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1. OZET

APROTININLI ve APROTININSIZ SERUM ve PLAZMA ORNEKLERINDE
IRISIN SEVIYESININ BELIRLENMESI

[risin, miktar1 PGCl-o tarafindan diizenlenen, 112 amino asitten olusan bir
miyokindir. Bir tip I integral membran proteini olan FNDC5’in proteolitik par¢alanmasi
sonucu iskelet kas1 dokusundan kan dolasimma salinir. Irisin, glukoz toleransini ve
enerji harcanmasini arttirirken, karbohidrat homeostazini iyilestirir. Aprotinin ¢ok
degerlikli bir serin proteaz inhibitdriidiir. Serum, plazma veya hiicre homojenizat1 gibi
sulu ¢ozelti orneklerine eklenerek, ortamda bulunan serin proteaz enzimlerini inhibe
eder. Bu sekilde, Ol¢iimii yapilacak olan proteinlerin pargalanmasi Onlenir.
Laboratuarlarda gesitli biyolojik 6rneklerde arastirma amaci ile irisin 6lglimii ELISA
metodu ile yapilmaktadir. Cok defa -80 °C’de uzun siire saklanma ihtiyaci duyulan
orneklerde irisin kaybinin olup olmayacagi hakkinda bir 6n bilgi elde etmek amac ile
bu calisma yapilmistir. Bu amagla, 25-40 yas arasinda 10 erkek ve 10 kadin goniilliiden
kan ornekleri alinmig ve bunlardan elde edilen plazma ve serum &rneklerine aprotinin
eklenerek 3 ay -80 °C’de saklanmustir. 3 ay sonra, ELISA ile aprotininli ve aprotininsiz
orneklerde irisin seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesiyle,
aprotininli ve aprotininsiz plazma 6rneklerindeki irisin miktarlarinda 6nemli bir farklilik
olmadig1 gozlemlenirken (p=0.525), aprotininli ve aprotininsiz serum Orneklerindeki
irisin miktarlarinda anlamli bir azalma bulunmustur (p=0.009). Sonug olarak, ELISA ile
irisin tayin edilmek {izere 3 ay civarinda -80 °C’de saklanan plazma ve serum
numunelerine aprotinin eklenmesinin gerekip gerekmedigi konusunda net bir kanaate

varilamamustir.

Anahtar Sozciikler: Aprotinin, FNDC5, Irisin, Miyokin, Serin Proteaz.



2. SUMMARY

DETERMINATION of IRISIN LEVELS in SERUM and PLASMA SAMPLES
WITH and WITHOUT APROTININ

Irisin is @ myokine with 112 amino acids and its level is regulated by PGC1-a. It
is released into blood circulation from skeletal muscle tissue after a proteolytic cleavage
of extracellular domain of FNDCS5, a Type | integral membrain protein. Irisin improve
carbohydrate homeostasis by increasing glucose tolerance and energy expenditure.
Aprotinin is a polivalent serin protease inhibitor. It is added to the sample solutions such
as serum, plasma or tissue extracts in order to inhibit the serine proteases found in the
sample medium. So, degradation of the proteins to be measured can be prevented. In
laboratories, irisin is measured by ELISA method in the researches made with several
biological samples. These study has been made to get a preliminary information in order
to see if any irisin loss could be seen in these samples which are frequently needed to be
kept at -80 °C for a long time. For this purpose, blood samples have been taken from 10
men and 10 women volunteers with ages between 25-40 and aprotinin has been added
to the plasma and the serum samples which have been obtained from these blood
samples and have been kept at -80 °C for 3 months. At the end of 3 months, irisin
levels of these samples with aprotinin and without aprotinin have been determined by
ELISA. Statistical analysis of the results has shown an insignificant differance between
the plasma samples with or without aprotinin (p=0.525) and a significant decrease
between the serum samples with and without aprotinin (p=0.009). In conclusion, with
the results of this study, no net decision could have been achieved to add aprotinin to
the samples for irisin determination with ELISA in plasma and serum kept at -80 °C for

about 3 months.

Key Words: Aprotinin, FNDCS5, Irisin, Myokine, Serine Protease.



3. GIRIS ve AMAC

Obezitenin, kardiyovaskiiler hastalik, tip 2 diyabet, uyku apnesi ve hipertansiyon
gibi yaygin olan bir¢ok hastalikla iligkili oldugu ve bu hastaliklan tetikledigi ortaya
konmustur. Bu nedenle, hastaligin yayginligin1 azaltmak igin tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi oldukca onemli bir ihtiyactir. Iskelet kas hiicreleri otokrin, parakrin ve
endokrin etkisi olan sinyal sitokin peptitleri salgilarlar. Son zamanlarda, ozellikle
fiziksel aktivite sirasinda veya hemen sonrasinda, iskelet kasinin dolagima bir¢ok
hormonu salgiladigr bulunmustur. Miyokinler olarak adlandirilan bu hormonlar
metabolizmayi etkileyebilir ve farkli doku ve organlarda sitokin iiretimini degistirirler.
Buna dayanarak, iskelet kas1 kavrami yeniden ele alinmis ve gergek bir endokrin organ
olarak degerlendirilmistir. Miyokinlerin egzersiz ile saliniminin arttigi ve bu nedenle
obezite tedavisinde 6nemli rollerinin oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur
Q).

[risin, PGC1-a tarafindan diizenlenip, “Type 1” membran proteini olan FNDC5
(Fibronektin type III domainini i¢eren 5. protein)’in proteolitik olarak pargalanmasi
sonucu kaslardan kana salinan 112 amino asitlik polipeptid yapili bir miyokindir (2).
[risini, Bostrdom ve arkadaslar1 ise kan glukoz seviyesini diizenleyen (glukoz
homeostazi), kilo kaybina sebep olan 6zellikleri ile diyabet ve obezite tedavisinde hedef
olarak gosterilmis ve gelecek vadeden bir miyokin olarak tanimlamiglardir. Temel
fonksiyonu beyaz yag dokusunu, kahverengi yag dokusuna ¢evirerek enerjinin 1s1 olarak
ortaya ¢itkmasini saglamaktir. Egzersizle uyarilan irisinin; kilo kaybu, insiilin direncinde
azalma, sismanhk ile iligkili olmasi, glukozun diizenlenmesi ve lipid

metabolizmasindaki etkileri gibi bir¢ok fizyolojik 6zelliginin oldugu bilinmektedir.

Proteazlar, dogada cok cesitli olarak bulunan proteinlerdeki peptid baglarinin
kirilmasim1  katalizleyen enzim grubudur. Biitliin canli organizmalarda bulunan
proteazlar, hiicrenin gelismesi ve farklilagsmasi icin gereklidir. Proteinlerin hidrolizinde
spesifik katalitik role sahiptirler. Bu enzimler, ¢ok cesitli olmalarinin yaninda
metabolizma, gen ekspresyonun regiilasyonu, patojenite ve transportta biiylik protein
molekiillerinin kii¢lik molekiillere hidrolizi ve bunun gibi biyolojik olaylarda énemli

gorevler yapmaktadir.



Aprotinin sigir akcigerinden elde edilen, kandaki mevcut serin proteaz
enzimlerine baglanarak inhibisyonlarina sebep olan dogal bir polipeptiddir. Tersinir
olarak enzim-inhibitér kompleksleri olusturarak insan tripsini, plazmini, plazma

kallikreini ve doku kallikreini tizerinde inhibitor etki yapar (3).

