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Onsoz

Bu calismada diizenli aerobik egzersiz yapan sporcularin, egzersizin hepsidin ve
hematolojik parametreler iizerine etkisi ve TMPRSS6 Rs855791 polimorfizminin
rolii’nli inceledim. Sporcularda aneminin en onemli nedenlerinden biri de demir
eksikligidir, hepsidin hormonu da demir metabolizmasini diizenleyen bir homondur.
Bu sebeplerden dolayr hem sportif performansin hem de sporcu anemsi iizerinde
hepsidinin  6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. TMPRSS6 RS855971
polimorfizminin  demir diizeyleri ve aerobik performans ile iliskli oldugu da
bilinmektedir. Bu iligkinin hem spor performansi hem de sporcularin genel saglik
durumlar agisinda 6enmli sonuglart olabilmektedir. Polimorfizm gbéze alinmadan
yapilan bir antrenman hem sporcu saghgni  hem de performansini
etkileyebilmektedir. Caligmami belirlerken detayli bir literatiir taramasi yaptim,
ancak TMPRSS6 RS855791 polimorfizmi ve sporcu performansi lizerine yapilan bir
calisma bulamadim. Hepsidin ve sporcu performansi ile yapilan g¢alismalar ve
TMPRSS6 RS855791 polimorfizmi ile yapilan ¢alismalart harmanlayarak tezimi
bilimsel bilgiler 1s181nda sekillendirdim.

Tezimin yapilandirilmasinda, gelistirilmesinde, isleyisinde ve olusumunda ilgi ve
destegini gosteren, ylice bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim, yonlendirme ve
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Ozet

Futbol Hakemlerinde Diizenli Aerobik Egzersizin Hepsidin ve Hematolojik

Parametreler Uzerine Etkisi ve TMPRSS6 RS855791 Polimorfizminin Rolii

Giris ve Amacg: Hepsidin, demir metabolizmasinin kontroliinii yapan temel hormon
olup iliskili geni TMPRSS6’nin RS855791 polimorfizmi (TMRP)’nin birgok
hematolojik parametrenin diizeyini etkiledigi belirtilmektedir. Ancak egzersizin
hepsidin ve hematolojik parametreler iizerine etkisi ve TMRP’nin muhtemel rolii
belirsizdir. Bu ¢alismanin amaci, aerobik antrenmanlarin hepsidin ve bazi
hematolojik parametreler {izerine etkisi ve TMRP nin roliiniin arastirilmasidir.
Yontem: Bu ¢alismaya 46 saglikli antrene erkek futbol hakemi (Sporcu Grubu, SG)
(23.3£2.8 yas) ve 43 sedanter (Kontrol Grubu, KG) (23.2+3.3 yas) katildi.
Goniillillere dayanikliligin kriteri olarak maksimale kadar devam eden bir egzersiz
olan yo-yo aralikli dinlenmelerden olusan (seviye 2) egzersiz testi uygulandi. Tokluk
vendz kan orneklerinden; hepsidin ve okside diisiik dansiteli lipoprotein (oksLDL)
diizeyleri ELISA yontemiyle, total antioksidan/oksidan statiisii (TAS ve TOS),
hemogram, ferritin, demir ve demir baglama kapasitesi,tiyobarbitiirik asidle
reaksiyona giren maddeler (TBARS) spektrofotometrik ve standart biyokimyasal
yontemlerle belirlendi. TMRP genotiplemesi, periferik kandan elde edilen genomik
DNA’lardan polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda restriksiyon fragman uzunlugu
polimorfizmi (PCR-RFLP) analizi ile belirlendi.

Bulgular: Genotip gruplar dahil tiim sporcu gruplarin aerobik kapasitesi (YOYO
testi degeri) kontrol gruplarininkinden anlamli olarak daha biiyiiktii. SG’nin demir ve
ortalama eritrosit hacmi (MCV) (p = 0.000) degerleri KG’ninkilerden anlamli olarak
daha kiigiiktii (p = 0.018). SG’nin TAS degerleri KG’ninkinden anlamli olarak daha
biiyiik (p = 0.000), fakat oksLDL (p = 0.011), OSI (TOS/TAS orani) degeri (p =
0.08), MCV (p = 0.045) ve demir (p = 0.000) degerleri daha kiiciiktii. Diger oksidatif
stres parametreleri i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p > 0.05).
Sporcularda (n= 46); T tasiyict grubunun (Tt, Tt=TC+TT), MCV (p = 0.035)
degerleri kontroliinkinden anlamli olarak daha kiigiik; eritrosit sayisi (p = 0.004) ve
TAS degeri (p = 0.001) ise TMRP’ye bagli olarak daha biiyiiktii. Kontrol genotip
grubunda (n=43) homozigot CC grubunun eritrosit (p = 0.027) sayist Tt

grubununkinden anlamli olarak daha biiyiiktii. Hepsidin i¢in gruplar arasinda anlamli



bir farklilik bulunmadi (p > 0.05). Sporcu genotip gruplarindan, Tt grubunun TBARS
degerleri homozigot CC grubununkinden anlamli olarak daha biiyiiktii (p = 0.00).
Kontrol genotip gruplarininda, Tt grubunun Demir, Eritrosit degerleri homozigot CC

grubununkinden anlamli olarak daha biiyiiktii (p < 0.05).

Sonuclar: Bu bulgular aerobik egzersiz antrenmanlarinin;

a) Sporcularin acrobik ve antioskidan kapasitesini arttirdigini;

b) Tt grubunun eritrosit sayisint TMRP’ye bagli olarak (hepsidinde anlamli bir
artis olmaksizin) arttirdigini,

€) Sporcularda demir diizeylerini diislirdiigiinii ve hepsidin diizeyleri lizerinde
anlamli bir farklilik yaratmadigini gosterir.
Sporcu ve kontrol genotip gruplarmin kendi aralarindaki karsilastirmalarda
gozlenen farkliliklarda, belirtilen polimorfizmin rolii olabilir. Sporcularin
anemi riskine kars1 diyetlerinde demir icerigi zengin besinleri almalari

oOnerilir.

Anahtar kelimeler: Aerobik egzersiz; hepsidin; hematolojik parametreler;
TMPRSS6 RS855791 polimorfizmi



Abstract

The Effect of Regular Aerobic Exercise on Hepcidin and Hematological
Parameters in Football Referees and The Role of TMPRSS6 RS855791
Polymorphism
Introduction and aims: Hepcidine is a main hormone that controls iron metabolism.
The effects of rs 855791 polymorphism (TMRP) of TMPRSS6 gene associated with

hepcidine and the effects of exercise on the level of hepcidine and main
hematological parameters is unclear. The aim of this study was to investigate the
effect of aerobic exercise on hepcidine and some hematological parameters and the
role of TMRP.

Method: 46 healthy trained male soccer referee (23.3+£2.8 years) and 43 sedantary
(23.2+3.3 years) participated to this study. The yo-yo intermittent (maximal) exercise
(level 2) test was performed as an endurance criterion. Using postprandial of venous
blood samples; hepcidine and oxidized low density lipoprotein (oxLDL) levels (by
ELISA method), total antioxidant/oxidant status (TAS and TOS), hemogram, ferritin,
iron and iron binding capacity, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were
determined by standard methods; (TMRP) was determined by restriction fragment
length polymorphism analysis after polymerase chain reaction from genomic DNAs
isolated from periferic blood samples.

Results: The aerobic capacity (yo-yo test value) of all athletes including genotype
groups was significantly greater than that of the control groups. The iron and mean
erythrocyte volume (MCV) (p = 0.000) values of athlletes were significantly lower
than control (p = 0.018). TAS values of athlletes were significantly greater (p =
0,000) than control, but the value of OxLdL (p = 0,011) ,OSI (TOS / TAS ratio)
(p=0,008), MCV ( p = 0.045) and iron (p = 0.000) values were lower than the
control. No significant difference was found between the groups for other oxidative
stress parameters (p > 0.05). At athletes (n=46); MCV values of T carrier group
(Tc =TT + TC) were significantly lower than the controls (p = 0.035); whereas the
number of erythrocytes (p = 0.004) and TAS (p = 0.001) (depending on TMRP) was
greater than the control (n=30). No significant difference was found between the
groups for hepcidin (p > 0.05). At the athletic groups; TBARS values of Tc group
were significantly greater than those of the homozygous CC group (p = 0.00). At

\Y



control genotype groups, iron, erythrocyte values of Tc group were significantly
greater than that of the homozygous CC group (p < 0.05).
Conclusion: These findings show that, the regular aerobic exercise;
a) Increased the capacity of aerobic and antioxidant at athletic group.
b) Increased the number of erythrocytes in the Tc group depending on the
TMRP (without a significant change at the hepcidine levels).

c¢) Decreased athletic groups’s iron levels and didn’t change hepcidin levels.
In the differences found between each genotype groups of the control and the athletic
groups may be role of the TMRP. It is recommended that the athleths should take

iron-rich foods.

Key Words; Aerobic exercise; hepcidin, hematological parameters; TMPRSS6
rs855791 polymorphism
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Giris
Egzersiz; iskelet kaslarinin kasilmasiyla enerji tiiketimini bazal diizeyin tizerine ¢ikaran
bedensel harekettir. Fiziksel kapasitesinin artirtlmasi veya siirdiiriilebilmesini hedefleyen,
planli, istemli, fiziksel uygunlugun bir veya birka¢ unsurunu gelistirmeyi amaglayan
aktivitelerdir (Caspersen, Powell ve Christenson, 1985). Uzun siireli diizenli aerobik egzersiz
yapan sporcularda hemoglobin (Hb) ve hematokrit (Hct) degerlerinde azalma olmaktadir ve
bu durum sporcu anemisi olarak tanimlanmistir. Hematolojik parametrelerde egzersizin tipine,
siddetine ve siiresine bagli olarak degisiklikler olabilir. Bu degisimler, egzersiz yapan
bireylerin; yaslari, cinsiyetleri, antrenman diizenleri, gibi faktdrlerden kaynaklanabilir (Ibis,
Hazar ve Gokdemir, 2010). Interval antrenmanlarin erkek sporcular iizerindeki kronik
etkilerini inceleyen bir c¢aligmada, 8 hafta siiren aerobik egzersizden sonra, hemoglobin
degerlerinde egzersiz Oncesine gore anlamli artiglar tespit edilmistir (Gilinay ve Cicioglu,
2013). Kisa siireli anaerobik kick-boks yapan sporcularda, fiziksel aktivitenin  kan
hiicrelerinin dagilimmi dogrudan etkiledigi; egzersizden hemen sonra beyaz kan hiicresi
(WBC), lenfosit (LYM) ve platalet (PLT)’in belirgin olarak arttigin1 ama, kirmizi kan hiicresi
(RBC), Hb ve Hct anlaml bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir (Azarbayjani, Fathi, Dalon,
Abdi, Fatolah, 2014) .Bu ¢alismadan farkli olarak diizenli aerobik egzersiz programi sonrasi
kan parametreleri egzersiz dncesiyle karsilagtirildiginda ; RBC, MCH (Ortalama Hemoglobin
Hacmi), Hb ve Ortalama Hiicre Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC ) degerlerinde anlamli
degisiklik bulunurken ; WBC, Hct, Ortalama Alyuvar Hacmi (MCV), kirmiz1 kan hiicrelerinin
dagilim genisligi (RDW), PLT, platelet hiicrelerinin yiizde olarak orani (PCT) degerlerinde
degisiklik olmadigi saptanmistir (Temur, 2018). Demir; hemoglobin, miyoglobin ve
sitokromlarin elzem bir elementidir ve eritropoez, oksidatif metabolizma, hiicresel enerjide
yer almaktadir, bu nedenledemir eksikligi egzersiz kapasitesini sinirlandirabilir. (Jankowska ,
Rozentryt, Witkowska, Nowak, Hartmann, Ponikowska..., 2011). Demir eksikligi,
sporcularin kariyerinde sik goriilen bir durumdur, dayaniklilik performansina ve egzersiz
sirasinda oksijen kullaniminda negatif etkilere neden olabilir (Dominguez, Sanchez-
Oliver, Ordofiez, Maduefio, Puyana, Alvaro Lopez-Samanes,...,2018 ). Hepsidin, demir
metabolizmasini regiile eden bir hormondur, duedenal demir emilimini, makrofajlardan
demirinin salinimin1 Onler ve organizmada demir seviyesini azaltarak viicutta demir
metabolizmasini diizenler (Uysal, 2007). Plazmadaki demir seviyesinin ve dokulardaki demir
depolarinin artmasi ile sentezi uyarilan hepsidin, makrofajlarda ve duodenal enterositlerde yer

