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OZET

SAZAN (Cyprinus carpio) VE GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus
mykiss)’NDA IRISIN PEPTITININ ELISA YONTEMIYLE ARASTIRILMASI

Bu calismada sazan (Cyprinus carpio) ve gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss)’nda irisin peptitinin ELISA yontemi ile arastirilmasi amaglanmistir. Arastirmada
canli olarak 40 adet C. carpio (20 adet yavru+20 adet pazar biiyiikliigii), 40 adet O. mykiss
(20 adet yavru +20 adet pazar biiyiikliigii) olmak iizere toplam 80 adet balik kullanilmistir.

Fenoksietanol ile anestezi edilen baliklarin boy ve agirlik 6lgtimleri yapildiktan sonra
kuyruk kesilerek kavdal venadan alman kanlar santrifiij edildikten sonra serumlar1 -20 "C ‘de
muhafaza edildi. Kan serumundaki irisin peptit diizeyleri MyBioSource Fish Irisin (IS)
marka MBS108944 kodlu ELISA kiti kullanilarak belirlenmistir. Ayni tiirtin farkl
cinsiyetleri arasinda ve iki farkl tiir arasinda istatistiksel farkliligm olup olmadigi ise
Independent-Samples t-testi uygulanarak belirlenmistir. Baliklardaki irisin diizeylerinin
cinsiyet, agirlik ve total boy 6l¢timleri arasindaki korelasyon analizi ise Pearson korelasyon
analizi kullanilarak degerlendirilmistir. P< 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Yavru C. carpio ile pazar biiylikliigli C. carpio’nun irisin diizeyleri, pazar bliytikligi
0. mykiss'in erkek ve disileri arasindaki irisin seviyeleri, ayrica hem pazar biiyiikligi C.
carpio ve O. mykiss'in arasinda hem de bunlarin erkek baliklar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugu (P< 0,05) goriilmiistiir.

Pazar biiytikliigiindeki O. mykiss'lerin hem total boyla (p=0,033 r=0,477), hem de
erkek O. mykiss'lerin total boyla (p=0,041 r=0,596) korelasyonlar1 belirlenmistir.

Sonug olarak, irisin hem C. capio hem de O. mykiss'de bulunmakla birlikte cinsiyet,
total boya gore farkliliklar goriilmiis, agirlikla ilgili istatistiksel anlamda bir degisiklik
belirlenmemistir. Bu degerler tiir ve biiyiikliige gore farklilik gostermekle birlikte bu konuda
genelleme yapilmasi icin irisin ve baliklarla ilgili daha bir¢ok caligmanin yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: irisin, C. carpio, O. mykiss, ELISA, Kan serumu
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SUMMARY

Investigation of Irisin Peptide in Carp (Cyprinus carpio ) and Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss) by ELISA method

In this study, it was aimed to investigate the irisin peptide in carp (Cyprinus carpio)
and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) by ELISA method. 80 fish in total, which are 40
C. carpio (20 seed fish+20 market sizes) and 40 O. mykiss (20 seed fish+20 market sizes),

were used in this research.

After anaesthetized fish using phenoxyethanol were subjected to length and weight
measurement, the fishtails were cut off, the blood taken from caudal vein were centrifuged
and the supernatants were stored at -20°C. The irisin peptide level measurement in blood
serum of fish were carried out using an ELISA kit coded as MBS108944, produced by
MyBioSource Fish Irisin (IS). The irisin peptide level difference between different genders
of same species and between different species were determined by Independent-Samples t-
test. The correlation analysis of gender, weight and total length in terms of irisin level in fish
were investigated using Pearson Correlation Analysis. The value of P< 0,05 was considered

statistically significant.

The irisin peptide level difference between seed fish C. carpio-market size C. Carpio,
male market size O. mykiss-female market size O. mykiss and male market size O. mykiss-

male market size C. carpio were statistically significant (P< 0,05).

The correlations of market size O. mykiss (p=0,033 r=0,477) and male O. mykiss
(p=0,041 r=0,596) were determined regarding with total length.

Consequently, irisin peptide was found in both C. carpio and O. mykiss; however,
the differences were determined in terms of gender and total length. On the other hand,
weight of the fish did not have a significant effect on irisin level statistically. The irisin level
can differ by species and fish size; therefore, many studies must be carried out to generalize

this scope of thought.

Key Words: Irisin, C. carpio, O. mykiss, ELISA, Blood serum
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1. GIRIS
Anadolu ve Uzakdogu kdkenli bir balik olan sazan (Cyprinus carpio), Cyprinidae
familyasinin en karakteristik tiirii olup, (Tablo 1.1) i¢ su balik yetistiriciligi icerisinde

alabaliktan sonra, diinyada ikinci derece de 6nemli olan bir balik tiiriidiir (Celikkale, 2002;

Yilmaz ve Giil, 2002; Dil, 2015).

Tablo 1.1. Cyprinus carpio’nun sistematikteki yeri (Linnaeus, 1758).

Alem Animalia

Alt alem Metazoa

Sube Chordata

Alt sube Vertabrata
Ust sinif Pisces

Siif Teleostei

Alt sinif Actinopterygii
Siiper takim Ostariophysi
Takim Cypriniformes
Familya Cyprinidae
Cins Cyprinus

Tiir C. carpio
Binominal ad1 Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758)

Cyprinus carpio (C. carpio )’da viicut az ¢ok biiyiik olan cycloid tipteki pullarla
ortiilii, bas kismi ¢iplak olup (Sekil 1.1.) maxsiller dis agizda bulunmamaktadir. Bazi
tiirlerde agiz prokraktil karakterde olup, tipki bir koriikli hortum seklinde ileriye dogru
uzayip kisalabilir. Yag yiizgeci bulunmaz. Bu familyanin en karakteristik 6zelligi olarak
farinks dislerinin varlig1 gosterilebilir. Bu disler genellikle operkulumun altinda ve 4.
solungag¢ yaylarinin gerisindeki faringien kemikler {izerinde olup, tiirlere gore sira, say1 ve
sekilleri biliylik farkliliklar gosterir. Bu nedenle, cinslerin ve tiirlerin ayriminda onemli

diagnostik 6zellikler olarak dikkate alinirlar (Geldiay ve Balik, 1999).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Animalia
https://tr.wikipedia.org/wiki/Chordata
https://tr.wikipedia.org/wiki/Actinopterygii
https://tr.wikipedia.org/wiki/Cypriniformes
https://tr.wikipedia.org/wiki/Cyprinidae
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cyprinus&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Binominal_nomenklat%C3%BCr

C. carpio omnivor bir balik olup, su pireleri, kurtlar, diptera larvalari, kiigiik
molluskalar, bitkisel taneler, algler vs gibi besinleri tiiketirler. Boylar1 1 m’den fazla
olabilen, agirliklar1 15-20 kg’a kadar ulasabilen, C. carpio 25-40 yil kadar yasayabilmektedir
(Soylu, 1998).

C. carpio yem degerlendirmesi yiiksek, kiiltiir kosullarma kolay uyum saglayabilen,
sicaklik degisimlerine karsi oldukca direncli, biiyiimeleri hizli, yasama oranlar1 yiiksek,
hastaliklara kars1 direngli ve protein kaynagi olarak da yaygin bir sekilde tiiketildiklerinden
dolay, i¢ sularda yaygin bir sekilde ¢esitli yontemlerle yetistiriciligi yapilan ve avlanan bir

balik tiiriidiir (Celikkale, 1994; Aydin vd., 2005).

Sekil 1.1. Cyprinus carpio’nun genel goriiniisii (Orjinal)

Gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss, W. 1792) diinyada uzun yillardan beri
kiiltiir kosullarina uygun niteliklerinden dolay:r kiiltiirii ve yetistiriciligi yaygin olarak
yapilan ve hizla artis gdsteren bir balik tiiriidiir. Gollerde, nehirlerde ve derelerde yasayan
bu baliklar ¢ok genis sicaklik derecelerini tolere edip, su kalitesi bakimindan yiiksek
derecede oksijenli suya ihtiya¢ duyarlar (Sokmenler, 1988).

Sistematikteki yeri Tablo 1.2° de gosterilen Oncorhynchus mykiss (O. mykiss)’ in
viicudu tiknaz olup, lateral olarak yassilasmistir. Agiz terminal konumludur ve at nali
goriiniimiindedir. Cenelerde, damakta ve dil iizerinde ince sivri dikenler seklinde kuvvetli
disler mevcuttur. Viicudu Orten sikloit pullar kiiciiktlir ve deriye iyice gomiilmiis olup

morfolojik olarak yag ytlizgeci ile karakterizedirler (Ugurlu ve Polat, 2007).