[risin ile ilgili yapilan ¢alismalar giin gectikce artmaktadir. Bazen yapilan
caligmalarda materyal Orneklerinin toplanmasi uzun bir siirede gerceklestiginden,
orneklerin bir siire derin dondurucuda saklanmasi gerekmektedir. Calisilan 6rneklerde
her zaman proteolitik enzimler mevcut olacagindan, saklanma sartlarinda ve siiresi
icinde ihtiva ettikleri proteinleri farkli derecelerde tahrip etmeleri beklenir. Bu
durumdan yola ¢ikarak, irisin seviyesinin belirlenmesinde kan ve serum orneklerine
proteaz inhibitérii olan aprotininin ilave edilmesinin gerekip, gerekmediginin bu

calisma ile ortaya konulmasi hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Miyokinler

Iskelet kasmin parakrin ve otokrin etkilere sahip miyokin adi verilen bircok
sitokini eksprese edip salgilayabilme 06zelligi bulunmaktadir. Miyokinler, kas
fiberlerinde iiretilip salgilanan peptidlerdir. Sitokinler farkli hiicre gruplar tarafindan
sentezlenebilirler. Iskelet kasi, miyokin olarak adlandirilan bu peptidleri sentezlemesi
acisindan endokrinolojik organlar sinifina dahil edilmistir. Egzersiz ile iskelet kasindan
salgilanan bir¢ok miyokin mevcuttur. Bunlardan interlokin-6 (IL-6) egzersize verilen
yanitta ilk ortaya c¢ikan miyokindir ve egzersize cevaben yaklasik 100 katlik bir artig
gostermektedir. Yapilan birgok calismada, ortaya ¢ikan IL-6 artisinda monositlerin
etkisinin olmadig1 ve bu artisin kas hasarindan bagimsiz oldugu belirlenmistir (4,5). IL-
6 seviyesindeki bu artis egzersizden sonra giderek azalmaktadir. Kasin iirettigi IL-6
miktarindaki artis, egzersizin siiresi, yogunlugu, viicut tarafindan yapilan ise katilan kas
kitlesiyle iliskili bulunmustur. Bununla beraber ¢ok az miktarda IL-6’nin egzersize
cevaben, yag doku, beyin ve peritendon dokulardan da salinabilecegi gésterilmistir (4).
IL-6 cevabindaki bu artis1 IL-1ra ve IL-10 seviyelerindeki artis takip eder. Iskelet
kasindan TNF-o salimimi tespit edilmemistir (6,7). Egzersize cevaben kandaki
seviyesinde artis gozlenen diger bir miyokin olan IL-12’nin, rolii tam olarak
aydinlatilamamistir. IL-6 gibi, egzersize yanit olarak salgilanan diger miyokin ise
interlokin 8’dir. Kemotaktik ve nétrofil aktive edici 6zelligi disinda, IL-8 bir anjiogenik
faktordiir. Siddeti giderek artan kosu gibi bir egzersize cevap olarak plazma
konsantrasyonunda artis tespit edilmistir. Sabit bir egzersize yanit olarak plazma IL-8
diizeylerinde bir artis gosterilememistir. Bir saatlik bisiklet egzersizlerini izleyen
donemde plazma IL-8 diizeylerinde bir degisiklik bulunamamisken, yapilan kas

biyopsilerinde mRNA diizeylerinde artis oldugu belirlenmistir (5,6).

Yakin zamanlarda calisilan egzersiz ile iligkili diger bir sitokin ise IL-15"dir.
IL-15 mRNA seviyelerinin, diren¢ antrenmanlarimi takip eden 24 saatte arttig
bulunmustur. Yapilan iskelet kas1 hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda IL-15’in glukoz alimini
module ettigi ortaya konulmustur. Bu sonuglar, IL-15’in diyabetin 6nlenmesinde 6nemli

rolii olabilecegini gostermistir (8).



Miyostatin, transforme edici biiyiime faktorii- stiper ailesinin (TGF- B ailesi) bir
tiyesidir, iskelet kasi gelisiminin giiclii bir negatif regiilatoriidiir ve insanlardan
kemirgenlere kadar birgok tiirde korunmustur. Miyostatin, 375 amino asitten olusan ve
25 kDA agirhigina sahip, iskelet kas hiicrelerinde iiretilip kana salinan ve kas dokusunu
etkileyen bir miyokindir. Follistatin ise TGF-B siiper ailesinin bir diger iiyesidir ve
iskelet kas1 gelisimini diizenler, miyostatinin etkisini inhibe ederek kas kiitlesinin
normal diizeyde artisina sebep olur. BDNF (Beyin tiirevli norotrofik faktor) iskelet
kasinda glukoz kullanimini arttirarak, iskelet kasi metabolizmasimi regiile eden bir
miyokindir (9). Egzersiz sonrasinda BDNF beynin ¢esitli bolgelerinde, ozellikle
hipokampusta fazla miktarda bulunur. Bunun disinda, timus, karaciger, dalak, adipoz
doku, bobrek, prostat, mide, trake, iskelet kasi, endotel hiicreleri, ince bagirsak, retina,
kalp, akciger, immun sistem hiicrelerinde ve tiikriik gibi bircok dokuda bulunmaktadir.
Iskelet kas1 BDNF’sinin, tip 2 diyabet gibi metabolik hastaliklarda 6nemli rolii oldugu
diistiniilmektedir. Losemi Onleyici faktor (LIF) yeni kesfedilen miyokinlerden biridir.
Kas hasar1 ve yaralanmalarindan sonra kaslardaki LIF mRNA’smin arttig
belirlenmistir. Bu anlamda LIF kas bozulmalarina kars1 etkileriyle, kas hiicrelerinden

izole edilebilen bir miyokin olarak tanimlanmistir (10,11).

SPARC (Secreted protein acidic and rich in cysteine), ilk olarak kemikte tespit
edildigi icin osteonektin olarak adlandirilmistir. Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda,
SPARC’nin yag birikimini azaltarak glukoz metabolizmasin1 diizenleyen bir miyokin
oldugu belirlenmistir (12,13). Yapilan ¢alismalarda, kas gelisimi ve rejenerasyonu
sirasinda, SPARC’nin miyoblastlarda, miyotiiplerde ve kas lifleri icerisinde bol
miktarda bulundugu ortaya konulmustur (14). Wash ve arkadaslari, bir diger miyokin
olan FGF-21’i (fibroblast biiyiime faktorii-21) iskelet kasinda tiretildigini gostererek
onu miyokin smifina dahil etmiglerdir. Egzersize bir cevap olarak salgilanan bu
miyokin, bircok metabolik mekanizmay: etkiler. FGF-21 verilen diyabetli kemirgen
hayvanlarin plazmalarinda glukoz ve trigliseridin azaldigi, insiilin duyarhiliklarinin ise

arttig1 gdzlenmistir (15,16).

Bu anlamda miyokinler, son yillarda yapilan bir¢ok calismaya konu olmustur.
Ozellikle kas kasilmasinin  miyokinlerin {iretimi ve salgilanmasindaki rolii
aydmnlatilmaya calisilmistir. Sitokinler ve diger peptidler gibi miyokinler de kiigiik

hiicre sinyalizasyonunda goérev almaktadir. Miyokinler, diger hiicrelerin davranislarini



etkiledigi gibi bazen hiicrenin kendini yenilemesinde de rol oynar. Bununla birlikte,
doku onarimi ve yenilenmesi, immiinomodiilasyon, yag kiitlesinin azaltilmasi gibi
fonksiyonlarindan dolay1 egzersiz fizyolojisinde 0zel bir Oneme sahiptirler.
Miyokinlerin, AMPK yolunu wuyarmast ve lipolizi diizenlemesiyle metabolik
hastaliklarin 6nlenmesinde potansiyel bir tedavi segenegi olacagi diisiintilmektedir.
Ayrica miyokinlerin tip 2 diyabet ve obezite gibi metabolik bozukluklar {izerinde
olumlu etkileri de mevcuttur. Kas dokusundan salgilanan, egzersizle indiiklenen ve

calismamiza konu olan miyokin ise irisindir.
4.2, Irisin

[risin Bostrom ve arkadaslar tarafindan ilk defa 2012 yilinda kas dokusundan
izole edilmistir. Miktar1 PGC1-a tarafindan diizenlenen ve bir ¢esit “Type 17 membran
proteini olarak bilinen FNDC5’in proteolitik pargalanmasi sonucu kaslardan kana
salinir. Irisin, beyaz adipoz dokuyu kahverengi adipoz dokuya déniistiirerek enerji

sarfiyatina neden olur (17).
4.2.1. Irisinin Yapisi, Biyosentezi ve Diizenlenmesi

[risin miyokin smnifina dahil olan ve en son tanimlanan miyokindir (18). 12 kDa
molekiil agirhigmma ve 112 amino asite sahip olan bu molekiiliin kaslarda miktar
PGC1-a (PPARy koaktivator-1 o), tarafindan diizenlenir. PGC1-a enerji metabolizmasi
ile ilgili bir¢ok biyolojik programlara aracilik eden bir transkripsiyon koaktivatoriidiir.
Bu koaktivator, UCP1 (“uncoupling” protein 1)’in ekspresyonunu diizenler ve
kahverengi yag dokusunda termogenezin olusumuna katki saglar. FNDC5’in olugsmasini
ve onun parcalanarak kaslarda irisinin salgilanmasini saglayan PGC1-o’nin ekspresyonu

egzersiz sirasinda kas kasilmasiyla birlikte hizli bir sekilde artar (19).

