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OZET iskelet kasi, kalp ve beyinde eksprese edilen transmembran pro-
teini olarak bilinen FNDCS5 (fibronektin Tip 3 domainini igeren 5. pro-
tein), 2002 yilinda kesfedildi ve yaklasik 10 y1l boyunca bu membran
proteini gérmezden gelindi. 2012 yilinda, 6zellikle akut ve yogun eg-
zersize cevap olarak iskelet kast FNDC5’inin ektodomain kismi (N-ter-
minal domaini), bilinmeyen bir proteaz tarafindan kesilerek dolagima
aktarild1 ve irisin olarak adlandirilds. Irisinin beyaz yag dokusuna, iize-
rinde bulunan integrin reseptoriine baglanarak, peroksizom proliferator
aktive edici reseptor alfa aracilikl1 UCP1 ekspresyonu ve mitokondri sa-
yisini artirdigi, beyaz yag dokusunun kahverengi yag dokusuna doniis-
mesini uyardig: yapilan deneysel ¢alismalarla gosterildi. Normalde
beyaz yag dokusu soguga maruz kalindiginda, beyin ve kalp gibi vital
organlar1 korumaya almak i¢in bu degisimi gerceklestirmektedir. Ancak
beklenmedik bir sekilde, egzersize yanit olarak beyaz yag dokusunun
degisiminin gerceklestigi ve enerjinin adenozin trifosfat olarak degil, 1s1
olarak agiga ciktig1 gosterilmistir. Buna dayanarak, irisin molekiiliiniin
zayiflama, insiilin sensitivitesi ve glukoz homeostazina aracilik edebi-
lecegi onerilmektedir. 2012-2022 yillar1 arasinda, irisin miyokininin
roliinii kesfetmek tizere 1.000’den fazla makale yayimlanmustir ve 6zel-
likle yag dokusu ve metabolizmadaki etkilerini aydinlatmak amaciyla
caligmalar devam etmektedir. Ancak celiskili sonuglar mevcuttur ve bu
durumun, bazi ¢alismalarda insan ve hayvan serum ve plazma numu-
nelerinde irisin seviyesinin dogru dl¢iilmemesinden kaynaklandig1 gés-
terilmistir. Bu derlemede, irisin ile ilgili 6l¢iim yontemleri, bir¢ok
hastaligin tedavisi agisindan timit verici olabilecegi diisiiniilen rekom-
binant irisin enjeksiyonu ve FNDCS5 geni nakavt edilmis fare ¢alisma-
lartyla ilgili giincel yaklagimlara yer verilecektir.

Anahtar Kelimeler: FNDC5/irisin; 6l¢iim yontemleri;
rekombinant irisin

ABSTRACT FNDCS (fibronectin Type 3 domain containing protein
5), known as the transmembrane protein expressed in skeletal muscle,
heart and brain, was discovered in 2002 and this membrane protein was
ignored for about 10 years. In 2012, in response to particularly acute
and intense exercise, the ectodomain portion (N-terminal domain) of
skeletal muscle FNDCS5 was cleaved by an unknown protease, and this
portion was circulated and named irisin. Experimental studies have
shown that irisin binds to the integrin receptor on white adipose tissue,
increasing peroxisome proliferator-activated receptor alpha-mediated
UCP1 expression and mitochondria count, and stimulating transfor-
mation of white adipose tissue into brown adipose tissue. Normally,
when the white adipose tissue is exposed to cold, it performs this
change to protect vital organs such as the brain and heart. However,
unexpectedly, it has been shown that white adipose tissue changes in re-
sponse to exercise and that energy is released as heat, not adenosine
triphosphate. Based on this, it is suggested that the irisin molecule may
mediate attenuation, insulin sensitivity, and glucose homeostasis. Be-
tween 2012-2022, more than 1,000 articles were published to explore
the role of irisin myokine, and studies are continuing to elucidate its
effects on adipose tissue and metabolism. However, there are conflict-
ing results and it has been shown in some studies that the irisin level in
human and animal serum and plasma samples is not measured correctly.
In this review, current approaches about measurement methods related
to irisin, recombinant irisin injection, which is thought to be promising
for the treatment of many diseases, and FNDC5 gene knockout mouse
studies will be discussed.

