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GIRIS-AMAC

Fetuin, yaklasik serum albuminine benzer bi¢cimde pre-dominant olarak karacigerden kaynaklanan 60 KDa

agiriginda bir serum glikoproteinidir (1). Karaciger disi fetuin, koroid pleksusta, bobreklerde ve diger bitiin
blylk organlarda fetal gelisim sliresince sentezlenir. Fetuin serum elektroforezinin a-2 bandinda gorilir ve
serumdaki konsantrasyonu 0,4 ile 1,0 g/L seviyelerinde degisir (1,2).

Calismalarda fetuin, kalsiyum ve fosfat iceren asiri doymus solliisyonda spontan hidroksiapatit olusumunun ve
kalsifikasyonun guglu bir inhibitéri oldugu ortaya konulmustur. Yani sira hicrelerde transforme edici biylime
faktér beta (TGF-B) ile antagonist etki gdstererek biyolojik aktivitede de rol oynamaktadir. insanlarda fetuin
sekresyonunu etkileyen faktorler arasinda siddetli siroz, karaciger hasari, akut viral hepatit ve kanser gibi
durumlar bildirilmistir (3-5). Hepatit hari¢ bu hastaliklara sahip bireylerde fetuin plazma diizeyleri azalmistir.
Fetuinin yliksek dizeyleri obezite, metabolik sendrom, Tip 2 diabetes mellitus, non-alkolik yagh karaciger
rahatsizligi, iskemi ve miyokardiyal infarktis ile iligkili bulunmustur (1,6-9). Yaralanmalarda ve enfeksiyonlarda
fetuinin, negatif ya da pozitif akut faz reaktani olarak gérev almasiyla bifazik bir protein oldugu séylenebilir (10).
Fetuin, letal sistemik inflamatuar hastaliklarin hayvan modellerinde daha buyik bir terapétik potansiyele sahiptir
ve 20-100 mg/kg dozda fetuin uygulamasinin letal endotoksemiye karsi doza bagl bir koruma sagladigi
gosterilmigtir (11).

inflamasyon ve yaralanmalarin akut fazinda pro-inflamatuar sitokinlerden timér nekroz faktori alfa (TNF-a),
interldkin 1 (IL-1), ve interldkin 6 (IL-6) dizeylerinin arttigi gorilirken; dolagimdaki fetuin diizeyinin azaldigi
gorulmustlr (12). Dahasi yliksek konsantrasyonlardaki fetuin anti-inflamatuar olarak hareket etmekte ve
makrofaj kiltlirlerinde bakteriyel endotoksini ile uyariimis pro-inflamatuar sitokinlerin [TNF-a, IL-1 ve nitrik oksit
(NO)] uretimini inhibe etmektedir (13).

Otoimmdun hastaliklar, enfeksiyonlar, toksin maruziyeti ve henlz bilinmeyen bircok diger etkene bagh olarak
gelisen (iveit, tam korliige yol agabilen inflamatuar bir g6z hastah@idir (14). intraokiiler yapilarin inflamatuar
hastaligi olan Uveit, ciddi okiller komplikasyonlara ve gérme kaybina neden olabilir (14). Nonenfeksiyoz tveitlerin
tedavisinde kullaniimakta olan immiinsupresan ajanlar, bagisiklik sistemini genel olarak baskilamakta veya
saptirmaktadirlar (15). Bu tedavi yontemlerinin sebep olduklari ciddi yan etkiler ile tedaviye direngli olgular,
hekimleri yeni tedavi arayislarina itmektedir (15). Uveite kars gelistirilen ortak bir farmakolojik stratejinin
intraokuler inflamasyonun reglilasyonu ve supresyonunu igermesi olasidir. Fetuin sahip oldugu iddia edilen anti-
inflamatuar etkiyle, okiler bir inflamasyon olan tveit tedavisi i¢in yeni bir yaklasim olabilir.

Endotoksin ile indiiklenmisg tveit (EiU), bir endotoksin olan gram negatif bakteri hiicre duvari komponenti
lipopolisakkaridin (LPS) enjeksiyonu ile akut okiiler inflamasyonun gelistigi bir hayvan modelidir (14, 16). On
kamaradaki hiicre infiltrasyonu ve protein kagagi, LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra maksimum seviyeye
ulasir. Noétrofil aracili pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-a, IL-18 ve IL-6, LPS ile indiklenen Uveit patogenezinde
rol almaktadir (17).

Bu calismada siganlarda LPS ile olusturdugumuz akut EiU’de fetuinin inflamasyondaki histopatolojik etkilerini
ortaya ¢ikarmayi amagcladik. Siganlarda intraperitoneal endotoksin verilerek olusturulan deneysel akut anterior
uveitte fetuinin inflamatuar 6zelligini gosteren bir calismanin henuz yapilmamis olmasi ile galismamiz
6zgUnligunu korumaktadir.