Iskelet kas1 kasilmasi, kalsiyum sinyali ile uyarilan motor néronlari tarafindan
baslatilir. Kas hiicrelerinde artan kalsiyum miktari, protein fosfataz kalsindrin ve
kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinazlarin aktivasyonunu saglar. Bu sekilde bir¢cok
koaktivator ve transkripsiyon faktoriiniin fosforilasyonu artar (20). Egzersiz hizli ve
giiclii bir sekilde PGC1-a’nin ekspresyonunu arttirir fakat bu artis gecicidir. Ciinkii hem
MRNA seviyesi hem PGCl-a’'nin diizeyi hizli bir sekilde egzersiz Oncesindeki ilk
haline geri doner (21). Egzersiz ayn1 zamanda hiicresel ve organizmal metabolizmanin

ana diizenleyicisi olan AMPK’y1 aktive eder (Sekil 1). AMPK, PGCl-a’y1



fosforilleyerek aktivasyonunu gergeklestirir. Aktiflesen PGC1-0a, FNDCS5’in artisina yol
acar ve irisin FNDC5’in karboksi terminalinden ayrilarak kas hiicrelerinden salinir (22).
Hafif ve kisa siireli egzersizler PGCl-o’da gegici yiikselisler olustururken, uzun ve

gliclii egzersizler kalici yiikselise sebep olur.

Uzun sureli egzersiz

Egzersiz b
l proteasome @ TCO’ ]

fco G PGCIc AMPK irisin
\ A
I @ @ 1
calcineurin/CaMKs ®lP) :
\ ST 5
PGC a 1
CREB, NFAT, MEF2C, MEF2D ~— FNDCS
P
PGCla
» /‘Q>/ @
NSNS [—P FNDC5
XXX

Sekil 1. Egzersizin PGC1-a, FNDCS5 ve irisin olusumuna etkisi (Cayman’dan, 23).

[risin, iskelet kasinda bulunan FNDCS5’in bir proteazla parcalanmasi sonucu
olusur (17). FNDCS, ilk kez 2002 yilinda iki bagimsiz grup tarafindan kesfedilerek
karakterize edilmistir. FNDCS, bir sinyal peptidi, iki fibronektin “domain” ve hiicre
membanina gomiilii bir hidrofobik “domain”den olusur (24,25). Yaklasik 32 kDa’luk
bir molekiiler agirliga sahip olan transmembran FNDCS5, dolasimda bulunan

FNDCS5’ten, yani, irisinden daha biiytiktiir (17,26).

FNDC5, amino(N)-terminal ucunda fibronektin “domain” ile bir sinyal peptidi ve
karboksi (C)-terminal domaininde lipid ikili tabaka igine yerlesmis bir hidrofobik
“domain”den olusur. Fare FNDC5’inin ilk 29 amino asiti sinyal peptiddir, hemen
ardindan 94 amino asitlik tekli FNIII domaini gelir. Bir sonraki 28 amino asitlik
bolgenin yapis1 ve fonksiyonu heniiz bilinmemektedir fakat irisin i¢in tahmini bir
boliinme bolgesi igerdigi diisiiniilmektedir. Bunu 19 amino asitlik trasmembran

“domain” ve 39 amino asitlik sitoplazmik “domain” takip eder. Bu yap1 “Type I”



membran proteini olarak sentezlenir ve daha sonra proteolitik olarak pargalanir

(Sekil 2). Fare ve insan irisininin % 100 6zdes oldugu belirlenmistir (17).

Huicre Ici
Hiicre Dis1

FNDC5

Nl “ ol I—@)ronectin 11T domain

IRISIN
N ibronektin III domain  C

12kDa

Sekil 2. FNDCS ve irisin salinmasi (Novelle’den, 27).

FNDC5’ten ayrilan irisin dolagimla beyaz adipoz dokudaki (WAT) heniiz
bilinmeyen reseptorlere baglanarak onu kahverengi adipoz dokuya (BAT) dontstiiriir.
Kahverengi adipoz doku, ¢ok lipid damlacikli hiicrelerden olugmaktadir ve beyaz

adipoz dokuyla karsilastirildiginda yiiksek miktarda mitokondri ihtiva eder (28,29).
4.2.2. Irisinin Biyokimyasal Etkileri ve Dokular Arasi Dagihmi

[risin, enerji deposu olarak kullanilan beyaz adipoz hiicrelerinin bir kismini,
enerjiyi 1s1 iretiminde kullanan kahverengi yag hiicrelerine doniistiiriir. Bu isleme
‘kahverengilesme’ denir. UCP proteinleri oksidatif fosforilasyonda, proton gradienti
olusumunu azaltan transmembran proteinleridir ve kahverengi adipoz doku hiicrelerinin
mitokondri i¢ membraninda bulunur (30,31). Irisin, kahverengi adipoz dokuyu
etkileyerek, mitokondri membraninda proton tasinimina katilan UCP1’in aktivasyonunu
arttirir. Bunun sonucunda iiretilen ATP, 1s1 olusumunda kullanilarak harcanir. Bu islem,
enerji harcanimini artirarak kilo kaybinin artmasi ve insiilin duyarliligi gibi metabolik
parametrenin iyilesmesine sebep olur. Kahverengi adipoz doku bebeklerde viicut

sicakliginin diizenlenmesine katkida bulundugunun bilinmesiyle birlikte, yetiskin



fizyolojisindeki fonksiyonu irisin hormonu kesfine kadar bilinmemekteydi (17). Bundan
dolay1 irisinin izolasyonu, biiyiikk Olclide metabolik olaylarin ve adipoz doku
metabolizmasinin  agiklanmasinda yardimeci olmustur (32). Irisinin adipoz doku
metabolizmasina etki ettigi gibi, sinir sistemine de etki ettigi diisiiniilmektedir. Bu
miyokinin, sinir hiicresi proliferasyonunu ve farklilagmasini da indiikleyerek, Alzheimer

veya Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar i¢in terapotik bir hedef olabilir (Sekil 3).

—
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1 Vicut Agirhgy Termogenez

Kahverengilesme It

Sekil 3. Irisinin etki mekanizmas1 (Novelle’ den, 27).

Irisin sentezinin biiyiik bir kisminin iskelet kas dokusunda gergeklestigi 6ne
sirilmiis ancak yapilan immiinohistokimyasal calismalar, irisinin kalp kast bag
dokusundan ve miyokardindan da bol miktarda sentezlendigini ortaya koymustur (17).
Sicanlarda kalp kas dokusu ve iskelet kas dokusundaki miligram doku basma irisin
miktarlart hesaplandiginda, kalp kas1 dokusundaki irisinin daha ¢ok oldugu bulunmustur
(33). Irisinin iskelet kasinin perimisyum, endomisyum ve cekirdek bdlgelerinde
immiinoreaktif bir 6zelligi mevcuttur (33). Yiiksek irisin seviyesinden diisiik irisin
seviyesine sahip olan dokular su sekildedir; kas, rektum, perikard, intrakranial arter,
kalp, dil, optik sinir, uvula, beyin, yumurtalik, yumurta kanali, hipofiz vezikiiller,

bobrekiistli bezi, yemek borusu, vena kava, bobrek, penis, retina, testis, liretra, mesane,
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spinal kord, karaciger, ince bagirsak, bademcik, tiroid ve vajina (34). Irisin adipoz
dokudan da salgilanir. Bu nedenle, arastirmacilar irisini miyokin ailesine ek olarak,