Keywords: FNDC5/irisin; measurement methods;
recombinant irisin

I FNDC5/IRISIN

Transkripsiyon faktorleri (TF), islevlerini ger¢ekles-
tirmek i¢in koaktivator ve korepresorlere sahip ol-

malidir. Transkripsiyonel koaktivatorler, TF ye bagla-
nir ve aktivasyonlarimi destekler, ancak kendi baglarina
spesifik DNA dizileri yoktur. Transkripsiyonel koakti-
vatorlerin en iyi bilinen ailelerinden olan PGC-1 ailesi-
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nin bilinen 3 tiyesi vardir [PGC-1a, 1f ve iligkili protein
(PRQ)].! Peroksizom proliferator aktive reseptor-y ko-
aktivator-1o (PGC 1-a) enerji metabolizmast ile uyari-
lir ve egzersizle kaslarda tiretilir. PGC 1-0, biyogenez
gibi ¢esitli biyolojik programlara aracilik eder.> Ayrica
yiiksek PGC 1-a seviyeleri kas hasarini dnler. PGC1-a,
birkag kas gen {iriinliniin ekspresyonunu uyarir. Bun-
lar; interlokin-15 (IL-15), 16sin agisindan zengin gli-
(LRG-1), doku
metalloproteinaz 4 (MMP-4), vaskiiler endotelyal bii-

koprotein-1 inhibitérii  matris
yiime faktorii (VEGF) ve fibronektin Tip 3 domain ige-
ren 5. proteindir (FNDC5).?

FNDCS proteini, 2002 yilinda 2 farkli grup ta-
rafindan kesfedilmistir. Fibronektin Tip 3 domaini
iceren 2. protein (FRCP2) ve peroksizomal protein
FNDC5’in diger isimleridir.* FNDC5 proteini, 209
amino asit (aa) icerir. 29 aa sinyal peptidi, 94 aa fibro-
nektin alani, 28 aa’lik bilinmeyen bir kisim, ardindan si-
rastyla 19 aa transmembran ve C-terminal 39 aa igerir.’
FNDCS, Tip 1 membran proteinidir. Bu protein, bilin-
meyen bir enzim tarafindan N-terminal alanindan pro-
teolitik olarak kesilir ve 112 aa irisin olusur ve kan
dolasimma salinir. FNDCS3, irisinin onciisiidiir.® Bos-
trdm ve ark., irisin ad1 verilen 112 aa’lik 12 kDa agir-
lig1 olan kas hiicreleri tarafindan salinan yeni bir
miyokin kesfetmislerdir.? Miyokinler, iskelet kasindan
egzersiz sirasinda veya hemen sonrasinda miyositler-
den salgilanir. Insan ve fare irisini karsilastinldiginda

%100, insiilin %835, glukagon %90 ve leptin %83 bir-
birine benzerdir. Irisin miyokini beyaz yag dokusunu
(BYD) kahverengi yag dokusuna (KYD) ¢evirerek
enerji tiikketimine neden olur. Diisiik seviyede (yakla-
stk 20 nM) FNDCS5, Uncoupling protein 1(UCP1) eks-
presyonunu 7-1.500 kat artinr ve artan UCPI
ekspresyonu, adenozin trifosfat (ATP) sentezini azaltir
ve 1s1 iiretimine neden olur. irisin mekanizmas1 Sekil
1’de goriilmektedir.

Tiim bu veriler 1518inda, FNDC5’in kahverengi
yag dokusunun termogenez aktivasyonunu diizenle-
digi sdylenebilir.? Son arastirmalar, irisinin alfa v in-
tegrin ailesinin tiyeleri olan integrinlere baglanarak
hareket ettigini gdstermistir.® Integrinler, ¢dziiniir li-
gandlar1 tantyan ve hiicre disg1 matris ligandina bag-
lanan reseptorlerdir.” Bu transmembran reseptorler,
hiicre yapigmasi, go¢li ve agregasyonundan sorumlu-
dur. Irisin, yag dokusu, kalp kas1, bobrek, karaciger,
miyelin kilifi, noral hiicreler, optik sinir, Gstii, Pur-
kinje hiicreleri, rektum, tiikiiriik bezleri, mide, testis,
dil ve intrakraniyal arter gibi ¢esitli dokularda iireti-
lir." Irisin sentezi en yiiksek olan doku, iskelet
kasidir ancak immiinohistokimyasal ¢alismalar,
miyokarda da yaygin olarak sentezlendigini goster-
mistir. Irisin immiinoreaktivitesi paratiroid, subman-
dibular ve sublingual bezlerde goriilmiistiir ve yag
dokusunda da sentezlendigi i¢in adipomiyokin ola-
rak da adlandirilmaktadir.
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FNDC5/IRISININ TESPITI VE
MIKTAR TAYIN YONTEMLERI