YONTEM-GEREGLER

Bu ¢alismada, siganlarda deneysel intraokiler akut inflamasyon (izerinde fetuinin histopatolojik etkisini
arastirmak amaciyla, 200-250 g agirligindaki 8-10 haftalik erigkin erkek Wistar albino siganlar kullanildi.
Denekler 22-24 °C sicaklik ve %45-60 nemli odalarda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta barindirildi. Herhangi
bir yem ve su kisitlamasi yapilmaksizin beslendi.

Kontrol grubu dahil tim gruplarda 6’sar hayvan olacak sekilde 4 grup asagidaki sekilde olusturuldu:

1. Kontrol Grubu: Serum fizyolojik intraperitoneal (ip) olarak uygulanip, saglikli kontrol olarak ayrildi.



2. LPS Grubu: ilgi_rjci gruba sadece 150 ug/kg (ip) LPS (Salmonella typhimurium, Sigma Chemical Co.) uygulanip
endotoksin ile EIU olusturuldu.

3. Fetuin Grubu: LPS uygulamasi yapilmaksizin sadece 100 mg/kg (ip) fetuin (Sigma Chemical Co.) uygulandi.

4. LPS + Fetuin Grubu: 150 ug/kg (ip) LPS uygulanip, hemen ardindan 100 mg/kg (ip) fetuin (Sigma Chemical
Co.) uygulandi.

Enjeksiyon sonrasi 24. saatte tim hayvanlara ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) uygulandi. Genel
anestezi altinda tiim siganlar intrakardiyak yliksek doz anestezi yontemiyle sakrifiye edildi. Hayvanlarin sol
g6zleri, optik sinir cok kisa kalmayacak sekilde entkleasyon ydntemiyle alindi. Alinan g6zlerden disekiye edilen
dokular, histopatolojik inceleme yapilabilecek sekilde tespit sollisyonlarina alindi.

Sol goziin silier cisim bolgesinden alinan 1 cm3’luk dokular %4’lik tamponlanmig nétral formalin igine alinip rutin
1sik mikroskobik takip icin istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Histoloji Laboratuvari’'na getirildi. Dokular tespit edildikten sonra rutin 11k mikroskobik takip proseduriine uygun
olarak sirasiyla %70, %80, %96 ve %100’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon islemi uygulandi.
Dokular seffaflastiriimak tizere iki kez toluenden gegirildikten sonra 1:1 oranda karistiriimis parafin (56-58°C) +
toluol karisiminda bekletildi. Daha sonra iki ayr sert parafinde (56-58°C) 1,5 saat bekletildi ve parafin bloklara
gémdildu. Parafin blok haline getirilen doku érneklerinden mikrotom araciligiyla 3-5 ym kalinliginda alinan
kesitler, pozitif sarjli lamlar (Thermo Scientific) Uzerine yapistirildi. 58°C’deki etlivde deparafinize edilen kesitler
toluolde seffaflastirilarak kurutulduktan sonra sirayla % 100, %96, %90 ve %70’lik alkollerden gegirildi. Daha
sonra distile sudan gegirilen kesitlere Hematoksilen+Eozin (H+E) boyasi uygulandi. Boyandiktan sonra yiikselen
alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon islemi uygulanan kesitler entellan ile kapatildi. Elde edilen
preparatlarda, Olympus U-TV0.5XC-3 marka dijital kamera atagmanl 1sik mikroskobu (Olympus U-MDOB3,
Tokyo, Japonya) x40, x100 ve x200 blyttmelerde altinda doku morfolojisinin incelemesi, bir patolog tarafindan
inflamasyon bdélgesinin tespit ediimesi ve Uvetin dederlendiriimesi amaciyla histopatolojik inceleme yapildi ve
inflamasyon histopatolojik olarak 0-3 arasinda literatiire uygun sekilde derecelendirildi (18).

0: inflamasyon yok
1: Hafif derecede inflamasyon
2: Orta derecede inflamasyon

3: Agir derecede inflamasyon

BULGULAR

Silier cisimdeki inflamasyon skorlari Grafik 1’de verildi. Tim deney gruplarinda inflamasyon skorlari ortalamalari
kontrol grubuna gére anlamh dizeyde artti (P<0,01) ve LPS+ Fetuin grubunda en yiksek diizeyde inflamasyon
gérildu (P<0,001). Mikrograflarda bulytk blyitmelerde dzellikle silier stromada inflamasyonun LPS, Fetuin ve
LPS+Fetuin gruplarinda arttigi gortlmustir (Sekil 1). Sadece LPS ve sadece Fetuin gruplarinda epitelyal yapi
struktlrinu korumustur ancak LPS+Fetuin grubunda silier parmaksi ¢ikintilar kaybolmus, pigmentli ve
pigmentsiz epitel tamamen dejenere olmus, bazi bolgelerde hipertrofik gériiniimler kazanmis. Hipertrofik silier
cismin etrafinda bazi bolgelerde staz benzeri eritrosit birikimlerine ve vaskilarizasyon artigina rastlanmistir
(Sekil 2).