Tablo 1.2. Oncorhynchus mykiss 'in sistematikteki yeri (Walbaum, 1792).

Alem Animalia

Alt alem Metazoa

Sube Chordata
Altsube Vertabrata
Siipersinif Pisces

Sinif Osteichthyes
Altsmif Actinopterygii
Takim Salmoniformes
Familya Salmonidae
Cins Oncorhynchus
Tiir O. mykiss
Binominal adi Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)

Bas, solungac kapagi, viicudun dorsal ve lateral bolgesinde, 6zellikle sirt ve kuyruk
yiizgeglerinde ¢ok sayida kiigiik, yuvarlak kahverengi-siyah ve yesilimsi benekler bulunur.
Karin bolgesi parlak glimiis renginde, yanal ¢izgi boyunca parlak ve gokkusagi renginde

bantlar1 mevcuttur (Sekil 1.2.). Ureme déneminde bu bant erkeklerde daha goz alic1 olur ve

balik adini bu 6zelliginden almigtir (Ugurlu ve Polat, 2007).

Sekil 1.2. Oncorhynchus mykiss’in genel goriiniimii (Orjinal)

Baliklarda besin alimini ve enerji harcamasini diizenleyen, istah mekanizmasini
kontrol eden GRP (gastrin releasing peptid), glukagon, NPY (ndropeptit Y), ghrelin, galanin,
POMC (pro-opiomelanocortin) oreksinler, bombesin, AgRP (agouti-relatedpeptide), GH

3
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(growt hormon), MCH (melanin concentrating hormone), MSH (melanocyte-stimulating
hormone), CCK (cholecy stokinin), CART (cocaine and amphetamine regulated transcript),
CRF (corticotropin releasing factor), tacikinin, leptin (Volkoff vd., 2005; K&priicii ve Algiil,
2015) ve apelin (Volkoff ve Wyatt, 2009; Kopriicii ve Algiil, 2015) gibi pekgok peptit

mevcuttur.

Baliklarda besin alimi1 ve biiyiime, hipotalamus ve ndropeptidler arasindaki baglanti
ile besin alim1 ve biiyliime diizenlenmektedir (Park ve Bloom, 2005; Volkoff, 2006; Strader
ve Woods, 2005). Ancak enerji dengesi, besin alimi ve metabolizmanim endokrin
diizenlenmesi hakkindaki bilgiler olduk¢a smirlidir (Volkoff, 2006; Volkoff ve Wyatt,
2009).

Noropeptidlerin islevlerinin belirlenmesi baliklarda beslenme mekanizmasiin ve
yem degerlendirilmesinin anlasilmas: acisimdan Onemlidir. Baliklarda beslenme
calismalarinin  biiyiik boliimiiniin, besin kompozisyonunun etkilerinin arastirilmasi
(Yamamoto vd., 2002) veya cevresel faktorler lizerine oldugu goriilmektedir (Petit vd.,
2003). Son yillarda yapilan g¢alismalarda, baliklarda tanimlanan bazi noropeptidlerin
memelilerin beslenmeyle ilgili peptidlerine homolog oldugunu gostermektedir (Volkoff vd.,

2005).

Irisin peptitinin metabolizmanmn endokrin sistem iizerinde yararli etkileri oldugu

diistiniilmektedir.

1.1. irisin Hormonu

[risin, ilk kez Bostrém vd., tarafindan 2012 yilinda kas dokusunda izole edilen, 112
aminoasitten olusan ve 12 kDa agirhginda glikoprotein yapisinda bir hormondur. Iris, Yunan
mitolojisinde Tahmus ve Electra’nin kiz1 ve Tanri’dan insanlara gilizel haberler getiren

gokkusagi ile sembolize edilmistir (Bostrom vd., 2012).

Insan ve farelerde irisin, fibronektin tip III domain 5 (FNDC5) molekiiliiniin
proteolitik bir {iriinii olup (Aydin, 2014; Inci ve Aypak, 2016), ilk kez 2002 yilinda iki farkl
grup tarafindan tanimlanmistir (Ferrer-Martinez vd., 2002; Teufel vd., 2002).

[risin farelerde, 94 aminoasit bulunan tekli FNIII fibronektin zinciri, 24 aminoasit,
iceren bir sinyal peptid ve bir C terminalinden ibarettir. Hiicresel FNDC5 molekiilii, agirlig:
32 kDa olan transmembran FNDC5’den kiiciiktiir. Bu da FNDCS5’ in salgilanmadan evvel C

terminal boliimiinden ayrildig1 hipotezini desteklemektedir. Bu nedenle, FNDCS5 proteolizi
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sonucu salgilanan irisin memelilerde iyi bir sekilde korunmustur (Bostrém vd., 2012;
Polyzos vd., 2013; Raschke vd., 2013; Erickson, 2013). Mesela, irisin, insan ve farelerde
%100 benzerlik gosterirken, glukagon %90, insiilin ve leptin ise %83 benzerlik oranina

sahiptir (Bostrom vd., 2012; Raschke vd., 2013).

Adipoz dokunun viicutta enerji dengesi ve homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli
rolii vardir. Beyaz ve kahverengi olmak iizere 2 tip adipoz doku tipi bulunmaktadir. Beyaz
adipoz doku, enerjinin depolandig1 yerdir, kahverengi adipoz doku ise bol damar ve
mitokondri igeren yiiksek metabolik aktiviteye sahiptir. Ayrica kahverengi adipoz dokunun
yenidoganlarda viicut 1sisinin diismesine karsi koruyucu olduguda bildirilmektedir (Cannon

ve Nedergaard, 2004; Van Marken vd., 2009; Mahajan ve Patra, 2013).

Irisin, beyaz adipoz dokuyu, kahverengi adipoz dokuya doniistiirerek (Sekil 1.3.)
enerji harcanmasina sebep olan termojenik bir proteindir (Bostrdm vd., 2012; Polyzos vd.,
2013; Roca -Rivada vd., 2013; Elsen vd., 2014; Pardo vd., 2014; Aslan ve Yardimci, 2017;
Ozcelik vd., 2017,Sammons and Price, 2014 ).

Exercise

Skeletal ’
muscle

White
Adipocyte
IO White adipose tissue enfiched
White adipose lissue
- T with ectopic brown adipocyles

Sekil 1.3. Egzersiz sonucu beyaz yag dokunun kahverengilesmesi (URL-1, 2014).



Diizenli egzersiz yapildiginda bireyleri metabolik hastaliklardan koruyan irisin,
iskelet kasinda salgilanan bir miyokin olarak tanimlandigi gibi (Aydin, 2014) miyokin
smifindaki en biiyiik hormon oldugu bildirilmektedir (Vamvini vd., 2013; Dun vd., 2013).

Miyokinlerin tanimlanmasma kadar kas dokusunun sadece gevseme, hareketlerin
desteklenmesi ve organizmaya sekil verdigi bilinirdi (Lutz ve Lieber, 1999). Ancak son
yillarda yapilan c¢aligmalarda irisin, miyonektin, beyin tiirevli notrofik faktor, fibroblast
gelisme faktorii miyostatin gibi bir¢ok molekiiliin kas dokusunda sentezlendigi bulunmustur.
Bu da dokusunun ¢esitli fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde ve bir bir¢ok metabolik olayda

onemli bir endokrin organ gorevi yaptigini gostermektedir (Pedersen, 2013).

Dun vd., (2013) tarafindan yapilan immunohistokimyasal g¢aligmalarda iskelet
kaslarinda irisinin lokalizasyonu gosterilmistir ancak makaledeki fotograflar siyah ve beyaz
oldugu icin kaynagin yerinin tanimlanmasi zor yapilmistir. Yani iskelet kas hiicrelerinde

irisinin lokalizasyonu makalenin resimlerinde goriilememistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda fare femoral kaslarin sarkolemmasinda FNDC5
immunoreaktivitesi belirlenmistir. Bag doku ve sitoplazmada belirlenirken, kas fibrillerinin

arasindaki intosellular yiizeyde bulunamamaistir (Brenmoehl vd., 2014).