FNDCS ve irisin, baglica 3 antikora bagli yontemle
tespit edilmistir:

(i) Western blotlama (WB, nitel ve yar1 nicel),

(ii) Enzime bagli immiinosorbent deneyleri
(ELISA, kantitatif),

(ii1) Protein sivi ¢ip testi (Milliplex Haritasi
Insan Myokine Manyetik Boncuk Paneli; Merck,
Darmstadt, Almanya, nicel).

Ek olarak, irisinin tanimlanmasi veya miktarinin
belirlenmesi i¢in farkli kiitle spektrofotometresi (MS)
yaklagimlar1 kullanilmustir.!!

Farelerde dolagimdaki irisin seviyelerinin ilk
kaba tahmini 800 ng/mL glikozile irisine karsilik
gelen 40 nmol/L. Bu bildirilen seviyeden >2.500 kat
daha yiiksektir, ayn1 grup tarafindan daha sonra kan-
titatif MS sonucuna gore fare plazmasinda irisin 0,3
ng/mL bulundu.'? Dolayisiyla dolagimdaki irisin se-
viyesinin belirlenmesinde ikileme diisiildii. Tim
metodlar arasinda peptid miktarinin MS (kiitle
spektroskopisi; maddelerin bagil kiitleleri lizerinden
atom bilesimi ve dizilimini bulmak i¢in kullanilan
analitik bir teknik) ile belirlenmesi protein konsant-
rasyonu Ol¢iimii i¢in altin standart olarak kabul
edilir.’* MS degerleri, irisin i¢in yontemler deger-
lendirilirken akilda tutulmalidir. Yine de dolasim-
daki irisin i¢in mevcut tek referans degeri, insanda
3-4 ng/mL ve farelerde 0,3 ng/mL olarak belirlen-
migtir, !>

i. Antikor Bazli Yontemler-WB

WB, numune icerisindeki 6zel bir proteini tayin
etmek icin kullanilan kalitatif bir tekniktir. WB, diger
bir¢ok immiinolojik laboratuvar tekniklerinde elde
edilemeyecek kadar degerli bilgiler kazanilmasini
saglar. Jel elektroforezi sirasinda, 6rnek icerisindeki
proteinler molekiil agirliklarina uygun olarak ayrilir-
lar ve spesifik olarak yonlendirilmis bir antikor ta-
rafindan tespit edilir ve yontem esas olarak bir
hedef proteinin kimligini dogrulamak {izerine ¢ali-
sir. Bu teknik ayrica hedeflenmis proteinin farkli
dokularda ekspresyonlarini karsilastirmada veya
spesifik proteinin hastaliga veya ilag tedavisine
nasil cevap verdigini belirlemede 6nemlidir.!* WB
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yontemi kullanilarak dolasimdaki irisinin tespiti ile
ilgili hala ¢ok fazla kafa karigikligi mevcuttur. Wrann
ve ark., hiicre kiiltiirii siipernataninda deglikozile
edilmis irisini ~15.000 MW bandinda gostermelerine
ragmen deglikozile edilmis fare plazmasindaki
22.000 MW bandini irisin olarak adlandirmislardir.'
Sadece yapilan fareler ve insanlarla ilgili birkag ca-
lismada, plazma veya serumda deglikozillenmis irisin
(13.000 band) i¢in beklenen boyut araligina yakin
bantlar elde edilmistir.'*!"!® Bu ¢alismalarda kullani-
lan antikorlar, daha sonraki ¢aligmalarda kullanilma-
mustir. Bu nedenle farelerde ve insanlarda kantitatif
olarak belirlenen 0,3 ile 4 ng/mL plazma irisin dii-
zeyi WB ile saptanmamis ve herhangi bir tiirde WB
ile dolagimdaki irisinin tespiti ile ilgili tekrarlanabilir
sonuglar elde edilememistir.'!