alan demirin salinimini azaltmaktadir (Basol G., Barutguoglu B., Bozdemir A. E., 2007). Bu
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dongii, plazmada yer alan demirin optimal aralikta tutulmasini saglarken, fazla demir
emilimini ve dokularda demir birikmesini 6nlemektedir (Anderson, Darshan, Wilkins, Frazer.,
2007). Hepsidinin, egzersizden dolay1 olusan demir eksikliginde 6nemli bir unsur olabilecegi
one siiriilmiistiir. (Peeling, Dawson, Goodman ve ark. 2008) Egzersiz sonrasi toparlanmanin
3. saatinde hepsidin seviyesinin pik yaptig1 bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Roecker L, Meier-
Buttermilch R, Brechtel L,.. 2005).. Elit kiirek sporcular ile yapilan bir ¢alismada, 2000 m
kiirek ergometresi testi sonrasinda kan 6rneklerinde hepsidin seviyelerinde egzersiz dncesine
gore artiglar gozlemlenmistir (Newlin, Williams, McNamara, Tjalsma, Swinkels, Haymes,
2012). Hepsidin hormonu aymi zamanda, hematolojik parametrelerle ilgilidir (Mahajan,
Sharma, Chandra, Nangia, 2017). Bir diger ¢alismada dayaniklilik egzersizinin idrar ve kan
hepsidin diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir (Aalto, Honkanen, 2011). Matriptaz-2, TMPRSS6
genin kodladig1 serin proteazdir, hepsidin ekspresyonunda ve viicuttaki demir dengesinin
korunmasinda rol oynar (Delphini, Vaja, Graziadei, Duca, Nava, Refaldi, Cappellini, 2010).
TMPRSS6 mutasyonlari, hepsidin seviyelerinin artmasina ve demir emiliminin azalmasina
yol agmaktadir (Du ve ark., 2008). Literatiirde yapilan hayvan g¢alismalarinda bu genin
mutasyonun hepsidin seviyesini yiikselttigini gosterilmistir (Dulundu ve Turgut, 2016). Bu
nedenle spocularda gézlenen anemi vakalarinda hepsidinin ve dolayisiyla hepsidin geninde
gozlenen bir polimorfizmin de rolii olabilir. TMPRSS6 genindeki RS855791 tek niikleotid
polimorfizmi (SNP)’nin hepsidin ve serum demir seviyeleri {izerinde etkisi bulunmaktadir
(Meynard, Vaja, Sun, Corradini, Chen, Lopez-Otin..., 2011). insanlarda yapilan ¢alismalarda
TMPRSS6 genindeki delasyonlarin demir eksikligi anemisi ile ilgili oldugunu gosterilmistir
(Pellegrino ve ark., 2012). RS855791 polimorfizmi hemoglobin, MCV ve MCH degerleriyle
iligkili bulunmustur ve bu polimorfizmin genel eriskin popiilasyonlarinda daha diisiik
transferrin satiirasyonu, hemoglobin ve MCV seviyeleri ile iliskili oldugu ortaya konulmustur,
eritropoez ve demir homeostazinda TMPRSS6 polimorfizmi (TMRP)‘nin rolii olabilecegi de
belirtilmistir (Poggiali, Andreozzi, Nava , Delbini, Duca, Forti... , 2013).

1.1 Arastirmanin Problemi

Sporcularda aneminin en 6nemli nedenlerinden biri demir eksikligidir ve hepsidin de demir
metabolizmasini diizenleyen bir hormondur. Bu nedenle hepsidinin hem sportif performans
hem de sporcu anemisi iizerinde 6nemli bir etkisi oldugu belirtilmektedir. TMRP’nin kan
hepsidin diizeyleri ve aerobik performansla iliskili olabilecegi belirtilmektedir. Boyle bir
etkinin varlig1 farkli fenotipte kisilerin olabilecegine isaret eder. O zaman bu durumun hem

spor performansit hem de sporcu sagligi acgisindan onemli sonuglar1 olabilir. Bu nedenle
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polimorfizm dikkate alinmadan yapilan bir antrenman bazi insanlara yarar gosterirken
bazilarina da zarar verebilir. Bunu bilmek ve bu dogrultuda uygun antrenman programlari
hazirlamak olmasi gereken bir bilimsel yaklagimdir. Literatiirde diizenli aerobik egzersizin
hepsidin ve hematolojik parametreler lizerine etkisinde TMRP’nin roliine iliskin bir calismaya
rastlanmadi. Bu ¢alisma bildigimiz kadariyla litaretiirde bir ilk olacaktir. Futbol hakemleri
meslekleri geregince antrenmanlarinda bu tip egzersizleri yogun bir sekilde
kullanmaktadirlar. Ancak bu antrenmanlarin sagliklar1 agisindan nasil bir etkide bulundugu
tam olarak bilinmemektedir. Bu meslek grubunda olan binlerce kisi géz oniine alindiginda,
futbol hakemlerinin bu konuda bilgi edinmeleri de bu galisma kapsaminda miimkiin olacaktir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

1.Diizenli aerobik egzersizin futbol hakemlerinde hepsidin ve hematolojik parametreler
iizerinde etkisi var midir?

2.Diizenli aerobik egzersizin bu olasi etkilerinde TMRP’nin rolii var midir?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Saglikli erkek futbol hakemlerinde:

1. Diizenli aerobik egzersiz hepsidin ve demirle iliskili parametrelerin diizeylerini arttirir.

2. Hepsidin ve demirle iliskili parametreler tizerindeki bu etkide TMRP’nin modifiye edici
rolii vardir.

3. Bu polimorfizmin, bazal hepsidin ve demirle iligkili parametreler {izerine etkisi vardir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

1. Katilimcilarin verdikleri beyana gore kan demir diizeylerini etkileyecek ilag, vitamin vb.
maddeler almadiklar1 varsayilmistir.

2. Katilmcilarin verdikleri beyana gore kan demir diizeylerini etkileyecek herhangi bir
rahatsizl1g1 olmadig1 varsayillmigtir.

3. Katilimcilara onceki verilen bilgilere uyduklar1 varsayilarak, biyokimyasal analizlere 3-4
saatlik agliktan sonra katildiklar1 varsayilmistir.

4. Onceden uyarilarimiz dogrultusunda testler dncesindeki en az 1 hafta boyunca diyetlerini
degistirmedikleri varsayilmustir.

5. Testleri uygulamadan 6nce yaptigimiz uyarilara gore, kan alimi ve performans testlerinin 2-

3 giin 6ncesinden itibaren antrenmanlara ara verdikleri varsayilmstir.



1.5. Arastirmanin Simirhhiklar

Katilimer sayisinin daha fazla olmamasi ve belli bir diyet kontroliinde olmamalari arastirmay1
siirlandirmistir.

1.6. Arastirmanin Tanimlari

Hepsidin: Viicut demir depolarinin ana diizenleyicisi, makrofaj ve duedonal enterosit
bazolateral membranlarindaki ana demir tasiyicisi.

Hematolojik parametreler: Kan ve iligkili parametreler

TMPRSS6 RS855791 T>C Polimorfizmi: Hamp geninde, T yerine C gelen tek nokta
mutasyonu.

Gen: Kalitimin temel birimidir. Karakteri, 6zelligi veya niteligi aktarabilen, DNA ‘nin en
minik anlamli birimidir.

Gen lokusu: Kromozomlarda belirli karakterlere ait genetik kodlarin yer aldig1 lokasyondur.
Allel: Bir gen lokusundaki genetik bilginin degisik bigimleridir. Alleller heterozigot ve
homozigot formlarinda bulunabilirlik durumlarna gore ikiye ayrilirlar (Kaman, 2018).

1.7. Arastirmanin Amaci

Cesitli toplumlarda TMRP’nin plazma hepsidin konsantrasyonu ve anemi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Elmahdy, Elhakeemi, Gaber, 2018). Egzersize hepsidin yaniti, 6zellikle
endurans antrenmanlar1 sirasinda sporcularda siklikla gozlenen anemi ve demir eksikligini
aciklamaya yardimci olabilir (Fung ve Nameth, 2013). Ancak aerobik egzersizin hematolojik
parametreler iizerine etkisinde hepsidin diizeyi iizerine etkisi ve TMRP’nin roliine iliskin
literatiirde bir ¢aligmaya rastlanilmamustir. Bu nedenlerle bu ¢alismanin temel amaci; diizenli
aerobik egzersiz yapan futbol hakemlerinde aerobik egzersiz antrenmanlarinin hepsidin ve
hematolojik parametreler iizerine etkisi ve TMRP nin roliiniin incelenmesidir.

Viicuttaki fazla demir hiicrelere zarar verebilir. Ciinkii hem hiicre zarindaki hem de kandaki
lipid ve lipoproteinleri okside edebilir. Bu nedenle demir ateroskleroz risk faktorii olarak
kabul edilmektedir (Cavusoglu, Altay, Cetiner, Giiveng, Temizhan, Ural, Yesilbursa, 2017).
Diizenli aerobik egzersiz yapan futbol hakemlerinde aerobik egzersiz antrenmanlarinin lipid
ve lipoprotein metabolizmas: parametrelerinin incelenmesi bu ¢alismanin ikincil amacini

olusturmaktadir.