Yine yasli ve geng farelerin yiizme egzersizi sonunda karaciger, bobrek ve kalp
kaslarmni igeren birgok dokuda yaygin irisin immunoreaktivitesi belirlenmistir. Irisin IR
perimisium, epimisium ve rat iskelet kaslarmin hiicre ¢ekirdeklerinin etrafinda goriilmiistiir
(Aydin vd., 2014a). Bunun yaninda bazi g¢alismalarda (Bostrdom vd., 2012; Moreno-
Navarrete vd., 2013; Roca -Rivada vd., 2013), irisin sentezi adipoz dokuda’ da (Moreno-
Navarrete vd., 2013), deri bag dokusunda (Aydin vd., 2013), kardiak kas, karaciger, bobrek,
pankreas, mide , testis ,dalak ve periferal sinir miyelin kiliflarinda (Dun vd., 2013; Aydin
vd., 2014a), tiroid (Ruchala vd., 2014) kaydedilmistir. Adipoz dokuda bulunmas1 nedeniyle
arastiricilar (Aydin, 2014) irisini miyokin grubuna ek olarak adipokin grubuna da dahil

etmislerdir.

[risin immunoreaktivitesi ayni zamanda tiikriikk bezleri, parotid, submandibular ve

sublingual bezlerde de bulunmustur (Aydin vd., 2013; Aydin vd., 2014b).

[risin sentezi pankreasta ve periferal dokular arasindaki yag bezlerinde olmaktadir.

Irisin sentezinin biiyiik kismimin iskelet yag dokusunda oldugu sanilmakla birlikte (Bostrom



vd., 2012) farelerde Aydin vd., 2014a tarafindan yapilan bir caligmada irisinin doku bagina

diisen miktari, kalp kasinda iskelet kasina gore daha fazla sentezlendigi ortaya konulmustur.

Irisin prekiirsérii olan FNDC5 mRNA, yiiksek konsantrasyondan diisiik
konsantrasyona dogru olmak {iizere sirastyla kas, rektum, perikardium, intrakranial arter,
kalp, dil, goz siniri, beyin, ovaryum, ovaryum kanali, pitvitory, seminol vezikiiller, adrenol
bezler, 6zefagus, vena kava, bobrekler, penis, retina, testis, liretra, liriner kese, spinol kord,

karaciger, ince bagirsak, tonsil, tiroid ve vajina’ da yer almaktadir (Huh vd., 2012).

Irisin mRNA cesitli dokularda belirlenmesine ragmen rat ve insanlarin dalak,
karaciger, epididimis, testis, pankreas, mide, kalp ve beyindeki irisin protein lokolizasyonu

hakkinda bilgiler smirlidir (Aydin vd., 2014)

[risin prekirsoriic FNDCS’ in asir1 salinimi, O> kullanimini, CO> ve 1s1 {iretimini
arttirrr. Irisin enerji harcanmasmi ve 1s1 ¢ikisini yiikseltmek icin hiicre ig¢inde 2 yol
izlemektedir. Birinci yol; hiicre membraninda ilk olarak adenilat siklaz enzimi aktive olarak
hiicre i¢inde siklik adenozin monofosfat (cAMP) artis1 gerceklesir. cAMP seviyesinin artisi
protein kinazi etkileyerek hormon sensitiv lipazin aktivitesini saglar. Bu da yag yikimini ve
enerji harcamasimi arttirmaktadir. Ikinci yol ise; irisin FNDCS, heniiz bilinmeyen bir yolla
cekirdegi uyarir ve uncoupling protein 1 (UCP1) ekspresyonunu arttirarak elektron transport
sisteminde ATP fiiretimini bloke edip 1s1 iiretimini arttrmaktadir. UCP1 ekspesyonunun
artmastyla meydana gelen 1s1 liretimi, insiilin direnci olan kisilerde ve obezlerde, glukoz/yag
metabolizmas1 agisindan enerji harcanmasini arttirmaktadir (Pedersen ve Febbraio, 2012;
Pardo vd., 2012; Polyzos vd., 2013; Pardo vd., 2014; Czarkowska-Paczek vd., 2014; Xiong
vd., 2015).

Son yillarda diinyada kiiresel bir halk sagligi problemi haline gelmis olan obezitenin
(De Onis vd., 2010) kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, dislipidemi, insiilin direnci,
hipertansiyon hastaliklar1 ve fiziksel inaktivetenin insidansini arttiracagi diistiniilmektedir

(Panagiotou vd., 2014; Ruchala vd., 2014; Palacios-Gonzoles vd., 2015).

Yapilan bir arastirmada (Moreno-Navarrete vd., 2013; Stengel vd., 2013; Polyzos
vd., 2013) morbid obez bireylerde dolasimdaki irisin diizeylerinin anoreksik ve normal
agirhiktaki bireylerden daha yiiksek oldugunu, yine baska bir calismada (Huh vd., 2014)
agirhik kaybir sonrasmda dolasimdaki irisin seviyelerinin azaldigmi ve bununda kas
kiitlesindeki azalmadan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.Bu sonuglar beden kitle indeksi
(BKI) ile irisin arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu géstermektedir. Bunun aksine Liu vd.,
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(2013) ise, BKI, bel- boy oram ve erkeklerde yag kiitlesinin irisin diizeylerinde negatif bir
iliski belirlemis ve obez, diyabeti olmayan erkeklerde dolasimdaki irisin seviyesinin daha

diisiik oldugunu saptamislardir.

Insiilin direnci ve metabolik sendromu olan ¢ocuklarda dolasimdaki irisin diizeyi
daha yiiksek (Stengel vd., 2013; Hee Park vd., 2013; Lopez-Legarrae vd., 2014) obez ve
bozulmus glikoz toleransina sahip ¢ocuklarm normal agirliktaki ¢ocuklara gére plazma irisin

diizeyleri daha yiiksek bulunmustur (Reinehr vd., 2015).

Viitasalo vd., (2015) 6-9 yaslarinda hafif, sisman/obez ¢ocuklarda plazma irisin
diizeyleriyle plazma yag asitleri arasindaki iliskiyi incelemis ve hafif sigsman/obez
cocuklarda yasa ve cinsiyete gore uyarlama yaptiktan sonra kisa zincirli yag asitleri ve tekli
doymamis yag asitlerinin daha yiiksek plazma irisin seviyesinde oldugunu bunu da hafif
sisman/obez  c¢ocuklarda viicut yagmmm fazla olmasindan kaynaklanabilecegini

bildirmislerdir.

Bostrom vd., (2012) tarafindan obese ve non diobetik 52 yasindaki erkek bireyler
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada 10 haftalik egzersiz programindan sonra dolasimdaki plazma
irisin seviyesinin iki kat arttigini, kaslardaki FNDC5 mRNA ekspresyonunun da artis

gosterdigini belirtmislerdir.

Normal ve obez olan erkek arasinda yapilan calismalarda (Pekkala vd., 2013;
Hoffman vd., 2014) serumdaki irisin ve kaslardaki FNDC5 mRNA‘da bir degisiklik

olmadig1 goriilmiistiir.

Yaglar1 7-18 arasinda olan 65 obez c¢ocukta yapilan ¢alismada; bir yillik diyet ve
egzersiz sonrasinda plazma irisin diizeylerinde %12’ lik bir artis goézlenmistir (Blither vd.,
2014), sekiz haftalik egzersizden sonraki serum irisin seviyelerinin normal, hafif sigsman ve

obez gruptarda ise azaldig1 saptanmistir (Palacios- Gonzolez vd., 2015).

Cinsiyet ve plazma diizeyleri arasindaki iliskiyi inceleyen bazi caligmalarda
cinsiyetle irisin diizeyleri arasinda bir iliski olmadigin1 bildirirken (Lopez -Legarrea vd.,
2014; Anastasilakis vd., 2014; Bliiher vd., 2014; Viitasalo vd., 2015), baz1 calismalarda (Al-
Daghri vd., 2014; Lopez -Legarrea vd., 2014) kizlarda serum irisin diizeylerinin erkeklerden
daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bununda ergenlik ¢agindaki erkeklerde kahverengi
adipoz dokunun kizlara gore daha yiiksek olusuna (Al-Daghri vd., 2014) ve kizlarin



erkeklerden dnce ergenlige girmesinden (Lopez- Legarrea vd., 2014) kaynaklanabilecegini

belirtmiglerdir.

Yapilan bazi arastrmalarda (Kraemer vd., 2013; Aydin vd., 2013) kosu ve
egzersizden sonra saglikli erkek ve kadimnlarin serum irisin seviyelerinde bir degisikligin

olmadig1 saptanmuigstir.

Timmons vd., (2012)’ de erkek ve bayan, yaslilar ve gengler lizerinde 26 hafta
boyunca ardisik olmadan haftada iki kere kosu egzersiinden sonra yapmis olduklar1 kas
biyopsisi sonucunda yash bireylerde kaslardaki FNDC5 mRNA ekspresyonunun %30 daha

arttigini gézlemlemislerdir.