ii. Antikor Bazll Yontemler-ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ELISA yontemi; peptidleri, proteinleri, antikorlart ve
hormonlar1 saptamak ve 6l¢mek icin tasarlanmis
plaka tabanli bir tahlil teknigidir. ELISA y6nteminde,
bir antijen kat1 bir yiizeye immobilize edilir ve daha
sonra bir enzime bagli bir antikor ile kompleks haline
getirilir. Tespit, bir substrat ile inkiibasyon yoluyla
konjuge enzim aktivitesinin degerlendirilmesiyle ger-
ceklestirilir. Tespit stratejisinin en dnemli unsuru, ol-
dukga spesifik bir antikor-antijen etkilesimidir.'
Cesitli tireticiler, yapay sistemlerde ¢ogunlukla immii-
nojene karst gegerli olan, ancak biyolojik sistemlerde
cok da gecerli olmayan ELISA’lar1 6nerdiler. 2015 y1-
linda, irisin diizeylerinin giivenilmezligi hakkinda uya-
rida bulunulana kadar, ELISA’lara dayali, 100’den
fazla caligma yayimlandi. Perakakis ve ark., luteinize
edici hormon (LH), bityiime hormonu (GH) ve leptin
gibi diger birka¢ hormonla ilgili yapmis olduklari ¢a-
lismalarina dayanarak, mevcut irisin seviyesinin ya-
pilan calismalar ve gelistirilen antikorlarla daha
dogru sonuglar verebilecegini savunmuglardir, ancak
bu beklenti bugiine kadar gergeklegsmemistir.?® Ak-
sine insanlarda rapor edilen ELISA irisin diizeyleri-
nin araligi son yillarda artmistir (13,5 pg/mL vb.
14,8 ng/mL).?!*> Heterojen sonuglar, biiyiik 6l¢iide
WB’de gozlemlendigi gibi irisin antikorlarinin diger
plazma/serum proteinlerine spesifik olmayan bag-
lanmasindan kaynaklanabilir. Ozetle ELISA’lara da-
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yali olarak irisin seviyelerine iligkin yayimlanmis tiim
veriler, kesfinden 10 y1l sonra bile biiyiikk metodolo-
jik problemler nedeniyle risk altindadir.

iii. Antikor Bazli Yontemler-Protein Sivi Cip Testi

Saglikli, yenidogan bebeklerde serum irisin seviye-
lerinin Luminex boncuk bazli multipleks algilama
sistemi (Merck Millipore, Massachusetts, ABD) kul-
lanilarak 6l¢iildiigii tek ¢aligmada, ortalama irisin dii-
zeyi 1,1+0,2 ng/mL olarak bildirilmigtir. Ayni anda
irisin dahil 15 miyokini tespit eden bu sistem de an-
tikor bazli oldugundan daha fazla dogrulama gerek-
lidir.

DOLASIMDAKI iRiSIN TESPITINDE GUNCEL DURUM

Kesfinden 10 yil sonra bile irisinin kemirgenler ve
insanlar i¢in tam olarak onaylanmis referans bir de-
geri yoktur. Bu durumla ilgili birka¢ neden vardir:

m Yapilan ilk calismada, WB ile de tespit edile-
bilen, fare ve insanlarin dolagiminda oldukga yiiksek
seviyede irisin ol¢iildii ve 50-900 ng/mL araliktaki
seviyeleri 6lcen ELISA’lar irisin seviyesi i¢in gegerli
kabul edildi.

m Ikincisi, tam olarak dogrulanmamis ELI-
SA’larm kullanimi, lineer araligin 6tesinde ve tespit
limitinin altinda degerlerin yayimlanmasi, rapor edi-
len seviyelerin hizl bir sekilde pg/mL’den pg/mL’ye
kadar genislemesine yol acti.

m Ugiinciisii, daha sonra irisini kesfeden grup,
kantitatif MS ile dlctildiigiinde, insanlarda yaklasik 4
ng/mL ve farelerde 0,3 ng/mL seviyeleri bildirdi. Bu
MS degerleri, farelerde 40 nmol/L (~800 ng/mL) do-
lasimdaki irisinin kendi baglangi¢ tahminlerinden ¢ok
daha diistiktiir. Sonug olarak ¢ok diisiik MS degerleri
(orijinal olarak Onerilen seviyelere daha yakin olan),
ELISA ile dlgiilen, rapor edilen tiim irisin diizeyleri-
nin bityiik bir boliimiiniin gecerliligini sorgulamak-
tadir.