Genel Bilgiler
2.1. Egzersizde Enerji Sistemleri

Kas kimyasal enerjiyi mekanik enerjiye ¢cevirmektedir (Akgiin, 1994). Enerjinin kaynagi kasta
bulunan organik fosfat bilesikleri ve karbonorhidrat depolaridir. Proteinler egzersiz esnasinda
enerji kullanimina ¢ok fazla katkida bulunmazlar (Ganong, 1995).

Organizma i¢in gerekli olan enerjinin oksijen bulunmayan kosullarda cesitli kimyasal
reaksiyonlarla sentezlenmesine “anerobik”, oksijenli kosulda elde edilmesine ‘“aerobik”
metabolizma denmektedir (Ergen ve ark., 1993).

2.1.1. Anaerobik Enerji Metabolizmasi
2.1.1.1 ATP-PC (Fosfojen Sistem)

Acil enerji sistemi olarak tanimlanmaktadir, kaslarin bir isi yapmasi i¢in gerekli olan enerjiyi
en hizli saglayan yoldur. Yan iiriin olarak laktik asit olusmaz ve enerji, kaslarda yer alan
ATP“den karsilanir. Siddeti yliksek ve kisa siiren egzersizlerde kas kasilmasi i¢in gerekli olan
enerji ATP‘den saglanir. CP yolu direkt ATP gibi kullanilmaz, aktivite halinde hidrolize
olarak fosfatint ADP (Adenozin Difosfat)‘ye verir, ATP yapimii saglar ve bu sekilde acil
enerji ihtiyaci karsilanmis olur (Kaman, 2018).

2.1.1.2. Laktik Asit (LA) Sistemi

Bu yolla enerji iretiminde sadece glikoz kullanilir (Ergen ve ark, 1993). Kasin iginde
depolanan glikojen, glikoza pargalanarak glikozdan enerji agiga ¢ikar. Glikozun
parcalanmasiyla iki adet piirivik asit molekiilii olusmaktadir. Ortamda oksijen bulunmadigi
icin sitrik asit dongiisiine giremeyen piirivik asit laktik aside doniisiir ve ayn1 zamanda 3 mol
ATP olusur. Son iiriin olarak laktik asit ¢ikmasindan dolay1r bu sisteme laktik asit sistemi
denmektedir. Laktik asit daha sonra kas hiicrelerinden intertisyel siviyla kana karigir (Guyton,
1989). Anaerobik glikoliz sirasinda iiretilen ATP miktari, aerobik yola oranla %5’dir (Ergen
ve ark.,1993). Anerobik metabolizmada, aerobik metabolizmaya gore 2,5 kat daha hizli ATP
tiretimi olmaktadir (Guyton, 1989). Glikoz ihtiyaci, sindirimi tamamlanan karbonhidratlardan
ve karacigerde depoalanan glikojenden saglanmaktadir. Glikojen, glikojenolizle glikozdan
sentez edilmektedir. Karaciger ve kaslarda depo edilir. Glikoz ihtiyact oldugunda, kas ve
karacigerde depo edilen glikojen ‘’glikojenolisiz’” yoluyla glikoz-1-fosfata indirgenir
(Wilmore ve Costil, 1994). Glikoza olan ihtiyacin devaminda glikoneojenesiz ile karbonhidrat

dis1 maddelerden glikoz iiretimi olur.



2.1.2. Aerobik Enerji Metabolizmasi

Oksijenin ortamda bulunmasiyla karbonhidrat ve yaglarin su ve karbondioksite parcalanmasi
sonucu enerji elde edilmesini saglamaktadir. Ortamda oksijen varliginda, glikoz tamamen
CO; ve H,O’ya kadar parcalanir ve 38-39 mol ATP iiretilir.Aerobik enerji yolundaki
basamaklari, anaerobik glikoliz ile aynidir ve bir mol glikojen 2 mol piirivik aside ¢evrilir.
Bu basamak sarkoplazmada gergeklesir.Olusan piirivik asit mitekondride Asetil Coa’ya
cevrilerek trikarboksilikasit (TCA) siklusuna girer ve devaminda solunum zincirinden
oksidatif fosforilasyon sonucu ATP {iretilir. (Giinay, Tamer ve Cicioglu, 2013).

2.2. Egzersiz ve Kan

Egzersiz sirasinda viicudun oksijen ihtiyacini karsilamak kanin islevidir. Egzersizle birlikte
artan ihtiyaci karsilamak icin kalp hizi, hacmi ve debisi artar ve boylece dokulara fazlaca kan
gonderilir. Egzersizde arteriovendz oksijen farkinin artigi, vendz oksijen igeriginin azalmasina
ve kasa kandan daha ¢ok oksijen birakilmasina neden olur. Uzun siireli egzersizlerde terle ya
da diger yollarla sivi kaybi1 nedeniyle plazma hacmi azalir. Hidrostatik basing ve kan
basinglari artar (Giinay, Tamer ve Cicioglu, 2013). Uzun siireli acrobik egzersizlerde plazma
voliimii artar bu nedenle hemodiliisyon meydana gelir; yani hematolojik parametrelerin
konsatrosyonu rolatif olarak daha diisiik goriiliir, bu da sporcu anemisi olarak ifade edilebilir
(Peeling, 2008).

2.2.1. Demir Metabolizmasi

Demir, viicut i¢in esansiyel olan ancak fazla bulundugunda viicutta hasara yol agan bir
elementtir. Metabolizma i¢in gerekli olan demir farkli mekanizmalarla saglanmakta, viicutta
toksisiteye yol agmayacak sekilde saklanmakta ve ihtiya¢ halinde kullanilmaktadir. (Wilson,
2009). Demir, oksijen tasinmasi, hiicre solunumu, DNA sentezi, vb. gibi cesitli islevler i¢in
vazgecilmez olan temel bir besin maddesidir (Cairo G, Bernuzzi F, Recalcati S., 2006). Viicut
demir igerigi erigkin bireylerde 3-5 gramdir. Viicut demirinin %60-70‘i hemoglobinde
bulunur. %20-30 kadar ise ferritin ve hemosiderin olarak hepatositlerde ve retikiiloendotelyal
sistem makrofajlarinda yedek demir olarak depolanir. Depolanmayan demir, miyoglobin
olarak kaslarda veya enzimlerde bulunur. Transferine baglanan demir miktar1 3 mg‘dir ancak
bu demir tastyan boliim degiskendir ve gilinde yaklasik 10 kez degisim gosterebilmektedir

(Tandara ve Salamunic, 2012). Demir metabolizmada +2 degerlikli ferroz (Fe2+) ve +3



degerlikli ferrik (Fe3+) yapisinda bulunur ve bu yapilar arasinda kolay bir sekilde gecis
yapabilir (Politou ve Papanikolau, 2004). Demir, Fe2+ iyonu halinde duodenumdan ve
proksimal jejenumdan absorbe olmaktadir. Transmembranda bulunan protein olan ferroportin
ise hepsidin reseptoriidiir (Schone, Escourrou, Robertson, Nilson, Parsons ve Smith, 1983).

2.2.1.1 Demir Metabolizmasi ve Egzersiz

Anemi, antrenman yapan kaslarda oksijen tasinmasinda diisiise neden oldugundan egzersiz
performansini etkileyen ¢ok dnemli bir unsurdur. Yogun fiziksel egzersiz, atletelerde demir
eksikligine yol agmaktadir (Bauper, Zeissler, Walscheid, Frech ve Hillebrecht, 2018).
Kosucularin yogun antrenmanlar yapmasi viicuttaki demir dengesini bozabilir, kogsmanin
etkisiyle ayaklarin yere sik¢ca vurmasi sonucu alyuvaralarin yikilmasi (hemoliz) ve terle demir
kayiplar1 olusur, bu durum kosucularda demir eksikligine neden olabilmektedir (Weave ve
Rajaram, 1992). insan viicudunda oksijen kullanimi kanin oksijen tasima kapasitesiyle
ilgilidir (Basset ve Howley, 2000).

2.2.2 Hepsidin

2.2.2.1. Hepsidinin Yapisi

Hepsidin, hepatositler tarafindan iiretilen ve peptit yapida olan bir hormondur (Kroot ,
Tjalsma, Fleming, Swinkels, 2011). Hepsidinin ii¢ izoformu vardir, hepsinin dort adet
disiilfiit bagi bulunmaktadir: biri 25 amino asit (hepsidin-25) (Schranz, Bakry, Creus,
Bonn,Vogel ve Zoller , 2009) ve iki kii¢iik izoform olan hepsidin-22, 22 ve 20 amino asit
ihtiva eden hepsidin-20'dir (Pigeon , llyin , Courselaud , Leroyer , Turlin ve Brissot, 2001).
Insanlarda hepsidin 19. kromozomda yer alan hepsidin antimikrobiyal peptid ( HAMP) geni
tarafindan kodlanmaktadir. Hepsidin-20 ve hepsidin-22'nin kan ve idrar konsantrasyonlari
genel olarak diistiktiir (Ganz , 2003).

2.2.2.2 Hepsidin Etki Mekanizmasi

Hepsidin, demir emilimini engelleyerek demir metabolizmasini diizenlemektedir (Ganz,
2003). Hepsidin diizeyinin artmasi, demir emilimini azaltir, diizeyinin diismesi ise demir
emilimininin arttirir (Uysal, 2017). Demir dongiisiin merkezini hepatik kupffer hiicreleri,
kemik iligi ve dalakta yer alan makrofajlar tarafindan yaslanan eritrositlerin yikimi
olusturmaktadir. Viicuttaki demir seviyelerine gore hepatositler hepsidinin salinimini arttirir
veya azaltir. Hepsidin ferroportin ile etkilesime geger, hiicresel demir salinimini diizenler

(Sarikaya, 2014).



2.2.2.3. Hepsidinin Sentezinin Diizenlenmesi

Hepsidin ekspresyonu, eritropoez hizi ,demir depolar1, enflamasyon gibi farkli uyaranlar
belirlemektedir. Bu uyaranlar, hepatositlerin hiicre yiizeyindeki transferrin reseptor 2 (TR 2),
Matriptaz 2 ,hemakromatoz proteini (HFE), hemojuvelin (HJV), ve IL-6 reseptorii (IL-6r) gibi
proteinlerin diizeyleriyle hepsidin sentezini diizenlemektedir. Bu proteinler, BMP-SMAD,
JAK-STAT ve HIF 1 gibi sinyal iletim yolaklarin1 aktive ederek, hepsidini kodlayan (hepsidin
antimikrobiyal pepetid) HAMP geninin transkripsiyonunu diizenlemektedir (Ganz, 2005).

2.2.2.3.1. Hepsidin Sentezinin Anemi ve Hipoksi ile Diizenlenmesi

Anemi ve hipoksinin hepsidin iretimini baskilamasindaki mekanizmalar net olarak
bilinmemektedir. Anemide, hepisidin iki yol ile diizenlenmektedir. Bunlar; eritropoezi
uyararak indirekt hepsidin sentezini baskilayan transfeerrin satiirasyonun azalmasi ve hipoksi
ile indiiklenen faktoriin (HIF) yer aldig1 doku hipoksisidir (Nemeth, Valore, Territo, Schiller,
Lichtenstein ve Ganz, 2003).