Obezitede egzersizin standart tedavi oldugunu; enerji harcamasini arttrmasindan
dolayida diyete gore daha etkili bulundugunu Bostrom vd. (2012) tarafindan bildirilmistir.
Diizenli fiziksel aktivite ve egzersizin, plazma irisin seviyeleri iizerine etkisiyle ilgili
arastirmalarda hem ¢ocuklar hem yetiskinlerde hala ¢eliskili sonuglar olmakla birlikte, belli
bir siire egzersiz yapan kisilerde irisin saliniminin uyarildig:1 (Palacios-Gonzoles vd., 2015),
egzersizden sonra fare ve insanlarin iskelet kasinda mRNA FDNCS’in arttig1 gézlenmistir

(Bostrom vd., 2012).

Besse vd., (2014) non-diyobetik erkeklere 10 hafta boyunca aerobik egzersiz
uygulamis ve egzersiz sonrasinda bireylerin kas ve kan biyopsilerini incelemisler ve egzersiz
sonrasinda kanda irisin konsantrasyonunun iki katma ¢iktigmi belirtirken, Hecksteden vd.,
(2013) 26 hafta boyunca, haftada 3 kez yapilan egzersiz sonrasinda dolagimdaki irisin

miktarinda bir degisiklik olmadigini tespit etmislerdir.

Sabah ve gece yapilan aerobik egzersizin antremanli deneklerde serum irisin
diizeyine etkilerinin belirlendigi arastrmada (Ozgelik vd., 2017) sabah ve gece antremaninin
irisin diizeyinde farkli etkilere sahip olmadigini, bu deneysel diizenek egzersizin enerji

diizenlemesinde bir role sahip olan serum irisin seviyesini arttirdigini saptamiglardir.

Bazi arastiricilarda (Timmons vd., 2012) egzersiz sonrasi irisin diizeylerinde artis

olup olmadigiyla ilgili genelleme yapmanin heniiz dogru bulmadiklarini bildirmislerdir.

[risin ile ilgili baliklarda yapilmis ¢aligma ¢ok smirli olup, Butt vd., (2017) tarafindan
Carasius auratus izerine yapilan bir aragtirmada, FNDCS5 ekspresyonunda aclik, lipoprotein
lipoz, uncoupling protein (UCP2) istah regulatorlerinin ekspresyonu ve beslenme

davraniglari lizerine irisin enjeksiyonun etkisini incelemislerdir. Baliklarda metabolizma ve
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beslenme iizerine irisinin roliinii belirlemek i¢in, beslenme davranislari, glukoz seviyeleri,
aclik diizenleyicilerinin (kokoin, amphetamine reguloted transcript CART, agouti reloted
protein AgRP, orexin) mRNA ekpresyonu, UCP2, lipoprotein lipaz (LPL), ve beyin
faktorleri (beyin derived notrofik faktor, BDNF ve tyrosine hydroxylase TH) beyin, beyaz
kas ve bagirsaklarda degerlendirilmistir.Irisin enjeksiyonundan (100 ng/g) sonra besin alim1
azalmig, beyinde oresin, CART1, CART2, UCP2, BDNF, kaslarda UCP2, bagirsaklarda
LPL mRNA ekspresyonunda artis belirlerlerken, kan glukoz seviyesi, beyin AgRP, TH,
UCP1, UCP3 ve LPL expresyonunda bir degisiklik belirlemislerdir. Bir kisim Carassius
auratus’larda FNDCS5 cDNA izole etmisler. FNDCS5 ekspresyonu, UCPs, LPL ve BDNF a¢
ve tok baliklar arasinda karsilastirmiglardir. Ag¢ baliklarda kaslar hari¢ beyin ve bagirsakta
FNDCS5 mRNA ekspresyonu arttigini belirlenmislerdir. A¢ baliklarda ayni zamanda beyinde
BDNF ve LPL ekspresyonunda, kaslarda UCP1, UCP2, UCP3 ve LPL ekspresyonunda artig
gbzlemislerdir. Bu sonuglara gore irisin baliklarda anorexigenik bir faktor olup, ayni
zamanda CART, oreksin, UCP2 ve BDNF gibi istah diizenleyici faktorler arasinda da yer

alabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Caf vd., (2017)’nin Alburnus tarichi nin kan serumunda irisin, peptin ve adropin
seviyeleri arastirilmustir. Irisinin balik uzunlugu, agirligi ve cinsiyet farkliligiyla olan

korelasyonlari istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir.

Cyprinus carpio ve Oncorhynchus mykiss lizerinde yapilacak bu arastirmada; irisinin
bu balik tiirlerinin kan serumunda var olup olmadig1, varsa hangi dl¢iide bulundugu ELISA

yontemi kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir.

1.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Sistemler

Antijen antikor reaksiyonunu gerceklestirmek icin bircok yontem olmasina ragmen
son yillarda en ¢ok kullanilan yontem ELISA testidir. Bu yontemde, antijen ya da antikor
bir enzimle isaretlenmekte ve immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu
Olciilmektedir. Giliniimiizde kullanilan bir¢ok ELISA kiti yiiksek standarda sahiptir ve
otomatik olarak ¢alistiklar1 i¢cin hiz ve verimi arttirmakta ve insan hatalarini azaltmaktadirlar

(Aras, 2011).

Oncorhynchus mykiss ve Cyprinus carpio’nun kan serumunda irisin peptit
diizeylerinin belirlenmesinde pek c¢ok yontem kullanilmakla birlikte, ELISA (Enzyme

Linked Immunosorbent Assay) yonteminin kullanilmasinin bir¢cok sebebi bulunmaktadir.
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Diger testlere gore daha kisa siire i¢erisinde sonug alinmasi, yiiksek duyarlilikta olmasi, fazla
sayida Ornegin ayni siire igerisinde test edilebilmesi ve sonuglarin tekrarlanabilirliginin
yiiksek olmas1 gibi avantajlarinin yanisira hem maliyet ve is giicii agisindan, hem de zaman

acisindan kazangli yonleri bulunmaktadir.

Beslenme sekilleri bakimindan farklilik gosteren Cyprinus carpio ve Oncorhynchus
mykiss’in kan serumunda; irisin peptit varliginin ELISA yontemiyle incelenmesi sonucu elde
edilen bulgularm, olusabilecek immunohistokimyasal degerlendirmelere ve fizyolojik

karsilagtirmalara yardime1 olacagi diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasi; Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
(FUBAP) tarafindan SUF.16.10. nolu proje olarak desteklenmis olup, Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 2016/78 protokol nolu ¢alisma olarak yapilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Bahk Materyali Temini

Calismanin materyalini olusturan Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) ve Sazan baligi (Cyprinus carpio L. 1758) Elaz1g il smirlari igerisinde; il
merkezine 45 km uzaklikta Keban ilgesinde bulunan alabalik ve sazan yetistiriciligi yapan
tesislerden canli olarak temin edildi. Arastirmada 40 adet C. carpio (20 adet yavru, 20 adet
pazar biiyiikligii), 40 adet O. mykiss (20 adet yavru, 20 adet pazar biiyiikliigli) olmak tlizere
toplam 80 adet balik kullanildi.

Balik nakil tankiyla canli olarak tasman baliklar, ¢alismanin yapilacagi Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarina getirilerek su giris ve
¢ikigt bulunan fiberglas tanklara aktarilarak bulunduklar1 ortama adaptasyonlar1 saglandi

(Sekil 2.1.).

,__4

Sekil 2.1. Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesine canli olarak getirilen baliklar

Yapilan bu tez ¢aligmasinda ortalama agirlig1 350,00 £129,52 g ortalama total boyu
28,51+3,77 cm olan toplam 20 adet pazar biiyiikligli C. carpio, ortalama agirhigi 36,65+6,10
g ortalama total boyu 13,56+0,76 cm olan toplam 20 adet yavru C. carpio ile ortalama
agirhig1 42,85+5,81 g ortalama total boyu 15,88+1,05 cm olan 20 adet yavru O. mykiss ve
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ortalama agirligi 1989,80 £721,57 g ortalama total boyu 53,084+5,94 cm olan toplam 20 adet
pazar biiyikligl O. mykiss kullanildi.