I FNDC5 GENi NAKAVT EDILMIS VE
REKOMBINANT iRISIN ENJEKSIYONU
CALISMALAR|

FNDC5 genini eksprese eden adenoviral vektorler,

intravenoz olarak farelere enjekte edildiginde, kasik-
lardaki BYD’de UCP1 ekspresyonunu indiikledigi,
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buna karsilik FNDCS5 geni nakavt edilmis farelerde
inguinal BYD’ nin egzersize bagli esmerlesmesinde
azalma gozlendigi ortaya koyuldu.>?* FNDCS35, hete-
rozigot disi fareler ile yapilan bir ¢alismada, hedef
genin ekzonunu kodlayan DNA’y1 kesmek icin
TALEN (transkripsiyon aktivator benzeri efektor niik-
leaz) teknolojisi kullanilmis, FNDC5 geninin 3. ek-
zonundaki 18 ve 19. niikleotidlerin kirpilmasi ile
gergeve kaymasi mutasyonu gergeklestirilerek, irisin
geni eksik fare elde edilmistir. Farelerdeki FNDC5
geninin nakavt edilme sebebi, irisin olusumunu 6n-
lemektir. FNDCS heterozigot disi fareler, C57BL/6
WT erkek fareler ile birlikte, FNDCS5 heterozigot
erkek fareler tiretilmis, son olarak disi FNDCS5 eksik
(-/-) fareler tiretmek i¢in heterozigot disi fareler ve
erkek fareler g¢iftlestirilmistir. Elli bir homozigot
FNDCS eksik fare tiretimi yaklasik 2 sene siirmiis, bu
calisma sonucunda, irisin eksik farelerde; hiperlipi-
demi (kanda lipid seviyesi artis1) ve azalmis kahve-
rengi yag dokusu cevabi, azalmis glukoz toleransi ve
insiilin sensitivitesi (glukoz intoleransi ve insiilin di-
renci), azalmis kemik kiitlesi ve giicii, artmis proin-
flamatuar sitokin (timor nekrozis faktor-alfa, 1L-6)
seviyesi ve artmis kemik rezorpsiyonu gozlenmistir.**
Kas hasari olan fare modelinde, irisin enjeksiyonu ile
iskelet kas1 miktar1 artmis, kas dokusunda nekroz
azalmis ve kas giicii artirilmistir. Bu sonuglar, kas ya-
ralanmasinda irisinin potansiyel terapotik degerini
gostermektedir.?> Aym aragtirmacilarin yaptigi baska
bir ¢alismada ise rekombinant irisinin, potansiyel ola-
rak iskelet kas1 hipertrofisini indiikledigi ve bu ne-
denle atrofinin iistesinden gelmek igin terapotik
faydaya sahip oldugu 6nerilmistir.>® Kanser kaseksi
tedavisinin birincil amac1 olan kas kiitlesini irisin en-
jeksiyonu yoluyla korumak, kas hipertrofisini artira-
cak ve kanser kaseksi tedavisinde énemli bir adim
olacaktir.

[l SONUC VE ONERILER

2012 yilinda potansiyel bir miyokin olarak kesfedilen
irisinin, egzersize cevap olarak FNDC5’ten kesildigi
ve BYD’nin kahverengiye doniismesini indiikledigi
gosterilmistir. Ancak 100°den fazla ¢alismada, farkli
fizyolojik degisimlere cevap olarak plazma irisin
konsantrasyonunun 6l¢iimiinde dogru olmayan uy-
gulamalar kullanildig: tespit edilmistir. Baz1 ¢alis-
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malar, irisinin egzersizle farelerde inguinal (kasik)
BYD’nin kahverengi yag dokusuna doniigmesini ara-
cilik ettigini dogrularken, bazilar1 bunu dogrulama-
mistir. Ozellikle insanlarda egzersizle BYD’nin
kahverengi yag dokusuna doniisiimil tizerindeki etki-
sini destekleyen ¢aligmalar dikkat ¢ekicidir. Bu kap-
samda, son zamanlarda en ¢ok tizerinde durulan
FNDC5 geni nakavt edilmis ve rekombinant irisin
teknolojisi kullanilmis ¢alismalar birgok hastaligin
tedavisi acisindan umut vadetmektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢aliyma swrasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili

dogrudan baglantist bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi

alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya
herhangi bir ticari firmadan, c¢alismanin degerlendirme
stirecinde, ¢calisma ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebile-

cek maddi ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamistir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin ¢ikar
catismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiyeligi veya
iiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir firmada

calisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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