2.2.2.3. Hepsidin ve Egzersiz

Egzersiz sonrasi toparlanma sirasinda serbest demir diizeylerinin arttigi iyi bilinmektedir
(Mettler ve Zimmermman, 2010). Sporcular ergojenik etki saglamasi ig¢inde demir
kullanabilmektedirler (Fisher, 2006). Inflamasyon, hepsidine aracilik eden faktdrlerden
biridir. Bu cevap egzersiz sitokin diizeylerini dogrudan etkiler (Peeling, Dawson, Goodman
Landers ve Trinder, 2008).Egzersiz motilitesi ve siiresine bagli olarak plazmada ve idrarda
hepsidin diizeyleri baslangi¢ degerlerine gore degisiklik gostermektedir (Banzet, Sanchez,
Chapot, Bigard, Vaulont ve Koulmann, 2012). Egzersize yanit olarak hepsidin gen
ekspresyonundaki artistan IL-6‘nin sorumlu oldugu 6ne siiriilmiistiir (Dominguez, Vicente,
Campos ve Chicharro, 2014). Egzersiz siiresi ve yogunlugu ayni zamanda hepsidin yanitini
etkilemektedir, egzersiz stireleri arttik¢a yliksek hepsidin konsantrasyonlar1 gozlemlenmistir.
Serum hepsidin diizeylerinin antenmana olas1 adaptasyonlarini inceleyen calismalarda farkli
sonuclar elde edilmistir. Bunun nedeni, hepsidin regiilasyonu iizerinde etki gosteren diger
degiskenlerinde (diyet, demir durumu) etkili olmasidir (Pedersen ve ark., 2003).

2.2.3. Egzersiz ve Hematolojik Parametreler

Son yillarda egzersizle I1L-6 seviyesinin arttigi gosterilmistir (Jonsdottir, Schjerling,
Ostrowski, Asp, Richter ve Pedersen, 2000). Egzersizde kasilan iskelet kaslariyla dolagim
sisteminde artan IL-6‘nin tarafindan sentezlendigi bilinmektedir (Osrowski ve ark, 2000 ,

Banzet ve ark., 2005). Egzersizle IL-6 azaliyor gibi goziiksede, IL-6 reseptorleri egzersiz
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sayesinde artmaktadir (Peeling, Dawson, Goodman, Landers ve Trinder, 2008). Hb ve kan
voliimiiniin aerobik performans {izerindeki etkisini inceleyen ¢aligmada, total kan Hb ve kan
voliimiinii V02 max ve fiziksel performansi ilizerinde anahtar rol oynadigmin sonucuna
vartlmistir (Kanstnip ve Ekblom, 1982). Aerobik egzersizin, saglikli bireylerde RBC (Kirmizi
kan hiicresi), Hb ve HCT artis1 ile ilgili oldugu belirtilmistir (Pasricha, Low, Thompson,
Farrell ve De-Regil, 2014). Egzersizin viicuda etkilerini inceleyen bir ¢alisnada, egzersiz
sonrasi alyuvar hiicresi parametrelerinde diisiis oldugu saptanmistir (Magazanik, Weinstein,
Dlin, Derin, Schwartzman ve Allalouf, 1988). Egzersiz sirasinda kan plazmasi miktari
diistiiginden dolayr Hb, HCT ve RBC degerlerinde artis gériilmektedir (Sawka, Convertino
ve Eichner, 2000).

2.3. Performans ve Genetik

Sporcularin  performansini etkileyen genetik parametrelerin tespit edilmesi, biyolojik
mekanizmalarin daha net aydinlatilmasini saglamis, yeni hipotezlerin olusturulmasina imkan
vermis ve farkli egzersiz ¢esitlerine olan yatkinliklar arasinda iliskilerin belirlenmesinde
aydinlatic1 olacag ileri siiriilmiistiir (Ulucan, Goéle, Altindas ve Giiney, 2013).insan
genomunda atletik performansla iliskili yaklasik olarak 250 genetik bolge oldugu
kesfedilmistir (Santos ve ark, 2015).

2.3.1. Polimorfizm

Grekge “poly” ve “morphos” kelimelerinden olusur ve farkli form anlaminda kullanilir. Farkli
formlar ise su agiklamalar ile ifade edilebilir;

1) Tim birey diizeyindeki polimorfizm, fenotipik farkliliklardan sorumludur, fenotipik
polimorfizm olarak isimlendirilir; farkli fizik ozellikleri, farkli yiiz bi¢imi, deri rengi, boy
uzunlugu, goz rengi gibi.

2) Birgcok genetik farklilik bilinmemektedir. Ciinkii bu farkliliklar fenotip olarak
gozlemlenememekle birlikte laboratuvar teknikleriyle belirlenebilir. Degisime ugrayan
proteinler, antijenler veya enzimler biyokimyasal polimorfizm olarak adlandirilir.

3) Kromozomlarin morfolojik 6zelliklerindeki farkliliklar kromozomal polimorfizm’dir.

4) DNA diizeyinde niikleotid farkliliklart, DNA polimorfizmi’dir (Nussbaum ve ark, 2001).
Polimorfizmi mutasyondan ayiran temel fark gériilme sikligidir. Mutasyonlar polimorfizmlere

nazaran ¢ok daha enderdir (Bozkaya, 2009).



2.3.1.1. TMRP Polimorfizmi

RNA-seq verilerini analizi yapilarak dort farkli insan TMPRSS6 izoformunu tanimlanmaistir.
TMPRSS6 standart izoformu olarak bilinen TMPRSS6 izoformu 1 (TMPRSS6-1) insan
karacigerinde tespit edilmemistir. Proteinin N-terminal sitoplazmik kuyrugunda 9 amino asit
bulunmamasindan dolayr TMPRSS6-1'den farkli olan TMPRSS6-2, karacigerde, hipofiz ve
testiste en ¢ok ifade edilen izoformdur. (Dion, Béliveau, Désilets, Ghinet ve Leduc, 2018).
Veriler, katalitik bir alan1 olmayan ve dolayisiyla proteolitik olarak aktif olmayan bir izoform
olan TMPRSS6-3'in insan karacigerinde ihmal edilebilir seviyelerde ifade edildigini
gostermektedir. Son olarak, katalitik alanina bir ekleme iceren ve proteolitik olarak etkin
olmayan TMPRSS6-4, insan karacigerinde tespit edilen diger formlara gore daha fazla
bulunan izoformdur. Hepataselliiler Karsinoma (HCC) hiicre hatlarinda TMPRSS6 izoform
ekspresyonunu degerlendirirken, Hep3B ve HepG2 hiicrelerinde alti adet TMPRSS6
homozigot SNP tanimlanmistir. Her iki hiicre hattinda iic SNP tanimlandi. Bunlardan biri,
tiim izoformlarda bulunan sessiz bir mutasyona (P33P, rs11704654) yol agmistir ve diger
ikisi, 6zellikle TMPRSS6 izoformu 3'ii etkileyen sessiz bir mutasyon (C459C, rs2543520) ve
yanlis anlam mutasyonuna sahiptir (Dion, Béliveau,, Morency,Désilets,, Najmanovich, Leduc,
2018). TMPRSS6 polimorfizmleri, demir eksikligi anemisinin yaygin formlari i¢in risk
faktorleri olabilir ve mutasyonlari, ailesel demir eksikligi ile iliskili olabilmektedir (Finberg
ve ark., 2008). TMPRSS6 eksikligi olan hiicre kiiltiirlerinde yapilan son ¢alismalar, matriptaz-
2'nin hepsidin ekspresyonunun negatif diizenleyicisi olarak islev gordiiglinii géstermistir (Du
ve ark., 2008, Folgureas ve ark., 2008). TMPRSS6 mutasyonlari demir tedavisine direngli
demir eksikligi anemisi (IRIDA)’ne neden olurken, artmis hepsidin konsantrasyonlari
bagirsaktaki ferroportin dengesini bozmakta ve normal demir emilimine izin vermemektedir
(Finberg ve ark., 2008). Hepsidin, demir metabolizmasinin ¢ekirdegidir ve ¢esitli arabulucular
tarafindan salimimi diizenlenir. Matriptaz-2, membrana bagli hemojuvelini parcalayarak,
hepsidin  ekspresyonunu diizenler Ve hepsidin transkripsiyonunu artirabilir  ( Hentze,
Muckenthaler, Galy ve Camaschella, 2010). Genom calismalarinda, bazi tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) tanimlanmistir. Bu SNP'ler arasinda RS855791, genel popiilasyonda
kirmizi kan hiicresi indeksleri ve demir parametreleri ile giiclii iliskiye sahiptir (Benyamin ve
ark.,2009).Bu  SNP TMPRSS6 ve RS855791 (2321 C>T)’in islevsel boliimiinde
bulunmaktadir TMPRSS6 geni tarafindan kodlanan membrana bagli serin proteazin,
hepsidinin fizyolojik bir baskilayicist oldugu da bir diger calisma tarafindan saptanmaistir.

(Beutler, Lee, Gelbart, Duve Beutler, 2007). TMPRSS6 veya matriptaz-2, tip I
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transmembran serin proteazlari olarak tanimlanan hiicre yiizeyi proteolitik enzim olan
ailesinin bir tyesidir (Park, Lee, Kim, Park ve Park, 2005). Mevcut kanit, TMPRSS6
yoklugunda, artmis hepsidin konsantrasyonlarinin bagirsak ferroportini disiirdiiglinii ve
normal demir absorpsiyonunu engelledigini distindiirmektedir (Beutler, Lee, Gelbart, Du ve
Beutler, 2007). TMRP nin kisilerde demir eksikligi anemisine olan egiliminde etkili olabildigi
goriinmektedir (Dulundu ve Turgut, 2016).
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Gerec¢ ve Yontem

3.1 Arastirmanin Tipi

Futbol hakemlerinde diizenli aerobik egzersizin hepsidin ve hematolojik parametreler {izerine

etkisi ve TMRP’nin roliinii konu alan bu calisma kesitsel bir laboratuvar g¢alismasidir.

Arastirma yapisinin “Insanlar Uzerinde Yapilan Tibbi Arastirmalarda Etik Ilkeler Helsinki

Deklerasyonu”na uyumlu oldugu Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik

Kurulu tarafindan onaylanmistir (18-3/41).