2.2.Metot

2.2.1. Baliklarin Metrik Ol¢iimleri

Adaptasyonlar1 saglanan baliklara genel anestezi (fenoksietanol 5 ml/L) (Matson ve
Riple, 1989) uygulandiktan sonra boy 6l¢iim tahtasinda total boylar1 (cm) (Sekil 2.2), 0,5 g
hassasiyetinde olan Denver marka terazi ile de agirliklar1 6l¢iiliikkten sonra cinsiyet ayirimlari

yapildi.

Sekil 2.2. Baliklarin metrik 6l¢limlerinin yapilmasi

2.2.2. Baliklardan Kan Alinmasi

Genel anestezi altindaki baliklarin kavdal ylizgecinin govdeyle birlestigi yerden
kesildikten sonra (Sekil 2.3.) kavdal venadan kanlar1 (Sekil 2.4.) kapakli cam biyokimya
tliplerine alind1 (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.3. Kavdal yiizgecin govdeyle birlestigi yerden kesilmesi

Sekil 2.4. Kavdal venadan baliklarin kanlarinin alinmasi
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Sekil 2.5. Cam biyokimya tiiplerine alinan kan &rnekleri

2.2.3. Alinan Kan Orneklerinden Kan Serumu Elde Edilmesi

Kan o6rnekleri cam kapakli jelli biyokimya tiiplerine alinarak dakikada 4000 devirde
olacak sekilde 15 dakika santrifiij (Sekil 2.6.) edildi. Alinan kan Orneklerinin santrifiij
edilmesi sonucu ayrilan serum kismi mikropipet ardimiyla ependorf tiiplere aktarildi (Sekil
2.7.). Ependorf tiiplere aktarilan kan serumlar1 ELISA islemi yapilana kadar Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarmda bulunan (-20 °C)

deepfreezde muhafaza edildi.

Sekil 2.6. Baliklardan alman kan 6rneklerinin santrifiij edilmesi
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Sekil 2.7. Kanm serum kismimin mikropipet yardimiyla ependorf tiiplere aktarilmasi

2.2.4. ELISA Yonteminin Uygulanmasi

Baliklarmm kan serumundaki irisin hormonunun belirlenmesinde kullanilan ELISA

kitin uygulama prosediiri:

2.2.4.1. irisin Peptit Analizi

Baliklardan elde edilen kan serumlarinda irisin seviyelerinin tespiti i¢in; ticari kit
MyBioSource Fish Irisin (IS) ELISA kit katalog numarasi: MBS108944 kullanildi. Derin
dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilen balik kan serumlar1 ve buzdolabinda +4 °C’de
muhafaza edilen kitin igerisinden ¢ikan tiim reaktifler (Tablo 2.1) oda sicakligma getirildi.

Elisa yontemi kitteki prosediire uygun sekilde asagida belirtildigi sekilde yapildi.

Tablo 2.1. ELISA Kkiti igerisindeki malzemeler

Sira No Malzemeler 96 Test
1 Mikroelisa Serit Plakasi 12 x 8 Serit
2 Standartlar x 6 tiip 0.5mlx6 sise
3 Numune Seyreltici 6.0ml
4 HRP-Konjuge Reaktif 10.0ml
5 20xYikama Solisyonu 25ml
6 Stop Solisyonu 6.0ml
7 Kromojen Cozelti A 6.0ml
8 Kromojen Cozelti B 6.0ml
9 Plaka kapatic1 mebran 2
10 Kapal1 Torbalar 1
11 Talimat 1
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1. Tim numuneleri ve reaktifleri analize baslanmadan 6nce 30 dakika boyunca oda

sicakligma (18°C — 25°C) getirildi.
2. Wash Solution (1x) Hazirlanmasi: 25 ml yikama solisyonunu 475 ml saf su
ekleyerek 500 ml tamamlandi.

3. Standart kuyulari, numune kuyularini ve kor / kontrol kuyucuklar ayarlandi.

4. lrisin analizi icin standart hazirhg: yapild. Kullanilan standartlar Sekil 2.8
gosterilmigtir. Standartlarin S-VI'den S-I'ya konsantrasyon gradyani (Tablo 2.2)
gosterilmistir. Her bir standart kuyuya 50ul standart eklendi.

Sekil 2.8. Kullanilan standartlar

Tablo 2.2. Standartlarin S-VI'den S-I'ya konsantrasyon gradyani

Tiipler S-VI S-V S-1v S-111 S-1I S-1 S-0
ng / ml 100 50 25 12.5 6.25 3.12

5. Her numune kuyusuna 50ul numune eklendi (Sekil 2.9).
6. Gerektigi zaman standartlar1 flakonlarin altina konsantre etmek i¢in bir veya iki

saniye boyunca diisiik hizda bir santrifiij uygulandi.
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7. Numune seyreltici (6.0 ml): Bos kontrol kuyucuguna 50 pl numune seyreltici

ilave edildi.

—

Sekil 2.9. Yiikleme yapilan eliza kiti

8. HRP-Konjuge Reaktif (10.0 ml): Her kuyucuga 100 pl HRP-konjuge reaktif
(Sekil 2.10.) eklendi.

Sekil 2.10. HRP-Konjuge Reaktif eklenmesi

9. Plate kapatma islemi icin plate kapatict membran kullanildi ve 37 ° C’de 60
dakika inkiibe edildi.
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10. ELISA yikama cihaz1 (Sekil 2.11) olarak Bio Tek ELX50 ABD kullanildi.
Yikama cihazi miimkiin oldugunca ¢ok sivi emmek i¢in dolum hacmi 350ul /

kuyu / yikama ile ayarlandu.

Sekil 2.11. ELISA yikama cihazi

11. Otomatik yikama yapildi. Tiim plate kuyucuklar1 aspire edildi, daha sonra
yikama tamponu (1x) kullanarak plaka dort kez yikandi.

12. Kromojen Cozeltisi A (6.0 ml) ve Kromojen Cozeltisi B (6.0 ml): Ardisik olarak
her kuyuya 50ul Kromojen Cozeltisi A ve 50ul Kromojen Cozelti B eklendi.
Daha sonra, 37 © C'de 15 dakika inkiibe edildi.

13. Stop solisyonu (6.0 ml): Her kuyuya 50pul stop solisyonu eklendi. Bu islem
sirasinda kuyulardaki renk maviden (Sekil 2.12) sariya (Sekil 2.13.) dondii.
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Sekil 2.12. Stop solisyonu eklenmeden 6nce kuyulardaki renk

Sekil 2.13. Stop solisyonu eklendikten sonra kuyulardaki renk degisimi

14. Stop solisyonu eklendikten sonra 15 dakika iginde 450 nm'de absorbansi
Olgebilen ELISA Okuma Cihazi: SPECTRA max PLUS 384 Microplate Reader,
ABD kullanarak okuma islemi yapildi. Yaklasik 5 dakika Optik yogunlugu
(O.D.) okumak i¢in en iyi okuma zamani oldugundan 5 dakika beklendi. Elde
edilen sonuglar (Tablo 2.3) hesaplandu.
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Tablo 2.3. Sonuglarm Hesaplanmasi

Standartlar
0 S-1 S-1I S-111 S-1vV S-v S-VI
(konsantrasyon)
Ortalama O.D
VB/C Vi1 V2 V3 V4 V5 Vo6
(450nm):
Diizeltilmis 0 Vi- V2- V3- V4- V5- Veo-
VB/C | VB/C | VB/C | VB/C | VB/C | VB/C

15. Bu kitin hassasiyeti 1,0 ng /ml'dir.

16. Bu kitin ¢calisma aralig1 3.12 ng /ml - 100 ng /ml'dir.

2.2.5. istatistiksel Analizler

Bu calisma sonucunda elde edilen veriler ortalama+standart hata olarak ifade edilmistir.
Calisma sonucu elde edilen veriler normallik analizine tabi tutulmus ve elde edilen verilerin
Kolmogorov-Smirnov Z testi ile normal bir dagilim gosterdigi belirlenmistir. Ayni tiirlin
farkli cinsiyetleri arasinda ve iki farkli tiir arasinda istatistiksel farkliligin olup olmadigi ise
Independent-Samples T testi uygulanarak belirlenmistir. Baliklardaki irisin diizeyleri’nin
cinsiyet, agirlik ve boy Olclimleri arasindaki korelasyon analizi ise Pearson korelasyon

analizi kullanilarak degerlendirilmistir. P< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

ELISA yontemi kullanilarak yapilan arastirma sonucunda O. mykiss ve C. carpio
tiirlindeki baliklarin kan serumunda irisin peptit degerleri elde edildi. Yapilan ¢aligmada
pazar biiyiikliigiindeki C. carpio’nun kan serumundaki irisin peptit diizeyleri Tablo 3.1°de

verilmistir.