adipokin ailesine de dahil etmislerdir (2,17).
4.2.3. irisin ve Egzersiz

Egzersizin, viicut kompozisyonu, metabolik saglik, kardiyovaskiiler hastalik ve
ruh sagligr iizerindeki olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Yapilan caligmalarda,
iskelet kasinin kasilmasina yanit olarak (6rnegin, egzersiz) iskelet kas hiicrelerinin
otokrin, parakrin ve endokrin etki gdsteren sitokin/peptitleri sinyallerini salgiladigi
kabul edilmistir (35). Bostrom ve arkadaslar1 egzersiz sonrasinda farelerde ve insanlarda
iskelet kasinda FNDCS5 mRNA’sinin arttigint rapor etmislerdir (17). Ayrica, diyabetik
olmayan erkek denekler 10 haftalik aerobik egzersiz programina tabi tutulmus ve
egzersiz Oncesi ve sonrasi kan Ornekleri ve kas biyopsileri alinmis, egzersiz sonrasi
alinan &rnek sonuglarinda, irisin miktarmin fazla oldugu bulunmustur (36). Irisin
salgilanmasinin egzersiz ve 1siyla iliglisi olup olmadigr da arastirilmistir. Aydin ve
arkadaslari, obez ve saglikli bireyleri iki gruba ayirmis ve bir grup min. 45 dakikalik
egzersiz programina tabii tutulmus, diger grup ise min. 45 dk, 50 °C’de Tirk
hamaminda dus aldirilmistir (37). Arastirmacilar irisin miktarinin egzersiz ve dus
sonrasinda arttigini, ancak Tiirk banyosundan sonra irisinin biiylik bir miktarinin
dolasima salgilandigim ve tiikriige gectigini bildirmislerdir (37). Irisin istirahat halinde
iskelet kasindaki permisyumda bulunur fakat egzersizle salinimi1 daha da artar. Bundan

dolayi, irisin sadece egzersiz sonrasi saligilanmaz, kanda bazal miktarda da mevcuttur

(33).
4.2.4. irisin ve Obezite

Obezite, organizmadaki yag Kkiitlesinin artisiyla karakterize edilen ve gittikce
biiyiiyen bir saglik problemidir. Irisin termojenik 6zelliginden dolayi, yag kiitlesinin
azaltilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Yapilan ¢alismalarda, irisin diizeyleri kontrol
edildiginde, obez bireylerde 353.1+18.6 ng/mL iken kontrol gruplarinda 198.4+7.8
ng/mL olarak bulunmustur. Irisin diizeyleri kadinlarda 353.1+18.6 ng/mL ve erkeklerde
267.6+£12 ng/mL olarak bildirilmistir. Bu rapora gore irisin diizeyleri cinsiyete bagh ve
erkeklere oranla kadinlarda daha yiiksektir (38). Ayrica, dolagimdaki irisin miktart,

obezitede hiperglisemiye bir cevap olarak artar fakat tipki insiilin ve leptin gibi
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duyarlilig1 azalir. Irisin diizeyi kilo kaybi ile azaldig: i¢in dolasimdaki irisin seviyesinin
viicut yag kitlesinin bir gostergesi olabilecegi de ileri siiriilmistir (39). Obezite
ameliyat1 gegiren obez hastalardan, ameliyat sonrasindaki 6. ayda alinan iskelet kasi ve
serum Orneklerinde, kastaki FNDC5 mRNA’nin ve dolasimdaki irisin miktarinin
diistiigii gozlenmistir (34). Bu sonuca gore arastirmacilar, enerji kisitlamasi ve cerrahi
olarak indiiklenmis kilo kaybinin irisin seviyesini azaltti§i sonucuna varmistir (34).
Geng ve yasl farelerde irisin miktarlar karsilagtirildiginda, geng olanlarin serumlarinda
daha c¢ok irisin bulunmustur. Irisinin yiiksek miktarda bulunmasi yag yikimini
hizlandirir; Bu nedenle, obezitenin genglere oranla yaglilarda daha sik goriilmesinin
irisin miktarinin genglerde daha fazla olmasiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Boylece irisinin, metabolizma ile iliskili bircok hastalikta (obezite, T2DM...) nemli

rolii oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur.
4.3. Serin Proteazlar

Proteazlar, proteinazlar veya peptidazlar organizmada sentezlenen proteinlerin
kompozisyonunun, biiyiikliigliniin, bi¢iminin ve dongiisiiniin kontroliinde esansiyel olan
enzimlerdir ve her tiirlii organizmada bulunan mevcut proteinlerin toplam miktarinin
yaklagik % 2’sini temsil etmektedir (40). Bu enzimler kanin pihtilagsmasi, kontrolli
hiicre 6limii ve doku farklilasmasi gibi yasam i¢in dnemli biyolojik siireglerde rol

oynar.

Proteazlar dort mekanik smifa ayrilirlar.  Bunlar; serin  proteazlar,
metaloproteazlar, aspartik proteazlar ve sistein proteazlardir. Son yillarda ¢esitli proteaz
inhibitorleri kullanilarak bu proteaz smiflarinin  diger {iyeleri de belirlenmeye
calisilmaktadir (40). Serin proteazlar, bircok biyolojik yollarda ayni zamanda hiicre ve
hiicre dis1 proteinlerin modiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (41). Farkli
hastalik durumlarinda farkli tipte proteazlar rol oynar. Bu enzimlerin inhibitorlerinin
bilinmesi yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir (42). Triptaz, kimaz,
karboksipeptidaz, katepsin C ve G gibi nétral proteazlar 6zellikle insan ve rat mast
hiicrelerindeki salgi graniillerinin dominant protein unsurlaridir ve segici olarak bu
hiicrelerde lokalize olurlar (40). Bu proteazlar, dkaryotlarda, prokaryotlarda, arke ve

viriisler bulunabilir. Kimotripsin benzeri proteazlar sindirim, hemostaz, apoptoz, sinyal
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iletimi, ¢ogalma ve immiin cevap da dahil olmak iizere bir ¢ok Onemli fizyolojik

stireclerde rol oynamaktadir.

Katalitik serin reziidiileri ihtiva ettiginden dolay1 serin peptidazlar peptidazlarin
en biiyiik grubunu olusturur. Serin peptidazlari arasinda en bol bulunan ise tripsindir.
Bu enzimler, sindirim (tripsin, Kimotripsin), bagisiklik, kan pihtilasmasi (faktor Vlla,
[Xa, Xa, Xlla), fibrinoliz (lirokinaz, doku plazminojen aktivatorii, plazmin, kallikrein)

de dahil olmak tizere, pek ¢ok dnemli fizyolojik siireclere katilir.

Serin proteazlar aktif bolgelerinde serin amino asidi bulundurmasiyla taninan
enzim sinifi olup endopeptidaz 6zelligindedir (43,44). Bu yapr iginde serin, substrat ile
kovalent bag olusturan oldukg¢a reaktif bir unsurdur (44). Bu proteazlar graniillerdeki
diisiik pH nedeniyle pozitif yiikliidiir ve negatif yiiklii proteoglikan zincirleriyle siki bir
kompleks olusturur. Bu etkilesim, elektrostatik itmeyi azaltarak graniiller icindeki
proteazlarin sikica paketlenmelerine olanak verir. Degraniilasyon sonrasinda bu
enzimler notiir pH’l1 bir ortama salinirlar (42). Cogu mast hiicre proteazlart bu
bolgelerde proteoglikanlarla yaptiklart makromolekiiler kompleksler halinde kalirlar.
Bazi durumlarda ekzositozla disariya verilen proteaz/ proteoglikan komplekslerinin asir1
biiyiikliigii, proteazlarin dokulardaki diflizyonunu fiziksel olarak engeller (43). Bunlarin
tanimlanmas1 ve smiflandirilmalari, molekiil agirliklart ve aktiviteleri géz Oniinde

bulundurularak yapilir.

Kanda bulunan, kan pihtilagsma faktérleri digindaki ve hiicrelerden sizint1 yoluyla
kana gecen elastaz, vb. serin proteazlar alfa antitripsin benzeri bir takim fizyolojik
proteaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilerek kan proteinlerinin gereksiz
pargalanmalar1 6nlenmis olur. Bu ¢alismada kandaki mevcut irisin miyokininin, serin
proteazlar tarafindan pargalanmasini Onlemek amaciyla kuvvetli bir serin proteaz

inhibitdrii olan aprotinin kullanilmistir.
4.4. Aprotinin

Dogal bir polipeptid olan aprotinin 1930 yillarinda Kraut tarafindan sigir
akcigerinden izole edilmistir. Aprotinin dontigiimlii stokiyometrik enzim inhibitor
kompleksleri olusturarak insan tripsini, plazmini, plazma kallikreini ve doku kallikreini
tizerinde inhibisyon yapar. Aprotininin molekiiler esdegeri sigir pankreas tripsin

inhibitori 1936 yilinda Kunitz ve Northrop tarafindan tanimlanmistir (45). Preperat
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olarak ilk kez 1959 yilinda kullanima sunulan aprotininin giiniimiizde rekombinant

DNA teknolojisi ile iretimi ve kullanim1 da mevcuttur (46,47).