3.2 Arac ve Geregler

3.2.1. Biyokimya Analizlerinde Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1

Spektrofotometre

Otomatik Hematoloji Analizorii
Santrifiij

Vortex

Distilasyon Cihazi

Oto analizor

Analizor

Mikroplate Okuyucu

Dikey Derin Dondurucu

Marka

Shimadzu UV 1700 (Japan)
Sysmax XN-2000 (Japan)
Niive NF 200 (Turkey)
Elektro-mag M16 (Turkey)
Niive NS 103 (Turkey)
Sysmax XN-2000 (Japan)
Sysmax XN-2000 (Japan)
Dialab EL X800G (Austria)
Ugur UFR 370 SD (Turkey)

Tiipler

Plastik kapakli Eppendorf tiipii
Antikoagiilanssiz jelli vacutainer tiip (8,5 cc)

Heparinli kapiler Htc tiipii

K3 EDTA'l1 cam Vacutainer tiipii
K3-EDTA’ 1 vacutainer cam tiip (2,5¢cc)

Heparinli vacutainer tiip (2,5cc)

Otomatik Pipetler

0.1 ml-0.2ml -1.0 ml (Brand, Germany )
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3.2.2 Biyokimya Analizlerinde Kullanilan Kitler ve Maddeler

Madde Firma

o _ - (Shanghai Sunred Biological Technology Co.,
Nitrik Oksit ELISA kiti (96 TEST)

Ltd., China)
Hepsidin ELISA kiti (96 TEST) (Elabscience biotechnology Co..Ltd.,China)
TOS Kiti (100 test) Rel Assay Diagnostics, Turkey)

TAS Kiti (100 test)

) . Rel Assay Diagnostics, Turkey)
Okside LDL ELISA kiti (96 test)

(Elabscience biotechnology Co..Ltd.,China)

Pipet U¢lan Diger Malzemeler

Sar1 otomatik pipet ucu Steril vakutainer ignesi (yesil)

Mavi otomatik pipet ucu

3.3 Yontem

3.2.1 Orneklem Secimi

Calismaya kabul edilecek katilimcilar, herhangi bir sakatligi, hastaligi olmayan, alkol, sigara,
veya herhangi bir ilac1 ve antioksidan bir maddeyi diizenli olarak kullanmayan, obez olmayan
(viicut kiitle indeksi (VKI) <30) ve 18-35 yas arasi kisilerdi.

Calisma grubu en az 3-4 aydir diizenli olarak aerobik egzersiz yapmakta olan saglikli erkek
futbol hakemleri (sporcu grubu) ile diizenli olarak aerobik egzersiz yapmayan (sedanter)
kisilerden (kontrol grubu) olusturuldu. Calismaya goéntillii olarak katilacak yaklasik 100 kisiye
caligmanin yarari, amaci, olasi riskler, yapilacak testler hakkinda bilgi verildi ve biyokimyasal
parametrelerine bakildi, boy, kilo ve beden kitle indeksi belirlendi. Yukarida belirtilen testler
ve saglik kontrolleri sonucunda saglikli oldugu belirlenen 89 kisi ¢alismaya dahil edildi.
Katilimeilardan 6glen 12.00 de yemek yemeleri ve 16.00-17.00 arasinda kol venasindan kan
vermek lizere laboratuvara gelmeleri istendi. Katilimecilarin dayaniklilik diizeylerini
belirlemek i¢in saha kosullarinda maksimal istemli tiikenme diizeyine kadar siirdiiriilen yo-yo
dinlenmeler iceren aralikli dayaniklilik (kosu) testi (level 2) yapildi. Test sonrasi alinan
kanlardan aragtirma amaciyla; Hemogram, biyokimyasal parametreler; hepsidin, interlokin -6

(IL-6), kreatinin, total kolesterol (TK), yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDLK),
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diistik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-K), trigliserid (TG), tiyobarbitiirik asidle
reaksiyona giren maddeler (TBARS),okside LDL, nitik oksit (NO) diizeyleri, alanin amino
transferaz (ALT) ve aspartat amino transferaz (AST) aktivitesi gibi biyokimyasal parametreler
analiz edildi.

Calismaya dahil edilen 89 kisi asagida belirtilen sekilde secilerek 2 farkli deney grubu
olusturuldu:

Sporcu Grubu (SG) (n=46) en az 3-4 aydir acrobik egzersiz yapan kisilerden olustu.

Kontrol Grubu (KG) (n=43) fiziksel olarak egzersiz grubuna benzer nitelikteki spor
yapmayan bireylerden olustu. Kontrol grubundaki kisilerin en az 3-4 aydir egzersiz yapmiyor
olmalar1 kosulu istendi.

3.3.2 Yapilan Testler
3.2.2.1 Fiziksel Ol¢iim Yontemleri Boy ve Viicut Agirhig:

Sortla ve ayakkabisiz olarak elektronik medikal tart1 aleti (Seca 769, Germany) kullanilarak
olctldii.

Viicut Kiitle Indeksi (VKI): Boy ve viicut kiitlesinden asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
VKI = Agirlik (kg) / (boy, m?)

3.2.2.2 Fizyolojik Ol¢iimler:

Katilimcilarin dayaniklilik diizeylerini belirlemek igin saha kosullarinda yo-yo (level-2)
aralikli dayaniklilik (kosu) testi yapildi.

Yo-Yo testinde katilimcilara baslama, donme ve bitis ¢izgileri arasinda ileri ve geriye dogru
yapilan kademeli olarak artan hizlardaki 2X20 metrelik mekik kosular1 yaptirildi. Her mekik
kosusu arasinda 5 metrelik bir alan i¢inde katilimcinin yiiriime ya da jog olarak yaptig1 10
saniyelik aktif bir toparlanma dénemi bulunmaktaydi. Test anindaki kosu hizi, CD ¢alardan
otomatik olarak kontrol edilen uyari sesleri ile belirlendi. 2 m genisliginde ve 20 m
uzunlugundaki kosu seritlerini belirlemek i¢in huniler kullanildi. Her serit, baslangi¢
¢izgisinin 5 m arkasina yerlestirilen diger bir huniye sahipti ve bu alan aktif toparlanma
bolgesini gostermekteydi. Yo-yo testi Saunders, Sunderlans, (2012) c¢alismasi referans
almarak yapildu.

3.2.3 Kan Numunelerinin Alinmasi, Saklanmasi ve Analizleri

Goniilliilerden, sogutulmus vakumlu, birt EDTA’l1 tiipe olmak {izere 2 tiipe toplam 7,5 mL,
digeri 9 ml jelli 2 adet serum tiipiine venodz kan ornekleri alindi. Serum diiz kan 6rnekleri 20

dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 2000g’de 15 dk santrifiijlenerek serumlar ayrildi.
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EDTA’ln l.tiipteki kan aymi giin igerisinde hemogram, diger EDTA’Ll tiipteki kan
orneklerinden elde edilen Iokositlerden izole edilen DNA numunelerinden TMPRSS6
RS855791 polimorfizmi (TMRP) belirlendi. Serum &rneklerinden; hepsidin ve IL-6 diizeyi
fakiiltemize ait Egzersiz Biyokimyasi Laboratuvarinda laboratuvar sorumlusu Dog. Dr. Faruk
Turgay tarafindan analiz edildi. Serum ve plazma numuneleri analizler yapilincaya kadar
derin dondurucuda (-82 °C de) saklandi. Analizler 1 ay igerisinde gergeklestirildi.

3.2.3.1 Hemogram Analizi

EDTA’l tiipteki kandan hemogram analizi, ayn1 giin 3-4 saat icerisinde kan sayim cihazi
(Sysmax XN-2000,JAPAN) ile Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya
Laboratuvarinda yapildi. Hemogram oOl¢iimii; eritrosit, lokosit, hematokrit, hemoglobin,
trombosit ve ortalama eritrosit hacmi gibi parametreleri igermektedir.

3.2.3.2 Hepsidin, oksLDL ve IL-6 Analizi

Serum oOrneklerinden: Hepsidin, oksLDL ve IL-6 diizeyi enzim baglantili immiino sorbent
analiz (ELISA) yonteminin kullanildig:i ticari kitlerle (Elabscience biotechnology
Co..Ltd.,China) mikroplate okuyucu (Dialab EL X800G, Austria) kullanilarak kit

iceriklerindeki prosediirlere gore gergeklestirildi.

Yontemin ilkesi: Antijen-antikor reaksiyonu ile birlikte iligkili bir enzimin aktivasyonu
sayesinde meydana gelen renk siddetinin dl¢tilmesidir.

3.2.3.3 TMPRSS6 RS855791 Polimorfizmi:

EDTA’ll hemogram tiiplerine alinan kandan bir otoanalizér (Promega Maxwell® RSC-
AS4500, USA) ile izolasyon kiti (Maxwell® RSC Blood DNA Kit-AS1400) kullanilarak
yapildi. Izole edilen DNA spektrofotometrik olarak kalite degerlendirilmesi yapildi. Kan
16kosit drneklerinden DNA izolasyonu ticari bir kit kullanilarak gergeklestirildi. izole edilen
DNA spektrofotometrik ve elektroforezle kalite degerlendirilmesi yapildiktan sonra her 6rnek
icin 50ng olacak sekilde polimeraz zincir reaksiyonuna alindi. TMPRSS6 genotiplemesi i¢in
PCR-RFLP teknigi kullanildi. PCR igleminde kullanilan primer dizileri ve 6zgiil restriksiyon

enzimi asagida verilmistir:

TMPRSS6 RS855791 polimorfizimi icin asagidaki primerler kullanildi:
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5-TAGAGAACAGGGGCTCCAGG-3' ()
5-ATGTGGGCAGCATCCTTTC-3' (r)

Restriksiyon enzimi: stul

3.2.4 Biyokimyasal Analizler

Serum oOrneklerinden: TK, TG, HDL-K, LDL-K, AST, ALT, kan sekeri, kreatinin, albumin,
ve hemogram analizleri standart enzimatik-kinetik yontemlerle Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Biyokimya Laboratuvarinda yapildi. TAS, TOS ve NO ticari kitlerle TBARS ise
manuel bir yontemle gerceklestirildi.

3.2.4.1 Total Antioksidan Statiisii (TAS)’niin Belirlenmesi:

Serum TAS diizeyleri, bir ticari kit (Rel Assay Diagnostics, Turkey) kullanilarak kromojenik
metotla spektrofotometrik olarak bir mikrotabak okuyucuda (Dialab EL X800G, AUSTRIA)
bir ay icerisinde gergeklestirildi. Bu metotta; serumdaki antioksidan molekiiller kullanilan
kromojen madde ile yeni bir renk meydana getirir. Olugan bu renkli bilesigin absorbansi
serumdaki antioksidan miktari ile orantilidir. Sonuglar (mmol Trolox equiv./L) olarak ifade
edilmisti.

3.2.4.2 Total Oksidan Statiisii (TOS)’niin Belirlenmesi:

Serum TOS diizeyleri bir ticari kit kullanilarak (Rel Assay Diagnostics, Turkey) kromojenik
metodla spektrofotometrik olarak bir mikrotabak okuyucuda (Dialab EL X800G, AUSTRIA)
bir ay icerisinde gerceklestirildi. Bu metotta; serumdaki oksidan molekiiller kullanilan
kromojen madde ile yeni bir renk meydana getirir. Olugan bu renkli bilesigin absorbansi
serumdaki oksidan miktar1 ile orantilidir. Sonuglar; (umol H202 equiv./L ) olarak ifade
edilmistir. Serum TOS miktarinin TAS’a ylizde olarak oram1 (TOS/TAS), oksidatif stres
indeksi (OSI) olarak kabul edilmektedir.