3.1. Baliklardan Elde Edilen irisin Peptit Diizeyleri

C. carpio’ dan elde edilen veriler kullanilarak yapilan normallik testine gore irisin

(ng/ml) diizeylerinde dagilimim normal oldugu tespit edildi.

Tablo 3.1. Arastirma sonucunda C. carpio pazar biiylikliigii baliklardan elde edilen irisin diizeyleri

Ornek No Agirlik (g) Total Boy (cm) Cinsiyet irisin (ng/ml)
1 180 23,5 Erkek 19,599
2 300 26,0 Disi 25,834
3 300 27,0 Erkek 26,333
4 670 37,2 Erkek 22,81
5 550 34,2 Disi 20,97
6 200 24,5 Erkek 16,518
7 300 27,5 Erkek 21,149
8 350 27,5 Disi 19,162
9 180 23,2 Erkek 19,069
10 170 23,0 Erkek 18,314
11 260 25,0 Disi 26,004
12 330 27,5 Disi 24,651
13 480 31,9 Erkek 14,561
14 390 31,2 Erkek 21,334
15 400 30,5 Erkek 13,667
16 420 30,3 Disi 16,6
17 400 30,4 Erkek 14,258
18 380 30,1 Erkek 17,708
19 390 31,2 Erkek 23,565
20 350 28,6 Erkek 20,10

C. carpio pazar biiyiikliigii baliklarda irisin diizeyi ile total boy arasinda herhangi bir
korelasyon bulunmadig1 Sekil 3.1°de gosterilmistir (p= 0,679 r=-0,102).
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Sekil 3.1. Pazar bilyiikliigii C. carpio baliklarda irisin diizeyi ve total boy iligkisi

C. carpio pazar biiylikliigii baliklarda irisin diizeyi ile balik agirliklar1 arasinda

herhangi bir korelasyon bulunmadig1 Sekil 3.2°de gosterilmistir (p=0,402 r=-0,061).

Too—

E00—

S00—

400 -

Adurhik (g)

300

200

100

T T T T T
10,000 15,000 20,000 25,000 30,000

irisin (ng/ml)
Sekil 3.2. Pazar biiyiikliigii C. carpio baliklarda irisin diizeyi ve balik agirligi iliskisi

C. carpio pazar blylikligli baliklarda irisin diizeyleri erkeklerde 19,145+1,068
(ng/ml), disilerde 22,203+1,589 (ng/ml) olarak bulunup p= 0,127 olup p>0,05 oldugundan

aradaki farkm anlamsiz oldugu Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Pazar biiyiikligii disi-erkek C. carpio baliklarda irisin miktari iligkisi

C. carpio pazar biiyiikligii erkek baliklarda irisin diizeyi ile total boy arasinda

herhangi bir korelasyon bulunmadigi Sekil 3.4. ‘de gosterilmistir (p= 0,842 r=0,062).
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Sekil 3.4. Pazar biiyiikliigii erkek C. carpio baliklarda irisin diizeyi ve total boy iliskisi

C. carpio pazar blyilikligl disi baliklarda irisin diizeyi ve total boylar1 arasinda

herhangi bir korelasyon bulunmadig1 Sekil 3.5°de gosterilmistir (p=0,212  r =-0,596).
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Sekil 3.5. Pazar biiyiikliigii disi C. carpio baliklarda irisin diizeyi ve total boy iliskisi

C.carpio pazar biyiikliigii erkek baliklarda irisin diizeyi ve balik agirliklar1 arasinda

herhangi bir korelasyon bulunmadigi Sekil 3.6’da gosterilmistir (p=0,883  1=0,045).
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Sekil 3.6. Pazar bityiikliigii erkek C. carpio baliklarda irisin diizeyi ve balik agirlig iligkisi

C. carpio pazar biiylikligi disi baliklarda irisin diizeyi ve balik agirlig1 arasinda

herhengi bir korelasyon bulunmadig: Sekil 3.7°de gosterilmistir ( p=0,208 r=-0,599 ).
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Sekil 3.7. Pazar bilyiikliigii disi C. carpio baliklarda irisin diizeyi ve balik agirligi iliskisi

C. carpio yavru baliklarm kan serumundan elde edilen irisin diizeyleri (Tablo 3.2)
gosterildi. C. carpio yavru baliklarin irisin diizeyleri ortalama degerler baz alinarak

26,29+0,85 (ng/ml) olarak bulundu.

Tablo 3.2. Arastirma sonucunda C. carpio yavru baliklardan elde edilen irisin diizeyleri

Ornek No Agirlik (g) Total Boy (cm) irisin (ng/ml)
1 40,690 14,0 25,402
2 34,391 13,1 25,565
3 35,142 13,5 28,308
4 41,975 14,3 23,603
5 47,126 14,9 21,577
6 37,986 14,5 24,045
7 50,900 14,6 31,737
8 39,308 13,5 32,263
9 37,652 13,6 27,995
10 31,512 13,0 24,001
11 28,638 12,4 17,482
12 39,029 13,9 25,473
13 34,146 13,6 29,049
14 43,137 14,7 28,863
15 35,585 13,5 24,374
16 29,130 13,0 33,807
17 27,930 12,3 24,993
18 29,980 12,5 23,415
19 34,395 13,1 27,923

20 34,410 13,2 26,058

C.carpio yavru baliklarda irisin diizeyi ve total boylar1 arasinda herhangi bir

korelasyon bulunmadig: Sekil 3.8’de gdsterilmistir (p=0,498 r=0,161).
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Sekil 3.8. C. carpio yavru baliklarda irisin diizeyi ve total boy iliskisi

C. carpio yavru baliklarda irisin diizeyi ve balik agirligi arasinda herhangi bir

korelasyon bulunmadigi Sekil 3.9. ¢ da gosterilmistir ( p=0,410 r=0,195).
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Sekil 3.9. C. carpio yavru baliklarda irisin diizeyi ve balik agirlign iliskisi

C. carpio yavru ve C. carpio pazar biiylikliigli baliklarda irisin diizeyleri ortalama
degerler baz alinarak, yavru baliklarda 26,29+0,85 (ng/ml), pazar biiyiikliigiindeki baliklarda
20,11+0,92 (ng/ml) olarak bulundu. Istatistiksel olarak karsilastirma yapildiginda p= 0,0001
degeri p<0,05 oldugundan arada anlamli bir fark oldugu Sekil 3.10° da gosterilmistir.
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Sekil 3.10. C. carpio pazar biiyiikliigii ve C. carpio yavru baliklarda irisin miktar1 iligkisi

O. mykiss pazar bliyiikliigli baliklarin kan serumundan elde edilen irisin diizeylerinde
(Tablo 3.3) normallik testi yapilip dagilimin normal oldugu gosterildi. O. mykiss pazar
biiytikligl baliklarda irisin diizeyleri 23,21+1,03 (ng/ml) olarak bulundu.

Tablo 3.3. Arastirma sonucunda O. mykiss pazar biiyiikliigii baliklardan elde edilen irisin diizeyleri

Ornek No Agirhk (g) Total Boy(cm) Cinsiyet irisin (ng/ml)
1 1429 49,4 Disi 20,749
2 1601 52,1 Disi 26,741
3 1720 53,2 Disi 16,951
4 1663 49,3 Disi 23,324
5 3275 62,2 Erkek 19,771
6 2144 53,3 Erkek 25,56
7 830 41,2 Erkek 18,872
8 2191 52,1 Erkek 22,022
9 1477 49,2 Erkek 25,845
10 2052 53,3 Disi 19,318
11 896 43,5 Erkek 20,131
12 3315 61,0 Erkek 27,739
13 2155 57,4 Erkek 24,428
14 3242 61,5 Erkek 25,943
15 2026 55,3 Erkek 26,984
16 1949 51,4 Erkek 26,57
17 1751 53,1 Disi 15,763
18 1582 49,1 Disi 17,401
19 2960 64,2 Erkek 34,673

20 1538 49,8 Disi 25,456

O. mykiss pazar blylikligii baliklarda irisin diizeyi ile total boy arasinda pozitif
yonde zayif ve anlaml bir iliski bulundugu Sekil 3.11. “ de gosterilmistir (p=0,033 r=
0,477).
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Sekil 3.11. Pazar biiyiikliigii O. mykiss baliklarda irisin diizeyi ve total boy iligkisi

O. mykiss pazar bliylikliigii baliklarda irisin diizeyi ile balik agirlig1 arasinda herhangi
bir korelasyon bulunmadigi Sekil 3.12° de gosterilmistir ( p= 0,051 r=0,442).
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Sekil 3.12. Pazar biiyiikliigii O. mykiss baliklarda irisin diizeyi ve balik agirlig iliskisi