Pankreatik tripsin inhibitorii olarak da bilinen aprotinin, ii¢ distilfid koprisiiyle
capraz baglanmis iki kiiclik polipeptit zincirinden olusur. 6.5 kDa agirliginda molekiiler

agirhig1 ve izoelektrik pH’s1 10.9 olan, 58 amino asitten ibaret bir polipeptiddir (3,48).

Aprotininin inflamasyon ile hemostatik ve pihtilasma fonksiyonlar1 {izerinde
etkileri vardir. Hasarli boélgede enflamasyon ve pihtilasmanin kontrollii olarak
gergeklestirilmesi  gerekir. Bu kontrol araglarindan birisi de aprotinin benzeri
inhibitorlerdir. Bu inhibitorlerin birgogu dogal kaynaklardan elde edilip medikal ve
deneysel amaglarla insan ve hayvanlarda da kullanilabilir. Aprotinin de bunlardan
birisidir.

Aprotininin yapisindaki B-tabaka ve a-heliks yapilari, ¢apraz disiilfid baglariyla
(Cys5-Cysh5, Cysl14-Cys38, Cys30-Cys51) kararli bir tersiyer yapt meydana getirir
(Sekil 4). Aprotininin bu kararli yapis1 bilinen proteazlarin denatiirasyon ve proteolitik
parcalama etkilerine karsi kuvvetli bir diren¢ olusturur. Ayrica, bu kararli yapidan
dolayr bu molekilin % 2’lik trikloroasetik asit, % 70’lik metanol ve etanol veya

% 50’1ik aseton ¢ozeltilerinde aktivitesini kaybetmedigi de goriilmiistiir (49).

15 Lys
« Met

Lys15

S0 28

[A] Bl

Sekil 4. Sigir aprotininin ¢izgisel (A) ve 3 boyutlu (B) gosterimleri (Helland’dan, 50).
Tersiyer yapidaki o-heliks ve B-tabaka yapilart sirasiyla kirmizi ve yesil ile
gosterilmistir (B). Antiproteaz aktif merkezindeki Lys-15 kirmizi daire ile

gosterilmigtir. Disiilfid baglar1 mavi oklarla gosterilmistir.
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Aprotinin, farkli hayvan tiirleri arasinda bulunan ve yiiksek 6l¢iide korunmus bir
polipeptittir. Son yillarda insan aprotinini rekombinant DNA teknolojisiyle tiretilmeye
baslanmustir. Insan aprotininde, sigir aprotininde bulunan 58 amino asitten sadece ikisi
farkli olup Argl7-1le18 amino asitleri yerine Lys17-Met18 aminoasitleri bulunmaktadir
(53).

Aprotinin insanda medikal amagla kullanildiginda yapisindaki Lys-15 amino asidi
hedef proteinin aktif serin bolgesine siki baglanarak, plazmin, tripsin, kallikrein,
kimotripsin, aktive edilmis protein C, trombin ve nétrofil elastaz gibi bir¢ok proteazin
inhibisyonuna sebep olur (3). Aprotinin-tripsin  kompleksi igin ayrisma katsayisi
Ki=6 x10™* mol/L olup, bu rakam bir protein-protein etkilesimi icin rapor edilen en
yiiksek afiniteyi ifade etmektedir (52). Bundan dolayi, proteaz saflastirilmasi i¢in iyi
bir afinite ligand1 olarak da kullanilmaktadir. Bununla birlikte, aprotinin trombin ve
elastaz gibi baz1 proteazlarla daha diisiik bir baglanma gergeklestirir (3,48). Aprotinin
sadece serbest enzim molekiillerine baglanmakla kalmaz, enzim bir {igiincii maddeyle
bagh olsa bile, aktif merkeze ulasilabildigi siirece enzime baglanir. Ayrica aprotinin,
klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda kullanilan 6nemli bir proteaz inhibitoriidiir. Klinik
olarak, kalp ameliyat1 ve organ naklinde agir1 kan kaybini 6nlemek amaciyla kullanilir
(53). Giigli bir antiproteaz olan aprotinin, deneysel olarak plazma ve serumdaki
proteinlerin proteolizini, saklanma siireci igerisinde Onlemek amaci ile c¢aligilan

orneklere ilave edilir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1. Kullanmilan Cihazlar, Laboratuar Malzemeleri ve Kimyasallar

Calismamizda kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri ve kimyasal maddelerin

listesi tiretici firmalari ile birlikte Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri, kimyasal maddeler ve iiretici

firmalan

Kullanilan Cihazlar, Laboratuar

Malzemeleri ve Kimyasallar

Uretici Firma

Otomatik pipetler
Santrifiij

Saf Su Aritma Cihazi
Derin Dondurucu (-80°C)
Farma

Inkiibator

ELISA yikayicist
Vorteks

Mikroplate Okuyucusu
FNDC5/irisin ELISA Kkiti
Aprotinin

Pastor Pipet

Ependorf Tiipler

Pipet Uclari

Ornek Tiipleri (EDTA’l1 ve EDTAs1z)

Socorex, Isolab

Eppendorf, Centrifuge 5810
Kros

Thermo Electron Corporation
-86°C ULT Freezer

Shel Lab Shaking Incubator
Biotek

IKA Vortex, Genius 3
Molecular Devices VersaMax
SunRed

SIGMA A6279
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5.2. Yontem
5.2.1. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

Tez ¢alismasi, saglikli goniilliiler iizerinden alinan kan 6rneklerinde yapilmistir.
Calismamizda, 25-40 yas arasinda 10 erkek ve 10 kadin goniilliiden kan Ornekleri
alindi. Goniillii bireylerin se¢iminde, gebelik, akut ve kronik bobrek ve karaciger
rahatsizliklarr,  sindirim-emilim bozuklugu,  koroner arter hastaligi,  diyabet,
hipertansiyon, kanser ve endokrin bozukluk, menopoz hali, diizenli ilag, sigara ve

alkol kullanimi dislama kriterleri olarak belirlendi.

Calismaya dahil olan goniilliilere ¢alisma ile ilgili aydinlatildi. Calismada yer alan

goniilliilerin aydinlatilmis onamlari alindi1 (Bkz. Ek. Onam Formu Orneg;i).

Calismanin yiiriitiilebilmesi icin, K.T.U. Tip Fakiiltesi, Bilimsel Arastirmalari
Degerlendirme Komisyonu’ndan 2014/159 dosya numarasi ve 8 numarali karar ile onay
alimmustir (Bkz. Etik Kurul Onayn).

5.2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Calismaya Hazirlanmasi

Bu ¢alisma igin 20 saglikli kisiden sabah a¢ karma 2’si antikoagulan olarak
EDTA igeren, 2’si EDTA’s1z olmak iizere 4 tiip kan alindi. Bu tiiplerden EDTA’l1 ve
EDTA’s1z birer tanesine aprotinin ilave edildi. ilave edilen aprotinin miktar;, bir mL
kan i¢in 0.6 TIU (tripsin tinitesi) kadardir. Buna gore EDTA’I1 tiipe 45 pL, EDTA’s1z
olana 75 pL konuldu. Tiplerin timii 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Plazma ve
serumdan ibaret olan siipernatanlar 1 mL’ lik ependorf tiiplerine aktarilarak -80 °C’de 3

ay siire ile irisin 6l¢iimii i¢in bekletildi.

5.2.3. Plazma ve Serum Orneklerinde ELISA Yontemi Kullamlarak irisin

Seviyesinin Belirlenmesi

Plazma ve serum irisin 6l¢iimiinde SunRed firmasinin 201-12-5328 katalog nolu
insan irisini i¢in Uretilen ELISA kiti kullanilarak serum ve plazmadaki dlgiimleri kit
protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Bu oOl¢glimden gerceklestirilen calisma

basamaklar: asagidaki gibidir.
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e -80 °C’deki numuneler oda sicakligina getirildi.