3.2.4.3 Tiyobarbiitirik asit ile reaksiyona giren maddeler (TBARS) Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak kullanilan plazma TBARS o6l¢iimii Erwin ve

ark.’nin kullandig1 yontemle gerceklestirildi.
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Yontemin ilkesi: tiyobarbiitirik asid (TBA), asidik bir tampon i¢inde plazma 6rnegi ile
isitildiginda 6rnekteki TBA ile reaksiyon veren maddeler pembe renkli bir kompleks
olustururlar. Olusan rengin siddeti 6rnekteki TBARS konsantrasyonu ile iliskilidir. Olusan
rengin absorbanst 532 nm de Ege Universitesi Egzersiz Biyokimya Laboratuvarimizda
mevcut olan (Shimadzu UV 1700, JAPAN) spektrofotometre ile Olciildii. Standart ile
kiyaslanarak 6rnekteki TBARS konsantrasyonlar belirlendi. Sonuglar pmol/L olarak verildi.
3.2.4.4.Nitrik Oksit (NO) Ol¢iimii

NO ‘ya 6zel antikorlarla gevrili mikro tabaklar ile enzim bagli imminosorbent assay (ELISA)
metodu kullanilan ticari kit ile (Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd., China)
mikro tabak okuyucuda belirlendi. Sonuglar pmol/L olarak verildi.

Yontemin ilkesi: Antijen-antikor reaksiyonyla beraber ilgili bir enzimin aktivasyonu
sayesinde olusan renk siddetinin 6l¢iilmesi. NO analizleri serum o6rneklerinden ticari bir kit
kullanilarak ELISA yontemiyle micro plate reader aletinde (Dialab EL X800G, AUSTRIA)
yapildi.
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3.2.5 istatistiksel Analizler

Verilerin analizinde ilk 6nce degiskenlerin normal dagilima uyup uymadigii smnamak i¢in
Shapiro-Wilk normallik testi uygulandi. Degigkenlere ait egzersiz ve kontrol gruplarindan
elde edilen 6l¢iim degerleri arasinda anlamli farkliligin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in
parametrik olan verilerde ‘T-Test’, nonparametrik olan verilerde ise ‘Mann Whithey U Testi’
uygulandi. Her iki grubun biyokimyasal parametreleri ve fiziksel dl¢iim degerleri arasindaki
iliskiler “Spearman ve Pearson Korelasyon Analizleri” ile belirlendi. Genotip ve allel
frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligi kullanilarak hesaplandi. Gruplar arasi genotip frekanslar
arasindaki farkliliklar ki-kare testi ile hesaplandi. Bagimli degiskenler i¢in genotip ve egzersiz
arasindaki etkilesimler 2 x 2 (ana grup x genotip alt gruplar1) iki yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile bulundu. Istatistiksel analizlerde p < 0.05 seviyesi anlamlilik diizeyi kabul
edildi. Istatistiksel analizler, SPSS 22 paket programiyla gerceklestirildi.
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Bulgular

Sporcu grubunun (SG) yo-yo testi degeri kontrol grubununkinden (KG) anlamli olarak daha

biiyiiktii. Diger fiziksel ve fizyolojik parametreler ig¢in gruplar arasinda anlamli farklilik

bulunmadi (Tablo 1).

Tablo 1. Katihmcilarn fiziksel ve fizyolojik parametreleri parametrelerinin karsilagtiriimasi

GRUPLAR YAS BOY VA VKi Yo-Yo Mesafe
(y1) (cm) (kg) (kg/m?) (m)

SG (n=46) 23164323 179,72+6,4 74,1128, 1 22,75¢2.06  1640,86+615,9

KG (n=43) 24+2,09 177324637  75,48+7,95 24+2.09 690,2+300,3

Fark p=0.403 p=0.083 p=0.423 p=0.006 p=0.00

SG: sporcu grubu, KG: kontrol grubu, VKI; Viicut Kiitle Indeksi, VA: Viicut Agirhigi, Yo-Yo: aralikli dayamklihik testi

SG’nin TAS degeri KG’ninkinden anlamli olarak daha biiyiiktii. KG’nin oksLDL degeri ise
SG’ninkinden anlamli olarak daha biiyiik bulundu. KG’nin OSI degeri SG’ninkinden anlamli
olarak daha biiyiiktii. Diger oksidatif stres ve antioksidan parametreleri i¢in gruplar arasinda

anlamli farklilik bulunmadi (Tablo 2).

Tablo 2: Sporcu ve kontrol grubunun oksidatif stres ve antioksidan parametreleri (Ort £.SD)

karsilastirilmast

GRUPLAR SG KG Fark
(n=46) (n=43)

NO (umol/L) 454,25+563,24 322,92+352,15 p=0.414

Hepsidin (ng/mL) 13,73+4,89 13,61+3,22 p=0.889

OksLDL (pg/mL) 1239,73+306,84 1398,01+266,79 p=0.011

TAS (mmol Trolox 1,283+0,19 1,280+0,19 p=0.000

esdegeri/L)

TOS (nmol H,0, 5,96+2,4566 6,79+3,14 p=0.164

esdegeri/L)

osi 421+42,02 4,7142,05 p=0,008

TBARS (umol/L) 9,98+8,071 9,163+6,58 p=0.223

IL-6 (pg/mL) 61,93+84,60 93,84+140,62 p=0.105

SG: sporcu grubu, KG: kontrol grubu NO:Nitirk Oksit, oksLDL:Okside LDL, TAS: Total Antioksidan Statiisii, TOS: Total
Oksidan Statiisii, TBARS: Tiyobiitiirik asit ile rekasiyona giren maddeler IL-6: Interlokin OSI: Oksidatif Stres Indeksi 6,
RA:Referans Aralig1

KG’nin demir degeri SG’ninkinden anlamli olarak daha biyiiktii. Diger biyokimyasal

parametreleri i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi (Tablo 3).
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Tablo 3. Sporcu ve kontrol grubunun biyokimyasal parametreleri karsilastiriimasi (Ort +.SD)

GRUPLAR GLU KREATININ ALB ALT AST FERRITIN DEMIR TDBK
(mg/DI) (mg/dL) (9/dL) (U/dL) (U/L) (ng/mL) (gr/dI) (ug/dL)

SG (n=46)  84,474824  087+0,15  522+0,022  20,30+9.01  20,28245.8%4 76,3460,19 81,34+28,57 35536+52,20
KG (n=43) 84,69+47,60  094+0,17  5,10+026 20,86+12.26 2593433,15 77,13+57,55 99,51+41,78  340,58+36,45
Fark p=0.897 p=0.054 p=0.20 p=0.977 p=0.259 p=0.967 p=0.018 p=0.124
RA 60-110 07-13 3552 0-45 0-40 22-232 70-180 225-480

SG: sporcu grubu, KG: kontrol grubu,GLU:glukoz, ALB:Albiimin, ALT: Alanin Aminotransferaz, AST:Aspartat
Aminotransferaz, TDBK:Total Demir Baglama Kapasitesi,RA: Refernas araligi.

KG’nin MCV degeri SG’ninkinden anlamli olarak daha biiyiiktii. SG’nin 16kosit degeri
KG’ninkinden anlamli olarak daha biiyiiktii. Diger hemogram parametreleri i¢in gruplar

arasinda anlamli farklilik bulunmadi (Tablo 4).

Tablo 4. Sporcu ve kontrol grubunun hemogram parametrelerinin karsilastiriimasi

GRUPLAR HB HCT MCV PLT WBC RBC
(g/dL) (%) (fL) (10%/pL) (10%uL)  (10°%pL)
SG (n=46) 15,67£1,08  46,1242.41  85,56+4,35 270,02+60,72 8,53+1,68  5,40+0,36
KG (n=43) 15,45+1,01  46,69+3,44  89,24+8,55 261,53+59,3 6,56£2,05  5,26+0,46
Fark P=0.321 P=0.372 P=0.045 P=0.507 P=0.000  P=0.111
RA 12,5-18 38-54 80-99 140-450 45-11 43-57

SG: sporcu grubu, KG: kontrol grubu, HB:Hemoglobin, HCT: Hemotokrit, MCV: Ortalama alyuvar hacmi, PLT
(Platelet): TrombositWBC: Lokosit, RBC: Kirmizi kan hiicresi(eritrosit) RA:Referans Araligt

Lipid ve lipoprotein parameterleri igin gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p > 0.05)
(Tablo 5).

Tablo 5. Sporcu ve kontrol grubunun lipid ve lipoporotein parameterlerinin karsilagtirilmasi

GRUPLAR TK HDL LDL TRIG
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
SG (n=46) 156,02+22,54 47,13£11,84 85,41+20,02 122,45+94,19
KG (n=43) 154,04+30,72 45,72+9,23 83,83+27,17 126,83+80,61
Fark P=0.729 P=0.536 P=0.755 P=0.588
RA <200 <130 >55 <150

SG: sporcu grubu, KG: kontrol grubu, TK: Total Kolesterol, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein. LDL: Disiik
yogunluklu lipoprotein, TRIG: Trigliserit, RA: Refernas aralig1.
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TMRP’ye iliskin Bulgular

TMPRSS6 RS855791polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslarinin sporcu, sedanter ve
total gruplar arasindaki dagilimi tablo 6’da verildi. Baz1 genotip gruplarin sayisi ¢ok kiigiik
oldugu igin iligkili genotip gruplarda birlestirme yapildi tasiyict gruplar olusturuldu ve
hesaplamalar bu veriler iizerinden yorumlandi. Tmprss6 Rs855791 genotip frekanslar
sporcularda; CC, CT, TT igin sirasiyla %14, %25, %7 , sedanterlerde; %15, %22, %6 , tim
grupta ise %29, %47, %13 bulundu. TMRP genotip ve allel frekanslar1 agisindan sporcu ve
sedanter gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (x2'=0,202, p=0,904; x2'=0.046,
p=0.829). Bu analizler neticesinde bulunan C ve T homozigotlarinin frekans degerlerinin,,
Mendelian kuralina™ gore “Hardy-Weinberg esitligi (Passarge, Liileci, Sakizli, & Alper,
2009)’ni galismamizda total genotiplemede saptadigimiz frekans degerleri Hardy-Weinberg

esitligini saglamistir.