O. mykiss pazar biiyiikliigii baliklarm irisin diizeyleri ortalama degerler baz almarak
erkeklerde 24,87+1,25 (ng/ml), disilerde 20,71£1,44 (ng/ml) olarak bulundu. Istatistiksel
olarak karsilagtirma yapildiginda p=0,045degeri p<0,05 oldugundan disi balik ve erkek balik

arasindaki farkin anlamli oldugu Sekil 3.13°de gosterilmistir.
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Sekil 3.13. Pazar biiyiikliigii disi-erkek O. mykiss baliklarda irisin miktari iligkisi

O. mykiss pazar biiylikligi erkek baliklarda irisin diizeyi ve total boy arasinda

pozitif yonde orta ve anlamli bir iliski bulundugu Sekil 3.14’de gosterilmistir ( p=0,041
r=0,596).
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Sekil 3.14. Pazar biiyiikliigii O. mykiss erkek baliklarda irisin diizeyi ve total boy iliskisi

O. mykiss pazar bliyiikligii disi baliklarda irisin diizeyi ve total boy arasinda herhangi
bir korelasyon bulunmadigi Sekil 3.15°de gosterilmistir (p=0,367 r=-0,370).
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Sekil 3.15. Pazar biiyiikligii disi O. mykiss baliklarda irisin diizeyi ve total boy iliskisi

0. mykiss pazar biiylikliigii erkek baliklarda irisin diizeyi ve balik agirligi arasinda

herhangi bir korelasyon bulunmadig: Sekil 3.16’da gosterilmistir (p= 0,128 r=0,465).
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Sekil 3.16. Pazar biiyiikliigii erkek O. mykiss baliklarda irisin diizeyi ve balik agirhigr iliskisi

O. mykiss pazar bliylikligi disi baliklarda irisin diizeyi ve balik agirlig1 arasinda
herhangi bir korelasyon bulunmadig: Sekil 3.17°de gosterilmistir (p=0,388 r=-0,355).
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Sekil 3.17. Pazar biiytikliigii disi O. mykiss baliklarda irisin diizeyi ve balik agirhigr iliskisi

O. mykiss yavru baliklardan elde edilen irisin diizeyleri (Tablo 3.4) gosterildi. O.
mykiss yavru baliklardan elde edilen irisin diizeyleri ortalama degerler baz alinarak

24,35+0,50 (ng/ml) bulundu.

Tablo 3.4. Arastirma sonucunda O. mykiss yavru baliklardan elde edilen irisin diizeyleri

Ornek No Agirlik (g) Total Boy (cm) irisin (ng/ml)
1 45 16,5 22,682
2 46 16,7 27,089
3 31 13,2 23,136
4 49 16,9 24,955
5 45 16,5 23,544
6 48 16,8 20,471
7 42 14,8 23,302
8 37 15,5 25,522
9 29 14,0 23,975
10 47 16,8 27,145
11 39 15,3 20,424
12 47 16,6 23,436
13 39 15,2 23,587
14 47 16,1 23,824
15 49 16,8 27,211
16 37 14,9 27,984
17 46 16,5 25,609
18 48 16,8 24,542
19 42 15,3 23,876
20 44 16,4 24,834

O. mykiss yavru baliklarda irisin diizeyi ve total boy arasinda herhangi bir korelasyon

bulunmadig: Sekil 3.18’de gosterilmistir (p=0,488 r=0,175).
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Sekil 3.18. O. mykiss yavru baliklarda irisin diizeyi ve total boy iliskisi

O. mykiss yavru baliklarda irisin diizeyi ve balk agirligi arasinda

korelasyon bulunmadigi Sekil 3.19°da gosterilmistir ( p=0,651

r=0,114).
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Sekil 3.19. O. mykiss yavru baliklarda irisin diizeyi ve balik agirhign iliskisi

O. mykiss yavru balik ve O. mykiss pazar biiylikliigli baliklarda irisin diizeyleri

ortalama degerler baz alinarak yavrularda 24,354+0,50 (ng/ml), pazar biiyiikligiindeki

baliklarda 23,21+1,03 (ng/ml) olarak bulundu. Istatistiksel olarak karsilastirma yapildiginda

p= 0,329 degeri p>0,05 oldugu icin aradaki farkin anlamsiz oldugu Sekil 3.20°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.20. O. mykiss pazar biiyiikligii ve O. mykiss yavru baliklarda irisin miktari iligkisi

C. carpio erkek ve O. mykiss erkek baliklardan elde edilen irisin diizeyleri ortalama
degerler baz alinarak, C.carpio erkek baliklarda 19,14£1,06 (ng/ml), O. mykiss erkek
baliklarda 24,87+1,25 (ng/ml) olarak bulunup ve p=0,002 degeri p<0,05 oldugundan aradaki
farkin anlamli oldugu Sekil 3.21°de gosterilmistir.
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Sekil 3.21. C. carpio erkek ve O. mykiss erkek baliklarda irisin miktari iligkisi

C. carpio disi ve O. mykiss disi baliklardan elde edilen irisin (ng/ml) diizeyleri
ortalama degerler baz almarak, C. carpio disi baliklarda 22,20+1,58 (ng/ml), O. mykiss disi
baliklarda 20,71+1,44 (ng/ml) olarak bulunup p= 0,504 degeri p>0,05 oldugundan aradaki

farkin anlamsiz oldugu Sekil 3.22°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.22. C. carpio disi ve O. mykiss disi baliklarda irisin miktari iligkisi

C. carpio yavru balik ve O. mykiss yavru baliklardan elde edilen irisin (ng/ml)
diizeyleri ortalama degerler baz alinarak, C. carpio yavru baliklarda 26,29+0,85 (ng/ml), O.
mykiss yavru baliklarda 24,35+0,50 (ng/ml) olarak bulunup ve p= 0,061 degeri p>0,05

oldugundan aradaki farkin anlamsiz oldugu Sekil 3.23’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.23. Yavru C. carpio ve yavru O. mykiss baliklarda irisin miktari iligkisi

C. carpio pazar bliylikliigli baliklarda irisin diizeyleri 20,11+0,92(ng/ml) O. mykiss
pazar biiyiikliigii baliklarda irisin diizeyleri 23,21+1,03 (ng/ml) olarak bulundu. Istatistiksel
olarak karsilastrma yapildiginda p = 0,032 oldugundan ve p <0,05 oldugundan aradaki
farkin anlamli oldugu Sekil 3.24°de gdsterilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

[k kez Bostrdm vd., tarafindan (2012) yilinda kas dokuda izole edilen irisin, daha
sonralar1 Dun vd., (2013) tarafindan immunohistokimyasal ¢alismalarla iskelet kaslarinda
lokalizasyonu belirlenmistir. Yine yasli ve geng farelerin yilizme egzersizi sonunda
karaciger, bobrek ve kalp kaslarin1 iceren bir¢ok dokuda yaygin olarak belirlenen irisin IR.
ozellikle perimisium, epimisium ve rat iskelet kaslarmin hiicre ¢ekirdeklerinin etrafinda
gozlenmistir (Aydin vd., 2014a). Baz1 ¢aligmalarda irisin adipoz dokuda (Bostrom vd., 2012;
Moreno-Navarrete vd., 2013; Roca-Rivada vd., 2013) kardiak kas, karaciger, bobrek ve
periferal sinir miyelin kiliflarinda (Aydn vd., 2014a; Dun vd., 2013), deri bag dokularinda
(Aydm vd., 2013) tiikriik bezleri, parotid, submandibular ve sublinguel bezlerde (Aydin vd.,
2013; Aydin vd.,2014b) kaydedilmistir. Ancak kas fibrillerinin arasindaki intraselluler
ylizeyde bulunamamistir (Brenmoehl vd., 2014).

Balik tiirleri arasinda yapilan ¢alismalar ¢cok simirli olmakla birlikte Carassius auratus’

ta irisin beyin, kas ve bagirsaklarda belirlenmistir (Butt vd., 2017).

Oncorhynchus mykiss ve Cyprinus carpio lizerine yapilan bu arastirmada, Caf vd.,
(2017)’nin Alburnus tarichi’ de yaptiklar1 ¢alismaya benzer olarak kan serumunda irisin

seviyeleri belirlenmistir.