Grafik 1: LPS ile indiiklenen liveit modelinde histopatolojik inflamasyon skorlari
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Sekil 1

Sekil 1. 24 saatlik uygulama sonrasi sigan gézlerinden elde edilen silier cisimlerin (SC) Hematoksilen+Eozin boyanmis kesitleri
(100x, 200x).



Sekil 2. 24 saatlik LPS+Fetuin uygulamasi sonrasi sigan gézlerinden elde edilen silier cisimin (SC) Hematoksilen+Eozin
boyanmis kesiti (A: 100x, B: 200x). Hipertrofik silier cismin etrafinda yogun staz ve damarlanmada artis (Vk) dikkat
cekmektedir.

Uveit, diinya capinda gérme engelliligi ve korliigiin en dnemli nedenlerinden birisidir (19). Goz kiresinin
damardan zengin olan Gveanin inflamasyonuna Uveit denir (19). Uveit insidansi 14-52,4 / 100 000 olup, tiim




diinyadaki prevalansi %0,73'tur (20).

intraokiiler inflamasyon farkli mekanizmalar igerdigiden, tiveitin degisik formlarinin patogenezinin ve tedavi
yaklasimlarinin anlasiimasi i¢in gesitli hayvan modelleri gelistiriimistir. Bu hayvan modelleri, tveit icin yeni tedavi
edici ajanlarin gelistiriimesini ve bu ajanlarin test edilmesini mimkdin kilar (21).

Endotoksinle indUklenen uveit; deney hayvanina bir endotoksin olan LPS’nin verilmesiyle 24 saat sonra pik
yapan, goze lokalize inflamatuvar cevapla karakterize akut gegici bir olaydir. Bu hayvan modelindeki Uveit tipi
akut 6n Uveittir ve bu model akut 6n Giveitin hem patofizyolojisini hem de potansiyel tedavisini arastiran
calismalarda kullaniimaktadir (21).

Bu calismada LPS ile olusturulan akut EiU’de fetuinin histopatolojik etkisi arastiriimistir. Histopatolojik
degerlendirmede 6zellikle silier stromada inflamasyonun LPS, Fetuin ve LPS+Fetuin gruplarinda arttigi
gorulmustir. En siddetli inflamasyonun LPS+Fetuin grubunda oldugu gortlmustir. Bununla birlikte silier cismin
yapisini koruyamadigi, epitelyal hiicrelerin siddetli hipertrofi gosterdigi ve yogun staz ile birlikte damarlanmanin
arttigi izlenmigtir.

Yiksek oranda saflastiriimis fetuinin in vitro monositlerde sitokin ekspresyonunu indiikledigi igin glgli bir pro-
inflamatuar etkisini gésteren veriler mevcuttur (22). inflamasyonun iskemik inmenin akut fazinda énemli bir rol
oynadid bilinmektedir. inmede, beyin iskemisine bagli olarak indiiklenen, kan-beyin bariyeri gegirgenliginde
gegcici bir artig vardir. Bu, fetuin ve periferik immun hucreler (makrofaj / monositler gibi) gibi dolagimdaki
proteinlerin girigine izin verir. inme hastalarinin semptomlarin baslamasindan 72 saat sonra TNF-q, IL-6, IL-18
gibi bazi sitokinlerin plazma seviyelerinin belirgin sekilde daha yuksek oldugunu gosterilmistir. Bu hastalarda son
kanitlar fetuinin pro-inflamatuar roliini ortaya gikarmaktadir. Fetuinin akut iskemik inmeden sonra inflamatuar bir
rolli olabilecegi hipotezini destekleyen galismalarda, bu glikoproteinin immuno-inflamatuar aktivasyonu nedeniyle
iskemik néronal hasarin gelismesinde yeni bir temel oldugu 6ne surilmistir (23). Akut iskemik inmeli kisilerde
daha yUksek fetuin dliizeyleri ve beyaz kan hiicreleri sayisi ile korelasyonlari, fetuinin olasi bir pro-inflamatuar
rolini akla getirmektedir (24). Daha 6nce akut Gveit modelinde denenmemis bir protein olarak fetuinin, bizim
calismamizda pro-inflamatuar sitokinlerin diizeylerini LPS ile birlikte artirmasi, tveitte inflamasyonu indikleyici
etkisini akla getirmistir.