¢ Kit paketinde bulunan ve konsantrasyonu 64 ng/mL olan irisin standart ¢ozeltisi,
ELISA olgiimlerinde kullanilmak iizere konsantrasyonlar1 32, 16, 8, 4, 2 ng/mL
olacak sekilde seyreltilerek standart 6rnekleri hazirlandi

e Standartlar sirasi ile 50 pL olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi ve i¢inde standart
bulunan her bir kuyucuga 50 pL Streptavidin-HRP eklendi. Kor igin ayrilan
kuyucuga kromojen A, kromojen B ve Streptavidin-HRP eklendi.

e Diger kuyucuklara sirasi ile 40 uL numune ve numune bulunan her kuyucuga
10 pL irisin-antikoru ve 50 pL Streptavidin- HRP eklendi. Sonrasinda pleyt folyo
ile kapatilarak calkalayicida 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

o Kitten ¢ikan yikama tamponu 30 kat seyreltildi.

e Inkiibasyon sonrasi pleyt, pleyt yikayicida yikama tamponu ile yikandi ve
kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu tamamen uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga renklendirme igin kromojen A ve B ¢ozeltilerinden 50’ser uL
eklendi. 37 °C’de karanlikta 10 dk inkiibasyona birakildi.

e Standarlarin rengi maviye doner donmez her bir kuyucuga 50 uL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondigii gozlendi.

e 450 nm dalga boyunda absorbanslar 6lgiildii.
5.2.4. Irisin Standart Grafigi

Kit protokoliine uygun sekilde yapilan serum ve plazmadaki irisin 6l¢iimiinden

elde edilen standart grafigi Sekil 5’de gosterilmistir.
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Sekil 5. Irisin standart grafigi.
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5.3. istatistiksel Analizler

Calisma sonrasinda elde edilen analiz sonuglari; aritmetik ortalama, + standart
sapma (X+SD) olarak ifade edildi. Deney sonuglari, SPSS (Statistics Program for Social
and Science) 13.0.1 (Lisans numarasi: 9069727) istatistik programina yiiklenerek
normal dagilima uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov Testi ile kontrol edildi. Normal
dagilima uyan; bagimli parametrelerin ikili karsilastirilmasinda Paired t testi kullanildi.

Istatistiksel testlerdeki sonuglarin p<0.05 olmas1 anlaml1 kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Serum ve Plazma Orneklerinde Irisin Seviyesi

10 erkek ve 10 kadin goniilliiden alinan kanlardan elde edilen serum ve
plazmalarda Olgiilen irisin miktarlarinin, kadin erkek bir arada olarak, ortalama ve
standart sapma degerleri Tablo 2’de verilmistir. Istatistiksel analiz sonucuna gore serum
ve plazma drneklerindeki irisin seviyeleri arasinda 6nemli bir fark oldugu goriilmektedir

(p=0.009).

Tablo 2. Aprotininsiz serum ve plazma irisin seviyeleri (ng/mL)

Parametreler Serum Plazma p
Numuneleri Numuneleri
n=20 n=20
Irisin 12.74+6.30 9.56+4.40 0.009

p, " Paired t testi" ne gore verilmistir.

6.2. Serum Orneklerine Aprotinin ilavesinin irisin Seviyesine Etkisi

Aprotininsiz veya aprotinin ilave edilerek calisilan serum orneklerinde olgiilen
irisin miktarlarinin, kadin erkek bir arada olarak, ortalama ve standart sapma degerleri
Tablo 3’te verilmistir. Burada verilen aprotininsiz serum ortalama degerleri Tablo 2’
deki serumlara ait degerlerdir. Istatistiksel analiz sonucuna gore aprotininli ve
aprotininsiz serum Orneklerindeki irisin seviyeleri arasinda Oonemli bir fark oldugu

goriilmektedir (p=0.008).

Tablo 3. Aprotinin ilave edilmis serumlarin irisin seviyesi (ng/mL)

Parametreler Serum Serum+Aprotinin p
Numuneleri Numuneleri
n=20 n=20
Irisin 12.746.30 10.44+4.49 0.008

p, "Paired t testi" ne gore verilmistir.
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6.3. Plazma Orneklerine Aprotinin flavesinin Irisin Seviyesine Etkisi

Aprotininsiz veya aprotinin ilave edilerek ¢alisilan plazma 6rneklerinde 6lgiilen
irisin miktarlarinin, kadin erkek bir arada olarak, ortalama ve standart sapma degerleri
Tablo 4’de verilmistir. Burada verilen aprotininsiz plazma ortalama degerleri
Tablo 2°deki plazmalara ait degerlerdir. Istatistiksel analiz sonucuna gére aprotininli ve
aprotininsiz plazma orneklerindeki irisin seviyeleri arasinda 6nemli bir fark olmadigi

goriilmektedir (p=0.525).

Tablo 4. Aprotinin ilave edilmis plazma irisin seviyesi (ng/mL)

Parametreler Plazma Plazma+Aprotinin p
Numuneleri Numuneleri
n=20 n=20
Irisin 9.56+4.40 10.2+4.64 0.525

p, "Paired t testi" ne gore verilmistir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Miyokinlerin kesfine kadar, kas dokusunun sadece hareketi saglamada ve iskeleti
dik tutarak organizmaya seklini vermeye katkis1 oldugu diisiiniilmekteydi. Son yillarda
ise iskelet kasmnin endokrin bir organ oldugu gosterilmistir. Iskelet kasmn parakrin ve
otokrin etkilere sahip miyokin ad1 verilen bir¢ok sitokini eksprese edip, salgilayabilme

ozelligi bulunmaktadir. Irisin de bu miyokinler sinifinda tanimlanan en son miyokindir
).

Yakin bir ge¢miste varligindan haberdar olunan irisinin insanlardaki roliiyle ilgili
calismalar az oldugundan, fonksiyonu tam olarak ortaya koyulamamistir. Ayrica, bazi
calisma sonuglar1 kimi zaman birbiriyle c¢elisse de, kana salinmasinin egzersizle
indiiklendigi, bazi beyaz yag hiicrelerini kahverengi yag hiicrelerine doniistiirerek,
enerji sarfiyatini artirdigt ve bunun sonucu olarak da, DM, obezite, kronik bobrek
yetersizligi gibi baz1 metabolik hastaliklari iyilestirici yonde etkili olabilecegi seklinde
yaygin goriisler bulunmaktadir (1,2). Heniiz, hiicre membranlarindaki reseptorleri basta
olmak iizere, aydinlatilmamis bir¢ok yonii bulunan irisin ile ilgili yapilan ¢alismalar giin
gectikce artmakta ve bu miyokinin biyokimyasal mekanizmasi, metabolik bozukluklara
etkisi gibi bircok yonii aragtirma konulari arasinda yerini almaktadir. Bu maksatla,
dokuda irisinin veya onun Onciili FNDC5’in ekspresyonu mRNA o6l¢iimiiyle veya
irisinin  kan dolagimindaki seviyesi serum ve plazmada ELISA metoduyla

belirlenmektedir.

K.T.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali arastirma laboratuarlarinda,
yaklasik {ic yildir, insan ve bazi deney hayvanlarinda irisinle ilgili calismalar
yapilmakta, bu hormonun serum ve plazma seviyeleri ELISA ile 6l¢iilmektedir. Bazen,
yapilan c¢alismalarda materyal Orneklerinin  toplanmasi uzun bir siirede
gerceklestiginden, oOrneklerin bir siire derin dondurucuda -80 °C’de saklanmasi
gerekmektedir. Bu Orneklerin saklanma sartlarinda ve siiresi icinde ihtiva ettikleri
proteinlerin farkli derecelerde proteolize maruz kalabilecegini diisiiniiyoruz. Bundan
dolay1, belli bir siire bu sekilde saklanan kan ve serum Grneklerine proteaz inhibitorii
olan aprotininin ilave edilmesinin gerekip, gerekmedigi ile ilgili bir 6n bilgi edinmek
icin -80 °C’de ii¢ ay silireyle muhafaza edilen serum ve plazma o6rnekleriyle boyle bir