Bir irisin prekiirsorii olan FNDC5 mRNA, kas, rektum, perikardium, intrakranial arter,
kalp, dil, gbz sinir, beyin, ovaryum, ovaryum kanali, pitvitary, seminal vezikiiller, adrenol
bezler, 6zefagus, vena kava, bobrekler, retina, testis, tonsil, tiroid gibi organlarda yer
almaktadir (Huh vd., 2012). Carassius auratus lizerine yapilan c¢alismada da (Butt vd.,
2017), FNDCS5 ekspresyonunda aclik, lipoprotein lipoz, uncoupling protein, istah
regulatorlerinin ekspresyonu ve beslenme davranislari iizerine irisin enjeksiyonunun etkisi
incelenmis ve irisin enjeksiyonundan sonra baliklarda besin alimmin azaldigi, beyinde
oreksin, CART1, CART2, UCP2, BDNF, kaslarda UCP2, bagirsaklarda LPL mRNA
ekspresyonunda artis oldugu belirlenirken, beyin AgRP, TH, UCP1, UCP3 ve LPL
ekspresyonunda degisiklik goriilmemistir. Yine ayn1 calismada a¢ ve tok baliklar arasinda
FNDCS5 ekspresyonu, UCPS, LPL ve BDNF karsilastirilmis ve ag baliklarda kas hari¢ beyin
ve bagirsakta FNDC5 mRNA eksprasyonunun arttigi belirlenmistir. Buna ilaveten ag
baliklarda beyinde BDNF ve LPL ekspresyonunda, kaslarda UCP1, UCP2, UCP3 ve LPL
ekspresyonunda artis gozlemlenmistir. Bu da irisinin baliklarda anorexigenik bir faktor
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oldugunu gosterdigi gibi ayn1 zamanda CART, oreksin, UCP2 ve BDNF gibi istah

diizenleyici faktorde olabilecegini akla getirmektedir.

Rat ve insanlarda dalak, karaciger, epididimis, testis, pankreas, mide, kalp ve beyinde
irisin protein lokolizasyonu hakkinda bilgiler sinirli olmakla beraber irisin mRNA cesitli

dokularda belirlenmistir (Aydin vd., 2014).

Huh vd., (2012) irisin hormonunun saglikli yetiskinlerde kas dokuda FNDCS5
ekspresyonu ile bu kisilerin viicut kitle indeksi arasindaki korelasyonunu arastirmislardir.
Sonugta kilo veren obezlerde FNDCS5 ekspresyonunun ve irisin hormon diizeylerinin
arttigini belirlemislerdir. Yine bazi caligmalarda beden kiitle indeksi ile irisin arasinda pozitif
bir iliskinin oldugu bildirilirken (Stengel vd., 2013; Polyzos vd., 2013), baz1 ¢calismalarda
(Liu vd., 2013) ise beden kiitle indeksi, bel - boy orani ve erkeklerde yag kiitlesinin irisin
diizeyleri arasinda negatif bir iligkinin belirlendigini saptamislardir. C. carpio ve O. mykiss
tiirlerinin hem pazar biiytikliigii grubunda hem de yavru baliklar arasinda yapilan agirlikla
irisin hormonlar1 diizeyleri arasinda korelasyon bulunmazken, yavru C. carpio ve pazar
biiytikligt C. carpio arasindaki irisin diizeylerinde anlamli bir fark oldugu ( p= 0,0001
p<0,05) bulunmustur. Ayrica pazar biiylikliiglindeki O. mykiss ile total boy arasinda pozitif
yonde zayif ve anlamli bir iliski (p=0,033 1=0,477) belirlenmistir. Alburnus tarichi (Caf
vd., 2017)’ de balik uzunlugu ve agrrhginin irisin hormonu seviyesiyle korelasyonlari
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Bu da balik tiirleri ve yaslar1 arasinda irisin

diizeylerinin farklilik gosterebilecegini belirtmektedir.

Hofmann vd., (2014) egzersiz ve irisin arasinda korelasyon olmadigini, Timmons vd.,
(2012) 6 haftalik egzersiz programindan sonra iskelet kasinda FNDC5 ‘in mRNA miktarinin
degismedigini ancak ayni calismada yasli ve geng bireylerde zorlayici bir egzersizde yash
bireylerde FNDC5 mRNA ‘da %30 ‘luk bir artis goriildiigii ,Castillo -Quan (2012) farelerde
egzersiz sonras1 irisin diizeylerinin %65 oraninda artti1, Hecksteden vd., (2013) 26 hafta
boyunca haftada 3 kez yapilan egzersizin irisin ve sirkiilasyonunda bir degisiklik
yapmadigini, Raschke vd., (2013) egzersiz oncesinde ve sonrasinda FNDC5 mRNA ‘sinda
herhangi bir degisiklik olmadigni belirtirken, Blither vd., (2014) 7-18 yasinda 65 obez
cocukla 1 yillik diyet ve egzersiz sonrasinda plazma irisin seviyesinde %12 ‘lik bir artis

gozlemistir.

C. carpio ‘nun yavru ve pazar bliylikligii arasindaki irisin diizeyleri arasmdaki farkin

anlamli ¢ikmasida kiiglik baliklarin daha hizli hareket etmesine baglanmis olup, Timmons
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vd., (2012) ‘da belirttigi gibi egzersizle irisin diizeyleri arasinda artis olup olmadigina

genelleme yapmanin dogru olmadigi goriilmistiir.

Cinsiyet ve plazmada irisin diizeyleri arasindaki bir iligki olmadigini belirten bazi
calismalar (Lopez -Legarrea vd., 2014; Viitasalo vd., 2015; Anastasilakis vd., 2014; Bliiher
vd., 2014) mevcutken, kizlarda serum irisin diizeylerinin erkeklerden daha ytliksek oldugunu
bildiren ¢caligmalarda (Al-Daghri vd., 2014) bulunmaktadir. Pazar biiyiikliglindeki O. mykiss
‘nde disi ve erkek baliklarinda anlamli bir fark bulunurken (p=0,045 p<0,05) ayni tiiriin
yavru baliklarinda ve C. carpio tiiriinde bir farklilik belirlenmemistir. Bunun yanisira pazar
biiytikliglindeki erkek C. carpio ile pazar biiyiikliigiindeki erkek O. mykiss ‘in irisin
diizeyleri arasinda ise anlamli bir fark ( p=0,002 p<0,05) varken , Alburnus tarichi ‘de (Caf
vd., 2017) ‘de cinsiyet ayiriminda herhangi bir korelasyon tanimlanmamistir. Buda balik
tiirleri ve bilyiikliikleri arasinda da farkli sonuclarin ¢ikabilecegini gostermektedir. Bunun

icin baliklar lizerinde baska ¢alismalarin yapilmasina gerek duyulmaktadir.

C. carpio ve O. mykiss tiirlerinde kan serumunda irisin diizeylerinin belirlenmesinde
diger calismalarda oldugu gibi (Zhang vd., 2013; Polyzos vd., 2013; Panagiotou vd., 2014;
Tanisawa vd., 2014; Pardo vd., 2014; Czarkowska-Paczek vd., 2014; Rana vd., 2014;
Ruchala vd., 2014 ; Hofmann vd., 2014 ; Caf vd., 2017; Ozcelik vd., 2017) Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemi kullanildi. Bunun yaninda irisin diizeylerinin
belirlenmesinde Western Blot (Seo vd., 2014; Gouni-Berthold, 2013), immubhistokimya
(Aydmn vd., 2014; Dun vd., 2013), FNDC5 mRNA belirlenmesinde de Polymeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) (Schumacher vd., 2013; Czarkowska-Paczek vd., 2014; Rana vd., 2014)

gibi ¢esitli metotlar kullanilmistir.

Sonug olarak; irisin hormon diizeyi pazar biiyiikliiglindeki C. carpio ve yavru C.
carpio arasinda anlaml, pazar bliylikliigiindeki O. mykiss ‘in erkek ve disileri arasinda
anlamli, O. mykiss ‘in sadece pazar biiyiikliigiindeki erkekleri ile total boy arasinda
korelasyon olmasi, pazar biiyiikliigiindeki C. carpio ile pazar biiylikliiglindeki O. mykiss
arasinda anlaml bir farkin ¢ikmasi baliklarda heniiz cinsiyet , total boy, agirlik ve tiirler
arasinda bir iliskiden sozedilmesi ve genelleme yapilmasi agisindan yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu iligkiler arasinda genelleme yapmak icin baliklarla ilgili irisin
hormonu hakkinda daha bir¢ok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Calisma bu sonuclari ile

daha sonra yapilacak aragtirmalara bir temel olugturacaktir.
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