Tablo 6. TMRP genotip ve allelik frekanslari

Polimorfizm Frekanslar Gruplar Sporcu Sedanter Total
cC 14 (%30.4) 15 (%34.9) 29 (%32.6)
Genotip frekanslar CT 25 (9%54.3) 22 (%51.2) 47 (%52.8)
TMPRSS6
TT 7 (%15.2) 6 (%14.0) 13 (%14.6)
Rs855791
C 0.304 0.349 0.326
Allel frekanslari
T 0.696 0.651 0.674

CC: Total C homozigot grubu, TC: TC heterozigot grubu, TT: Total T homozigot grubu
Total TMPRSS6 RS855791 genotiplemesine gore; total C homozigot grubu (CC), total

TCheterozigot grubu (TC), total TT homozigot grubu (TT) incelendiginde; asagida verilen
tablolardaki (Tablo7,8,9,10,11) parametreler agisindan anlamli bir farklilik bulunmadi.
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Tablo 7. Total (T) genotip gruplarina ait fiziksel ve fizyolojik parametreleri (Ort +.SD)

karsilastirilmast
GRUPLAR YAS BOY VA VKi YOYO

(1) (cm) (ka) (kg/m?) (m)
CC(n=29) 22,83+0,84 178,9+0,99 74,37+0,77 23.00+0,66 1106,2+0,64
TC(n=13) 23.00+0,84 178,3+0,99 75,41%0,77 23,66+0,66 1188,9+0,64
TT(n=47) 23,51+0,84 178,42+0,99 73,36+0,77 23,02+0,66 1323,07+0,64

CC: Total C homozigot grubu, TC: TC heterozigot grubu, TT: Total T homozigot grubu VA: Viicut Agirligi, VKI: Viicut
Kitle indeksi, YO-YO; Aralikli dayanuklik testi(level -2)

Tablo 8. Total (T) genotip gruplarina ait oksidatif stres ve antioksidan parametrelerinin

karsilastirilmasi
GRUPLAR o TAS TOS
NO HEPSIDIN  oksLDL (mmol (pmol osi TBARS IL-6
(umol/L) (ng/ml ) (umol/L) Trolox H202 (pmol/L')  (pg/mL)
esdegeri/l) esdegeri/l)
CC(n=29) 510,6+0,19 13,07+0,36  1307,2+0,99 1,20+0,54 5,91+0,9  4,65+0,37 9,22+0,30  60,49+0,84
TC(n=13) 355,1+0,19 13,74+0,36  1324,0+0,99 1,19+0,54  6,26+0,9  4,89+0,37 9,00+0,30  69,2+0,84
TT(n=47) 252,4+0,19 14,91+0,36  1307,6£0,99 1,26+0,54 7,71%0,9  5,84+0,37 12,49+0,30 144,22+0,84

CC: Total C homozigot grubu, TC: TC heterozigot grubu, TT: Total T homozigot grubu NO:Nitirk Oksit, oksLDL:Okside
LDL, TAS: Total Antioksidan Statiisii, TOS: Total Oksidan Statiisii, TBARS: Tiyobiitiirik asit ile rekasiyona giren
maddeler 1L-6: Interlokin 6 OSI: Oksidatif Stres Indeksi

Tablo 9. Total genotip gruplarina ait biyokimyasal parameterlerinin karsilastiriimasi

DEMIR

GRUPLAR GLU KREATININ ALB ALT AST  FERRITIN (mg/dL)

(mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (U/L) (U/L) (ng/mL)

TDBK
(ug/dL)
CC(n=29) 86,31+£0,47 0,90+0,90 5,16£0,97 19,4£0,26 22,6+0,11 62,7£0,54 95,9+0,26 357,8+0,5
TC(n=13) 83,89+0,47 0,92+0,90 5,17+¢0,97 20,0+0,26 20,0+0,11 86,6+0,54 89,8+0,26 342,1+0,5
TT(n=47) 83,23+0,47 0,89+0,90 5,14£0,97 24,9+0,26 34,5£0,11 82,9£0,54 77,9+0,26 348,8+0,5
CC: Total C homozigot grubu, TC: TC heterozigot grubu, TT: Total T homozigot grubu GLU:glukoz, ALB:Albiimin,
ALT: Alanin Aminotransferaz, AST:Aspartat Aminotransferaz TDBK:Total Demir Baglama Kapasitesi
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Tablo 10. Total genotip gruplarina ait hemogram parametreleri (Ort £.SD) karsilastirilmasi

GRUPLAR PLT
HB HCT MCV WBC RBC

(g/dL) (%) (fL) (L) (10¥uL) (10uL)

CC(n=29) 15,30+0,36 46,67+0,69 86,55+0,86 268103,4+0,5 7,97+0,13 5,40+0,68
TC(n=13) 15,67+0,36 46,39+0,69 87,99+0,86 260404,2+0,5 7,12+0,13 5,30+0,68
TT(n=47) 15,77+0,36 45,80+0,69 86,76+0,86 260404,2+0,5 8,36+0,13 5,28+0,68

CC: Total C homozigot grubu, TC: TC heterozigot grubu, TT: Total T homozigot grubu HB:Hemoglobin, HCT:
Hemotokrit, MCV: Ortalama alyuvar hacmiPLT (Platelet): TrombositWBC: Lokosit, RBC: Kirmizi kan hiicresi(eritrosit)
RA:Referans Aralig1

Tablo 11. Total genotip gruplarina ait KKH klasik risk faktorleri parametrelerinin

karsilastirilmasi

T HDL LDL TRIG
GRUPLAR (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
CC(n=29) 148,1+£0,11 43,86+0,34 86,37+0,75 110,7£0,24
TC(n=13) 156,740,11 48,6+0,34 84,04+0,75 124,7+0,24
TT(n=47) 164,5+0,11 44,3+0,34 89,69+0,75 155,0+0,24

CC: Total C homozigot grubu, TC: TC heterozigot grubu, TT: Total T homozigot grubu TK: Total Kolesterol, HDL:
Yiiksek yogunluklu lipoprotein. LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein TRIG: Trigliserit

Sporcu Genotip Gruplarinin Karsilastirildiginda: TMRP g6z 6niine alindiginda: t tasiyic
(Tt, Tc=tt+tc) grubunun TBARS degerleri homozigot cc grubununkinden anlamli olarak da
daha biiyiiktli) Kan lipid ve lipoprotein diizeyleri dahil diger parametreler i¢in grup iginde
anlamli bir fark bulunmad.

Kontrol Genotip Gruplarinin Karsilastirildiginda; TMRP g6z 6niine alindiginda: t tastyict
(Tt, Tc=tt+tc) grubunun Demir, Eritrosit,degerleri homozigot cc grubununkinden anlamli
olara biiyiiktii (p < 0.05). Kan lipid ve lipoprotein diizeyleri dahil diger parametreler i¢in grup
i¢i anlamli bir fark bulunmadi (p > 0.05).

TMRP  Genotiplemesine Gore Sporcu ve Sedanter Genotip Gruplarin

Karsilastirilmasina iliskin Bulgular

Sporcu CC homozigot grubu endurans kapasitesi, kontrol grubuna gére anlamli olarak daha
biiyiik bulundu. TMRP ’nin sporcu Tt heterozigot grubu TAS, 16kosit, eritrosit ve endurans
kapasitesi degerikontrol grubuna gore anlamli olarak daha biiyiik bulundu.Sporcu Tt
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heterozigot grubu Rbc (eritrosit) degeri kontrol Tt heterozigot grubunkinden anlamli olarak
biiyiiktii (p=0,005) , Bu farklilik TMRP ile iliskiliydi ((F(1,85)= 6,001; p=0,016).
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Tablo 12. TMRP sporcu ve sedanter genotip gruplarina ait fiziksel ve fizyolojik dl¢timler, biyokimyasal ve hematolojik parametreler (Ort. £SD)

ve karsilastirilmasi

Parametreler SG KG
SCC (n=14) STT (n=7) STC (n=25) KCC(n=14) KTT(n=7) KTC(n=22)
YAS (yil) 23,64 +£3,7 23,39+2,9 22,8442 .4 22,64+2,70 21,71+1,38 23,95+3,93
BOY (cm) 179,8+5,7 178,43+8.8 179,6+6,17 177,5+7,34 176,21+6,09 177,56+6,06
VA (kg) 74,2+8.6 75,14+6,6 73,48+8,4 76,38+8,77 68,96+5,65 76,99,1+7,25
VKIi (kg/m?) 22,5242,0 23,56+1,2 22,68+2,32 24,21+1,98 22,19+1,29 24,44+2,12

Hepsidin(ng/ml) 13,0+4.9 13,17+4,32 14,40+5,1 13,24+3,80 14,60+£2,22 13,53+£3,17

IL-6(pg/mL) 73,7+69,9 33,58+20,6 63,26£101,7 63,9+111,16 156,42+192,53 92,99+139,30
NO(pmol/L) 655,46+790,6 206,44+301,6 390,3+440,0 373,68+419,3 247,43+292.87 314,63+333,1
oksLDL (pg/mL) 1153,8+305,7 1280,26+268,8 1287+317,5 1433,8+333 4 1392,09+369,68 1377,09+182,14

TBAR (nmol/L) 13,7£12,2 8,87+4,38 7,32+2,53 7,5+£5,2 7,72+£3,36 10,6 £7,87
TAS (mmol

Trolox 1,25+0,2 1,36+0,09 1,25+0,2 * 1,14+0,17 1,12+0,11 1,12+0,18
esdegeri/L)

Toessé'e‘gg;/gzm 6,3942,2 6,60+1,42 5,4342,65 6,1442,86 5,943 .80 7,48+3,08
AST (U/L) 20,8+6,6 19,28+4,68 19,9+5,86 26,92+29,6 45,14+£71,51 19,18+4,76
ALT (U/L) 21,6+10,9 24,0+16,7 18,1+£6,5 21,28+11,5 24,14+21,11 19,54+9,25
ALB( g/dL) 5,2+0,2 5,17+0,24 5,24+0,24 5,07+0,23 5,18+0,10 5,09+0,31

GLU( mg/dL) 86,7+7,5 85,28+6,92 82,7+£8,93 88,2+8,86 84,42+6,34 82,54+6,50

SG: Sporcu grubu, KG: Kontrol grubu, SCC: Sporcu grubuna ait CC genotipi, STT: Sporcu grubuna ait AG genotipi, KCC: Kontrol grubuna ait CC genotipi, KTT: Kontrol grubuna ait TT
genotipi, VA: Viicut Agirhg, VKI: Viicut Kitle Indeksi, 1L-6: Interldkin 6, NO: Nitrik Oksit, OksLDL: Okside diisiik yogunluklu lipoprotein, TBARS: Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren

maddeler, TAS: Total Antioksidan Statiisii, TOS: Total Oksidan Statiisii,AST: Aspartat aminotransferaz ,ALT: Alanin aminotransferaz, , Alb: Albiimin , GLU: Glukoz
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Tablo 13. TMRP sporcu ve sedanter genotip gruplarina ait fiziksel ve fizyolojik Ol¢iimler, biyokimyasal ve hematolojik parametrelerin

karsilastirilmast
Parametreler SG KG
SCC (n=14) STT (n=7) STC (n=25) KCC(n=14) KTT(n=7) KTC(n=22)
TRIG( mg/dL) 161,1£147.12  102.85+42.75 104,40+56.63 10407293 96,14+35.14 151,09+404.09
LK 41,94118 47.71+8.90 50,64+12,42 42,146.41 47.00+8.66 47.40+10,61
(mg/dL)
LDL-K (mg/dL) 88,0421 .4 88,14+12,34 84.24+19,71 85,64+36,13 91,42+22.24 80,27+22,19

TK(mg/dL) 159,0422.5 156,57+12.36 155,68+23.59 148,92+37 45 157,71+£27,04 156,13+28.01

