge-
rekmektedir. Dolayısıyla bu çalışmanın amacı farklı 
yaş gruplarındaki WAG/Rij sıçanların farklı beyin 
bölgelerinde Fetuin-A’nın ekspresyon düzeylerinin 
saptanmasıdır.

YÖNTEMLER
Hayvanlar
Çalışmada genetik absans epilepsili 1, 3 ve 6 aylık 
erkek WAG/Rij sıçanlar (n=21) kullanıldı. Tüm hay-
vanlar standart laboratuvar koşullarında, 12/12 saat 

aydınlık-karanlık döngüsünde, 21 ± 2°C sıcaklık, 
%50 nem, yiyecek ve içecek alımları serbest olacak 
şekilde barındırıldı. Etik kurul onayı Dışkapı Yıldı-
rım Beyazıt Eğitim ve Araştırma Hastanesi Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alındı (protokol no: 
2014/23). 

Western Blot Analizi
Tüm hayvanlar ketamin (100 mg/kg-ip) ve klorpro-
mazin (1 mg/kg-ip) anestezisi altında perfüze edil-
dikten sonra dekapite edildi. Korteks ve talamus 
dokuları izole edilerek soğuk zincirle moleküler ça-
lışmaların yapıldığı Turgut Özal Üniversitesi Tıp Fa-
kültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’na 
götürüldü. Moleküler çalışmaların yapılacağı güne 
kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Tüm dokulardaki 
Fetuin-A‘nın ekspresyon düzeyi standart Western 
Blot protokolü ile belirlendi [10].

Tüm korteks ve talamus dokularında prote-
in ekstraksiyonu ticari kit (CelLytic M Cell lysis re-
agent, Sigma, St. Louis, MO) ile tarif edildiği gibi 
uygulanmıştır. Protein konsantrasyonu Bradford 
yöntemi kullanılarak belirlendi. Her bir örnek için 
10 µg protein %4-5’lik sodyum dodesil sülfat (SDS) 
poliakrilamid jele yüklendi. Proteinler nitroselülöz 
membrana (Millipore, Billerica, MA) transfer edildi 
ve 1 saat bloklama solüsyonu ile bloklandı. Blok-
lama sonrası membranlar 4°C’de bir gece primer 
antikorlar Fetuin-A: Anti- Fetuin-A antikoru (Santa 
Cruz Biotechnology Inc.) ile inkübe edildi. Sonrasın-
da HRP ile konjuge edilmiş sekonder antikorlar ile 
inkübe edildi. Kemilüminesans saptama kiti (ECL; 
Amersham Biosciences, İngiltere) kullanılarak pro-
tein bantları görüntülendi. Bantların yoğunluğu Qu-
antity One (Bio-Rad) Software programı kullanılarak 
belirlendi. Bantların yoğunluğu beta-aktin (Abcam) 
antikoruna göre normalize edildi. 

BULGULAR

1 aylık WAG/Rij sıçanların ortalama ağırlıkları 63,5 
±12,8 gr iken 3 aylık WAG/Rij sıçanların ortalama 
ağırlıkları 202±3,4 olarak bulundu. 6 aylık WAG/
Rij sıçanların ise ortalama ağırlıkları 253±4,3 ola-
rak hesaplandı. Protein ekstraksiyonu sonrası boya 
bağlama esaslı yöntem olarak en yaygın kullanılan 
Bradford yöntemiyle yapılan miktar tayininde 1, 3 ve 
6 aylık WAG/Rij’lar için sırasıyla 4,2±1,9, 6,1±4,5, 
9,2±2,1 mg/ml düzeyinde protein saptandı. Tüm 
gruplarda deney protokolü 4 kez tekrar edildi ve tüm 
çalışmalarda iç kontrol olarak kullanılan beta-aktin 
için pozitif bulgu elde edildi. Fetuin-A için hiçbir 
grupta ekspresyon saptanamadı (Şekil 1).
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çok inflamatuar sürece katılmaktadır [18-21]. Fetu-
in-A gen ekspresyonunun sıçan karaciğer hepato-
sitlerinde TNF-α ve insan hepatositlerinde de IL-6 
ve IL-1β tarafından down-regüle edildiği ifade edil-
mektedir [22-23]. Fetuin-A’nın fetal beyin omurilik sı-
vısındaki (BOS) düzeyi yüksektir. Fetuin-A’nın BOS/
plazma oranının fetüs ve yenidoğanda yetişkinlere 
oranla daha yüksek bulunmuş olması yaşla birlikte 
ekspresyonunun değişebileceğini düşündürmekte-
dir [7-9]. Bununla birlikte proteom çalışmalarında 
Fetuin-A’nın multiple skleroz [24-25] ve Alzheimer 
hastalıkları için biyobelirteç olabileceği gösterilmiştir 
[26]. Ancak literatürde epilepsi ile Fetuin-A arasın-
daki ilişkiyi araştıran herhangi bir çalışma bulunma-
maktadır. 