calisma planlanmustir.
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Aprotinin etkisini ortaya koymak icin gonilliillik esasiyla 10 erkek ve 10
kadindan alinan kanlara aprotinin ilave edilerek ve edilmeyerek serum ve plazmalar
olusturulmustur. Ug ay siire ile -80 °C’de bekletildikten sonra bu drneklerde ELISA
yontemi ile irisin Ol¢limii gerceklestirilmistir. Tezde ifade edilmeyen sonuglara gore
kadin ve erkek gruplar arasinda hem plazma hem de serumda 6nemli bir fark
gozlemlenmediginden hepsi 20 kisilik bir havuz i¢inde gosterilmistir. Kadinlardaki ve
erkeklerdeki irisin diizeyleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda farki sonuglar bulunmustur.
Crujeiras ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, irisin diizeyleri kadinlarda 353+18.6
ng/mL ve erkeklerde 267.6+£12 ng/mL olarak bildirilmistir. Bu rapora goére “irisin
diizeyleri cinsiyete bagli ve erkeklere oranla kadinlarda daha yiiksektir” sonucuna
ulasmiglardir (38). Fakat, Choi ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise, serum irisin
seviyelerinin erkeklerde, kadinlardan daha yiiksek olma egiliminde oldugu fakat, her
iki cinsiyet arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark olmadigi bulunmustur (52.9+32.7,
45.8+£30.9, p=0.063). Bundan dolay1 serum ve plazma orneklerinde cinsiyet agisindan
irisin seviyesinde, bir hastalik yokken anlamli bir fark olmadig1 sonucuna varilmistir
(54). Zaten bu galisma, proteaz inhibisyon etkisi ile ilgili bir 6n bilgi edinmek amaci ile
yapildigindan kadin ve erkek degerler arasinda bir fark bulunmus olsaydi da, bunlar1 bir

havuz i¢inde toplanmasinin bir sey fark ettirmeyecegi diisiiniilmiistiir.

Calisilan numunelerin saklanmasinda -80 °C genelde kullanilan bir sicakliktir.
Aslinda bu sicaklik daha uzun siire saklamalar igin de yeterlidir. Ug aylik siire ise tezin
yetismesi i¢in akademik bir zorunluluk olup ve bir 6n bilgi edinme amaci i¢in yeterli

bulunmustur.

Bu calismada, aprotinin ilave edilmemis Serum ve plazma Ornekleri bagimli iki
grup olarak degerlendirilmis ve bu gruplarda irisin seviyeleri arasinda istatistiksel
olarak onemli bir fark bulunmustur (p=0.009). Bununla ilgili sonuglar Tablo 2’de
verilmistir. Bu tabloda serum &rneklerindeki irisin miktari ortalamas1 12.7+6.30 ng/mL,
plazmadaki ise 9.56+4.40 ng/mL olarak bulunmustur. Literatiirde, ayn1 sahislarin hem
serum hem de plazma 6rneklerinde ELISA ile irisin dl¢limiiniin yapildigi bir ¢alismaya
rastlanmamuistir. Dolayist ile bir karsilagtirma yapilmast miimkiin olmamistir. Ancak, bu
farkliligin ELISA yodnteminde kullanilan monoklonal antikorlarin plazma ve serum
bilesiminde bulunan farkli protein gesitleriyle farkl ¢apraz etkilesmeler yapmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Aprotinin ilave edilmis ve edilmemis plazma ve serum ornekleri bagimli iki grup
olarak diistiniilmiistiir. Plazma Orneklerine aprotinin ilavesi, irisin seviyesini
degistirmemis ve 2 grup arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir
(p=0.525). Aprotininsiz plazma numunelerindeki irisin miktar1 9.56+4.40 ng/mL,
aprotininli plazma numunelerindeki irisin miktart 10.2+4.64 ng/mL bulunmustur
(Bkz. Tablo 4). Buradan, bir 6n bilgi olarak, plazma 6rneklerine aprotinin ilavesinin
ELISA ile irisin tayininde gerekmedigi sonucu elde edilmistir. Bununla birlikte,
-80 °C’lik bir sicakligin, 3 ay siire i¢inde proteaz aktivitesine karsi 6rnegi koruyabildigi

de diistiniilebilir.

Ayni sekilde serum 6rneklerinde yapilan dl¢iimlerde, daha farkli sonuglar ortaya
cikmustir. Aprotininsiz serum Orneklerindeki irisin miktar1 12.7+6.30 ng/mL, aprotininli
serum Orneklerindeki irisin miktar1 10.4+4.49 ng/mL bulunmustur (Bkz. Tablo 3).
[risin olgiimleri ve istatistiksel degerlendirme sonucuna gore, Serum Orneklerine
aprotinin ilavesinin irisin seviyesini anlamli olarak azalttig1 goriilmiistiir (p=0.008). Bu
azalmanin nedeni, aprotininin serin proteazlara baglanarak olusan aprotinin-proteaz
kompleksinin proteaz enziminin baglanma bolgesiyle irisine baglanip, irisini
par¢alayamamasina ragmen, ELISA antikorunun baglanacagi epitopu kapatarak irisinin
eksik Olclilmesine yol agmasi olabilir. Kan plazmasinda ise, bu aprotinin-proteaz
kompleksleri koagiilasyon proteinlerine baglanmis halde olabileceginden irisin

molekiilleri korunabilecegi diislincesini vermektedir.

Ancak, bu sonuclardan yola ¢ikarak, -80 °C’de uzun siire muhafaza edilen serum
ve plazma drneklerine aprotinin eklenmesinin gerekliligi ile ilgili, 6n bilgi mahiyetinde
olsa dahi, net bir fikir vermemektedir. Bu husus; 1- irisin miktarin1 6lgmede kullanilan
ELISA Kitlerinin 6zellikleri 2- ¢alismada kullanilan 6rnek sayisi ve saklanma siiresi
cercevesinde tartigilabilir. Diinya ¢apinda birgok laboratuvarda metabolizma-egzersiz
iligkisi tizerinde, irisinin bir roliiniin olup olmadigmi 6grenmek i¢in arastirmalar
yapilmaktadir. Irisin yeni tanimlanan bir miyokin oldugu igin yapilan calismanin
sonuglarinda c¢eliskilere rastlanmaktadir. Mesela, Timmons ve arkadaslarinin, iskelet
kasinda FNDCS artisinin egzersiz ile iligkili olup olmadigint ortaya ¢ikarmak icin
yaptiklart bir ¢alismada, 24 geng erkegin dahil oldugu 6 haftalik yogun egzersiz
programi sonunda, bu kisilerden alinan iskelet kasi biyopsilerinde FNDC5 mRNA
miktarinda hig¢bir farklilik bulunmamustir (55). Fakat benzer bir ¢alismada diyabetik
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olmayan erkek denekler 10 haftalik egzersiz programina tabi tutulmus ve egzersiz
sonrast alinan kan oOrneklerinde ELISA ile Olglilen irisin miktarlarinda artig
gozlemlenmistir (36). FNDCS5’in degismeyip irisinin artmis goériinmesi, egzersizin
FNDCS5 ekspresyonunu degil, proteolitik kopma ile irisin salimmasini arttirdigini
diisiindiirmekle beraber ELISA ile yapilan Olciimlerin, tutarsizligindan da
kaynaklanabilecegi ifade edilmelidir. Bu tutarsizliklarin ELISA kitlerinde iretici firma
tarafindan Olgiilmesi i¢in hedeflenen irisin epitoplarindaki gesitlilikten kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Yapilan bu c¢alismalarda, immiinoeseylerde c¢apraz reaksiyon
proteinleri olabilecegi ve alinan sonuglarin sadece irisine ait olmama ihtimali mevcuttur.
Bu amagla yapilan bir calismada 4 irisin antikoru incelenmis, bu antikorlardan 3
tanesinin mevcut ELISA Kitlerinde kullanildigi bulunmustur. Calisma sonucunda biitiin
antikorlarin plazma ve serumlarinda irisin olmayan proteinlerle baskin bir sekilde
capraz reaksiyon verdigi goriilmiistiir. Bundan dolayi, ¢aligmalarda, FNDC5’in mRNA
seviyesindeki ekspresyonu olgiilse bile, kana proteolizle salinan irisinin miktar
hakkinda bir bilgi vermemektedir (56). Ciinkii, salgilanan veya irisin gibi proteoliz
sonucu saliverilen proteinlerin, dolasimdaki miktarlariyla, ekspresyonlar1 arasinda zayif
bir iliski vardir (57,58). Serum ve plazma Orneklerinde irisin Glgimii igin {retilen
ELISA kitlerindeki monoklonal antikorlarin farkli epitoplarinin olmasinin yani sira
analitik kriterlere uygunluklari tam olarak oturtulmadan piyasaya siiriildiigli, bu alanda
caliganlar tarafindan siklikla ifade edilmektedir (59). Bu nedenle FNDCS5/irisin
aminoasit dizilimini dogru bir sekilde 6l¢mek icin metodlar gelistirilmelidir. Tim
bunlar g6z Online alindiginda irisinin ELISA ile olglimii net bir kesinlik

saglamamaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alismada kullanilan 6rnek sayisi, bir 6n bilgi edinme amaci ile
yapildigindan, aprotininin ilavesinin gerekli olup olmadigini ortaya koymak igin
oldukca az goriilmektedir. Kesin bir sonuca varmak i¢in toplamda en az 50 kisiden
alman Ornekler degerlendirilmelidir. Calisilan 6rnek sayisinin arttirilmasiyla bu
belirsizligin Onlenebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, kan orneklerinin toplandigi ilk
giinde ve yalnizca 3 ay sonra degil, -80 °C’de 6 ay ve bir senelik muhafazalarinin
ardindan da irisin 6l¢limlerin yapilmasi daha dogru ve gilivenilir bir kanaate varilmasini

saglayacaktir.
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9. EKLER

9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Arastirmanin Adi: Aprotininli ve Aprotininsiz Serum ve Plazma Orneklerinde

Irisin Seviyesinin Belirlenmesi

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu galismaya katilmak tzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almayi kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapiimak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar

isteyiniz.

Calismanin Amaci Nedir?

Irisin yeni kesfedilen bir miyokindir. Bu nedenle literatiirde irisinle ilgili
calismalar siirhidir, ancak, bu miyokinin metabolizma ile iliskili bircok hastalikta
(obezite, T2DM,CVD...) 6nemli rolii oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur.
Aprotinin, ¢cok degerlikli bir serin proteaz inhibitériidiir. Ortama eklendiginde (plazma
ve serum Orneklerine) serin proteaz enzimine baglanarak, enzimi inhibe eder ve hedef

proteinlerin par¢alanmasini dnleyerek, proteinin yarilanma siiresini uzatir.

Laboratuarimizda birka¢ yildir canli materyallerinde irisin hormonu tayinleri
yapilmaktadir. Bazen materyal Orneklerinin toplanmasi uzun bir siirede
gerceklestiginden, orneklerin bir slire derin dondurucuda saklanmasi gerekmektedir. Bu
durumdan yola ¢ikarak, irisin seviyesinin belirlenmesinde plazma ve serum 6rneklerine
proteaz inhibitorii olan aprotininin ilave edilmesinin gerekip, gerekmedigi bu ¢alisma ile

ortaya konulacaktir.
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9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Devam)

Katilma Kosullar1 Nedir?

Yapilacak calismada goniilliiliikk esas alinarak yaklasik 20 saglikl kisi (10 bayan,
10 erkek) calismaya dahil edilecektir. Bu kisilerden dorder tiip kan alinacak, segilen

kisilerin yaslar1 ve cinsiyetleri dikkate alinacaktir.
Nasil Bir Uygulama Yapilacaktir?

Calismaya dahil edilecek saglikli kisilerden dorder tiip kan alinacaktir (2
biyokimya, 2 CBC). Kanlarin hepsinin seviyesinin ayni olmasina dikkat edilecek. Bir
ml kana 0.6 TIU aprotinin olacak sekilde, tiipler i¢in aprotinin miktar1 hesaplanarak; bir
biyokimya tiiptine 75 pL, bir CBC tiipline 45 pL aprotinin ilave edilecektir, diger
tiiplere ilave edilmeyecektir. Daha sonra numuneler 30 dakika i¢inde 3000 rpm’de 10
dakika siireyle santrifiijlenecek, serum ve plazma 6rnekleri ayrilacaktir. Numuneler -80
derecede derin dondurucuda 3 ay saklanacaktir. Bu siire sonunda ticari ELISA kiti
kullanilarak tretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda plazma ve serum Orneklerinde

FNDC5/irisin diizeyleri Ol¢iilecektir.
Sorumluluklarim Nedir?

Aragtirma ile ilgili olarak hastanin herhangi bir sorumlulugu yoktur (6rn.
uygulama siiresi boyunca hicbir ila¢ kullanmama ancak zorunlu olarak ila¢ almak
durumunda kalindiginda mutlaka sorumlu arastiriciyr bilgilendirme, uygulanan
arastirma semasina 0zen gosterme, arastiricinin Onerilerine uyma vb.). Bu kosullara

uymadiginiz durumlarda arastirici sizi uygulama dis1 birakabilme yetkisine sahiptir.
Katilimer Sayis1 Nedir?

Aragtirmaya 20 goniillii saglikl birey katilacaktir.
Katilnmim Ne Kadar Siirecektir?

Hastalar rutin hastaliklarinin seyri sirasinda bir kez kan vereceklerdir.
Cahsmaya Katilma ile Beklenen Olas1 Yarar Nedir?

Laboratuarimizda birkag yildir canli materyallerinde irisin hormonu tayinleri

yapilmaktadir. Bazen materyal 6rneklerinin toplanmasi uzun bir siirede
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9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Devam)

gerceklestiginden, 6rneklerin bir siire derin dondurucuda saklanmasi gerekmektedir. Bu
durumdan yola ¢ikarak, irisin seviyesinin belirlenmesinde kan ve serum orneklerine
proteaz inhibitorii olan aprotininin ilave edilmesinin gerekip, gerekmedigi bu ¢alisma ile
ortaya konulacaktir. (6rn, arastirmadan tibbi olarak bir yarar saglamasinin séz konusu

olmadig1 ancak bu ¢alismadan ¢ikarilan sonuglarin baska insanlarin yararina

kullanilabilecek olmasi, yalnizca arastirma amagh oldugu ve dogrudan yarar goérmesi ya
da tedavinin seyrinin degistirilmesinin beklenmeyecegi vb.)
Cahsmaya Katilma ile Beklenen Olasi Riskler Nedir?

Hastanin rutin iglemleri i¢in kan verme sirasinda 6-8 mL ek kan verme disinda

hicbir ek islem olmayip, bununda higbir tibbi riski yoktur.

Arastirma Siirecinde Birlikte Kullanilmasinin Sakincali Oldugu Bilinen

ilaclar/Besinler Nelerdir?
Calisma gercevesinde boyle bir durum yoktur.
Hangi Kosullarda Arastirma Dis1 Birakilabilirim?

Calismaya alinacak saglikli kisilerden tek bir kan alinmasi nedeniyle bdyle bir

durum soz konusu degildir.
Diger Tedaviler Nelerdir?
Yok.

Herhangi Bir Zararlanma Durumunda Yiikiimliiliik/Sorumluluk Kimdedir ve Ne

Yapilacaktir?
Hastaya herhangi bir zarar verilmesi miimkiin degildir.
Arastirma Siiresince Cikabilecek Sorunlar i¢in Kimi Aramaliyim?
Gontiilliilerden bir seferde kan alinacak acil bir durum olusmayacaktir.
Calisma Kapsamindaki Giderler Karsilanacak Midir?

Calismada boyle bir 6deme gerektiren parametre kullanilmamaktadir.
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9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Devam)

Cahsmayi Destekleyen Kurum Var Midir?
Yok.

Calismaya Katilmam Nedeniyle Herhangi Bir Odeme Yapilacak Midir?
Hayir.

Arastirmaya Katilmayr Kabul Etmemem veya Arastirmadan Ayrilmam

Durumunda Ne Yapmam Gerekir?

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer

almay1 reddedebilirsiniz.

Arastirmanin sonugclar1 bilimsel amacla kullanilacaktir; calismadan ¢ekilmeniz ya
da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse

bilimsel amagla kullanilabilecektir.
Katilmama Iliskin Bilgiler Konusunda Gizlilik Saglanabilecek Midir?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz

de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz
Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren 5 sayfalik metni okudum ve so6zlii olarak dinledim. Aklima gelen tim
sorulart arastirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar
ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmayi isteyip istemedigime karar
vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin
gozden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine
yetki veriyor ve soz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini higbir
zorlama ve bask1 olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum. Bu formu

imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.
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9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Devam)

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN VELI VEYA )
VASININ IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIiBIi DISINDAN YETKIN BiR HEKIiM IMZASI

ADI &
SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVi

TARIH
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