Fetuinin hipertrofik yag dokusuna sizdigi ve esas olarak yag dokusunun inflamasyonuna katkida bulundugu
bilinmektedir (25). Akut faz cevabinda sistemik inflamasyonun fetuin seviyelerini etkilemesinin yani sira, fetuinin
bir adipokin de olduguna dair yeni kanitlar hayvan modellerinde desteklenmektedir (26,27). Yapilan insan
calismalarda, plazma fetuin seviyelerinin metabolik sendrom ve aterojenik lipid profili ile glicli bir sekilde iligkili
olduguna dair kanitlar ortaya ¢ikmistir (28). Bu durumlar subklinik inflamasyon ve hipoadiponektinemi ile
karakterizedir (29). Metabolik sendromlu hastalarda, subkutan adipoz dokudan fetuin salgilanmasi,
lipopolisakkarit baglayici protein, Yiksek Hareketli Grup Protein B1 (HMGB1), Toll Like Reseptér 2 (TLR-2) ve
Toll Like Reseptor 4 (TLR-4) salgilanmasina paralel olarak normale kiyasla arttigi kaydedilmistir (27). Sonug
olarak fetuin, kemoatraktan ve makrofaj polarize edici ajan olarak islev goren otokrin veya parakrin yoldaki yag
dokusu inflamasyonuna katkida bulunabilir (30). Bu nedenle inflamatuar hastaliklarda fetuinin hiicre ve
dokulardaki sistemik ve lokal etkileri Uzerine ayri bir degerlendirmeye ihtiyag vardir. LPS ile olugturdugumuz akut
Uveit modelinde fetuinin sistemik uygulanmasinin etkilerini arastirdigimiz bu calismada, yiiksek doz fetuinin
inflamasyonu artirdigi ve LPS’nin etkilerini indikledigini gosterdik.

Fetuinin yaralanma ile veya enfeksiyonla iligkili inflamatuar reaksiyonlari diizenlemede énemli bir rol oynadigi
gosterilmigtir. Bir dizi calisma, fetuinin sentezinin gesitli klinik kosullarda farkh sekillerde duzenlenebilecegini
gOstermistir (23). Endotoksemi, sistemik inflamasyon, sepsis ve romatoid artrit, pankreatit, kronik bébrek
hastaliginda serum fetuin diizeylerinin distigu belirlenmigtir. Dolayisiyla fetuinin bir anti-inflamatuar veya
inflamasyonda koruyucu roli oldugu ileri strtilmektedir (31).

SONUGCLAR

Bu ¢alismada 100 mg/kg fetuin, endotoksin ile indiiklenmis akut iveitte, histopatolojik kesitlerde inflamasyonun
siddetini artirmistir. Bu durum fetuinin sadece anti-inflamatuar etki degil distk inflamatuar hastalik kosullarinda,
ozellikle yiksek dozlarda pro-inflamatuar etki gosterdigini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle 100 mg/kg doz
fetuinin siganlarda akut endotoksin ile indiiklenmis Gveitte tedavi edici bir ajan olarak kullanilmasi mimkin
olmayabilir. Bunun yaninda fetuinin, EiU’de anti-inflamatuar etkisi olup olmadigini gésterebilmek igin, farkli
dozlarda ve farkli zaman araliklarinda yapilan yeni ¢calismalara ihtiya¢ dogurmustur.

Histopatolojik analizler sonucunda fetuinin, siganlarda olusturulan EiU modelinde pro-inflamatuar bir etki
gosterdigini saptamis olup, en yiksek inflamatuar etkiyi ise LPS ile birlikte gosterdigini ortaya koyduk. Okliler
inflamasyonda fetuinin bitiin 6zellikleri bilinememesinin yani sira farkli dozlarinin olasi terapétik etkileri de hentiiz
aciga cikarilamamistir. Fetuinin olasi inflamatuar etkisinin ortaya konabilmesi icin, hayvan ¢alismalarinin yani
sira insanlarda yapilacak genis popiilasyonlu uzun dénem kohort calismalarina ihtiyag vardir. ileri molekiiler
calismalar, fetuinin sebep oldugu hiicresel modifikasyonlari ve buna baglh olarak gerceklesecek prognostik



etkilerini ortaya ¢ikarabilir. Dahasi fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda fetuin aktivasyonunu modifiye eden
faktorler de genetik, biyokimyasal ve klinik diizeyde arastiriimalidir. Fetuin uygulamasinin insanlarda tedavi
segenegi olarak kullanildigini gdsteren bir calisma henuliz yoktur. Ciinki fetuin iki yonli bir molekdl oldugu ve saf
preparatlarinin elde edilmesi gi¢ oldugu igin gesitli patofizyolojik modellerde yararli ya da zararli oldugunu
sodylemek zordur. Fakat calismamiz akut Uveitte fetuinin pro-inflamatuar olabilecegini ve akut Gveitin
patogenezinde fetuinin akildan ¢ikariimamasi gerektigini ortaya koymustur.
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