Bu çalışmada absans epilepsili WAG/Rij sı-
çanlardaki diken dalga deşarjlarının oluşumundan 
sorumlu olan talamokortikal döngüdeki ateşlen-
menin yaşa bağlı gelişiminde Fetuin-A’nın rolünün 
olmadığı ilk kez gösterilmiştir. Ancak bu bulguların 
WAG/Rij sıçanlarda moleküler ve histolojik bulgular 
ile desteklenerek teyit edilmesi gereklidir. Bununla 
birlikte Fetuin-A ekspresyonunun, diğer klinik ve de-
neysel epilepsi modellerinde de araştırılarak epilep-
sideki olası rolünün açıkça literatürde belirtilmesine 
ihtiyaç bulunmaktadır.
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Şekil 1. WAG/Rij sıçanların 
korteks (A) ve talamus (B) 
dokularındaki Fetuin-A eks-
presyon görüntüsü

TARTIŞMA 

Epilepsinin gelişmesinde birçok faktör etkili olabil-
mektedir. Epilepsi ile ilgili fizyolojik, moleküler ve 
hücresel düzeyde bugüne kadar birçok çalışma 
yapılmış olmasına rağmen epilepsinin patogenezi 
yeterli bir şekilde bilinmemektedir. Bununla birlikte, 
nöbetlerin indüklenmesinin altında yatan yolaklar ve 
moleküler mekanizmalar da henüz tam olarak anla-
şılamamıştır.

Son dönemde yapılan birçok çalışmanın neti-
cesinde epileptik nöbetler ile beyindeki inflamatuar 
yanıtlar arasında bir ilişkinin olduğu fikrine ulaşıl-
mıştır [11-12]. Mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu 
ve proinflamatuar sitokinlerin ve ilişkili moleküllerin 
üretimini içeren inflamatuar süreçler hem epilepsi-
nin deneysel modellerinde hem de epilepsi hasta-
larında tanımlanmıştır. Nöbetlerin indüklediği glial 
aktivasyonun ve proinflamatuar sitokinlerin up-re-
gülasyonunun ya direk olarak glutamaterjik nörot-
ransmisyon ile etkileşerek ya da indirekt olarak gen 
transkripsiyonunu aktive ederek nöronal uyarılmaya 
ve nöronal hasara neden olabileceği çeşitli deneysel 
verilerle vurgulanmaktadır [13]. IL-1β ve TNF-α se-
viyelerinin elektriksel amigdala kindling sonrasında 
tüm beyin dokusunda arttığı belirtilmiştir [14]. Ayrıca 
farklı bir çalışmada, intraperitonal TNF-α uygulama-
sının ardından amigdalanın kindling yatkınlığının 
arttığı gösterilmiştir [15]. Buna ek olarak, sistemik 
kainik asit enjeksiyonuna cevap olarak IL-1β mR-
NA’sının hızla artığı gösterilmiş ve IL-1 sisteminin 
eksitotoksik hasar sırasında inflamatuar cevapta rol 
aldığı desteklenmiştir [16]. Absans epilepsinin ge-
netik modelleri olan WAG/Rij sıçanlarda da IL-1β ve 
TNF-α’nın sistemik olarak uygulanmasının ardından 
EEG kayıtlarında gözlenen diken dalga deşarjları-
nın önemli ölçüde arttığı da gösterilmiştir [17-18].

Proinflamatuar sitokin üretimini inhibe eden bir 
antiinflamatuar glikoprotein olan Fetuin-A trombosi-
topeni, ateroskleroz, serebral iskemi gibi farklı pek 
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