DEMIR(mg/dL) 73,5428.6 61,71£16,26 92,16£27.19 116,9+53,2 98,14+38,89 89,04+31,6

TDBK( ug/dL) 369,9+51,5 370,71£66,41 3394845 61 343,57£46,89 349714445 335,77425.92
Kreatinin 0,90+0,15 0,9240,12 0,86+0,15 0,90£0,26 0,9240,11 0,97 0,12
(mg/dL)

F‘(Er};}‘;]gN 66,4433 63,25+41,74 86,01+71,42 65,99+42,37 83,03£50,10 82,34+68,3
WBC (10%pL) 8,7+1,30 8,90+1,46 8,37+1,91" 6,68+1,68 8,58+1,59 5.84+2,01
RBC (10%/pL) 5,40+0,3 5,47+0,25 5,42+0,39° 5,49+0,51 5,19+0,19 5,13+0,45

Hb (g/dL) 15,4409 15.97+1,52 15.74+1,06 15154129 15.75+0.76 15,540,87
Hct (%) 459425 46,47+2.11 4624242 47 47,51%3,70 45,4241 45 46,56+3,69
MCV (fL) 85,742.5 854,87+2.16 85,595 48 86,9+8,90 87,54+3,14 91,25+9.26

PLT (10%uL)

Yo-Yo(m)

250642,8+64810,5 275600+5953,8

b
1594,28+618,650  1697,14+825,5

268652,17,3+61566,6

b
1640,86+615,90

648,57+302,26

857,14+174,13

270571,42+57532,2 268428,57+90258,62  253590,9+50310,1

663,63+£322,52

SG: Sporcu grubu, KG: Kontrol grubu, SCC: Sporcu grubuna ait CC genotipi, STT: Sporcu grubuna ait AG genotipi, KCC: Kontrol grubuna ait CC genotipi, KTT: Kontrol grubuna ait TT

genotipi, TRIG: Trigliserit, HDL-K:Yiiksek yogunluklu lipoprotein , LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein, TK: Total KolesterolWBC: Lokosit, RBC: Kirmizi kan hiicresi(eritrosit), , Hb:

Hemoglobin Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosithacmi, PLT (Platelet): Trombosit, a: p<0.05 SG'nin KG ile karsilagtirilmasi, b: p<0.01 SG'nin KG ile karsilagtirilmasi.
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Sporcularin Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri Arasindaki Korelasyon
Analiz Sonuglari;

Viicut agirlign (VA) ile demir arasinda ve ALT arasinda ; viicut kitle indeksi (VKI) ile ALT
arasinda, total kolesterol (TK) arasinda ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) arasinda anlaml
iligski bulundu ( Tablo 14).

Hepsidin ile Total demir baglama kapasitesi (TDBK) arasinda ve ferritin arasinda ; Demir ile
HDL arasinda ,albiimin arasinda ve TOS arasinda ; Total demir baglama ile ferritin arasinda (;
IL-6 ile ALT arasinda, AST arasinda , TK arasinda, HDLK arasinda ve TOS arasinda; ALT
ile TK arasinda, HDLK arasinda hemoglobin (Hb) arasinda , Hematokrit (Hct) arasinda MCV
arasinda ve eritrosit (RBC) arasinda ve TAS arasinda; AST ile MCV arasinda, WBC arasinda
, RBC arasinda ;TK ile LDLK arasinda ve oksLDL arasinda ; HDLK ile TBARS arasinda (ve
TOS arasinda ;LDL ile oksLDL arasinda ve TBARS arasinda ; Hb ile Hct arasinda ve RBC
(eritrosit) arasinda; Het ve RBC arasinda; MCV ve RBC arasinda; WBC ile PLT arasinda;
TBARS ve TOS arasinda ; kreatin ve TAS arasinda anlamli iligki bulunmustur. (Tablo 15)

Tablo 14. Sporcu grubunun fiziksel ve fizyolojik parametreleri ile biyokimyasal parametreleri

arasindaki korelasyon analizi (n=46)

YAS BOY VA VKi yo-yo
Demir -,218 -,101 -,293" -,284 ,082
ALT ,340" -127 ,325" 445" -135
TK ,191 -,229 ,110 ,388" -,190
LDL-K 126 -,267 ,026 ;303" -,097
Alb -,065 -,066 -,349" -,419™ ,042
TOS 1139 ,116 ,336" 363" ,025
KRE ,098 ,051 424 476" ,130

VA: Viicut Agirlign  VKI: Beden Kitle indeksiALT: Alanin amino transferaz, TK: Total Kolesterol LDL-K: Diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol,Alb:albiimin TOS:Total Oksidan Statiisii, KRE: Kreatinin*p < 0.05. ** p <0.001.
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Tablo 15.

Sporcularin biyokimyasal parametreleri arasindaki korelasyon analizi

Hepsidin TDBK  Ferritin  ALT AST TK HDLK LDLK  oksLDL Hb Het MCV WBC RBC PLT Alb TBARS TAS  TOS

Hepsidin -,619" 873** 018 -093 -,039 -,155 115 060  ,009 -031 083 191 018 018  -147 -104 -013  -062
DEMIR ,076 203 -185 -067 -,007 ;3917 -,007 -065  ,178 148 096 -172 -194  -194  444” -183 -246 -398"
TDBK -4377 126,183 030 ,014 ,022 -026 218 211 -123  -056 016 -056 ,436” ,045 005 ,055
IL-6 ;361" 343" 4257 - 4957 ,195 ,018 113 110 -066  ,131 102 182 -013 ,006 ,004 4507

NO -129 -073  -087 ,076 -,105 -058 -094 -126  -005 -025 034 006 -236 047 013  -126
ALT 6977 294" ,336" ,106 -030 4427 336 347" 106 4477 025 -036 ,131 300 ,190
AST ,045 -,264 -,004 -176 045 068 -5407 -293°  ,499™ -137 005 131,205 ,164
TK -,009 818" 320,103,149 -084  -135 ,158  ,016  -,069 -053 163 ,045
HDLK -,135 059  -019 045 -028  -126 054 -160 164 -528™ 088 -386"
LDLK 348" 057  -035 -153  -138 072 -032  -,009 -316" -,168 -,013
oksLDL ,085  -081 228 011 -257 021 199 -058  -244 ,081
Hb 833" 309" 126 371" 095  ,208 263,092 -052

Hct ,184  -003 598" 120 155 212 -,020 ,068
MCV 122 -6737 049  -,052 ,101 -,194 ,102

TDBK: Total Demir Baglama Kapasitesi Fe: Demir, IL-6: Interlokin 6, ALT: Alanin amino transferaz, AST: Aspartat amino transferaz, TK: Total Kolesterol, , HDL-K:Yiiksek yogunluklu

lipoprotein kolesterol, LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol, OksLDL: Okside diisiik yogunluklu lipoprotein, Hb: Hemoglobin, Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi,
WBC: Lokosit, RBC: Kirmiz1 kan hiicresi (eritrosit), PLT: Trombosit, Alb: Albiimin, TBARS:Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler, GLU: Glukoz KRE: Kreatinin, TAS: Total
Antioksidan Statiisti, TOS: Total Oksidan Statiisii
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Kontrol Grubunun Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri Arasindaki
Korelasyon Analiz Sonuclari; Boy ile RBC arasinda; VKI ile Het arasinda;YOYO ile
albiimin arasinda anlamli fark bulunmustur (Tablo 16).Hepsidin ile total demir baglama
arasinda ve TK arasinda ; Demir ile ferritin arasinda ;Total demir baglama ile ferritin arasinda
; IL-6 ile TK arasinda; NO ile PLT arasinda; AST ile TK arasinda ; TK ile LDLK arasinda ve
TBARS arasinda; HDL ile TRIG arasinda ve Alb arasinda; LDL ile PLT arasinda ; TRIG ile
MCYV arasinda , TBARS arasinda ve TOS arasinda ; Hb ile Hct arasinda, Alb arasinda ve
MaxVo2 Arasinda ; Het ile Rbc arasinda ve TAS arasinda ; MCV ile WBC arasinda ve RBC
arasinda ; WBC ile RBC arasinda ve TAS arasinda; Alb ile MaxVo2 arasinda anlamli iliskiler
bulunmustur (Tablo.17).

Tablo 16. Kontrol grubunun fiziksel ve fizyolojik parametreleri ile biyokimyasal

parametreleri arasindaki korelasyon analizi (n=43)

YAS BOY VA VKi YOYO
HCT -,061 -,034 ,228 3147 -173
Alb -174 -,019 -179 -,181 434%*
KRE -,363" ,066 ,132 ,108 ,137
RBC -,006 -,382" -,185 ,092 -,033

VA: Viicut Agirhigi, VKI: Beden Kiitle Indeksi, Hct: Hematokrit, Alb: Albiimin, KRE: Kreatinin, RBC:Kirmiz1 kan

hiicresi(eritrosit
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Tablo 17. Kontrol Grubunun biyokimyasal parametreleri arasindaki korelasyon analizi

TDBK  Ferritn @ NO  AST  TK LDLK TRIG Hct MCV WBC RBC PLT Ab TBARS GLU TAS TOS YOYO
Hepsidin 520 657 020 046 323 - ogg 174 015 079 083  -077 009 060 165 011  -128 133  -132
Demir 245 304 3128 -055 033, 108 247 066  -122 068 289 162 250  -100  -093 085  -179  -052
TDBK ey A7 000 023 -015  -021 -218 006 047  -163 172 034  -04 155  -158 209 070
IL-6 099  -008 339 215 158 -119 097 087  -19% 104 119 066  -144  -171 104 104
NO 097  -104  -043  -150 040 -252 028 187 408"  -016 063 029 123  -021  -032
ALT 630" -125  -118 081 085 058  -269 061  -263 -155  -025 218 07 189 45
AST 374" -268  -054  -080  -059  -101 095  -226  -072 044 161 063 239 122
T 890" 292 191 247 -010  -158 269 021 339"  -029  -008 203 123
HDLK 058 334 078 -163 099 094 =206 369 0 e e o o
LDLK 002 179 168 079  -064 363"  -118 099 016 067 027 043
TRIG ,052 4117 -,195 -,274 112 -,040 7427 -,022 -,096 425 ,044
Hb 324" 118 211 015 -087 502" 180  -164 120 016 306"
Het 298 -233 301" -052 032  -032  -073 603"  -152  -109
MCV -,494™ - 700 ,022 -,105 315" -,190 ,110 -,202 129
WBC ,364" 229 ,293 -,118 -,042 -,309" -,085 ,199
RBC 035 160  -203 202 247  -035  -071
PLT 2130 082 -067  -180  -176  -147
Alb 101 030 065 048 406"
TBARS 069 -062 306" 181
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TDBK: Total Demir Baglama Kapasitesi, 1L-6: Interlokin 6, ALT: Alanin amino transferaz, AST: Aspartat amino transferaz, TK: Total Kolesterol,, HDL:Yiiksek yogunluklu lipoprotein ,
LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol, OksLDL: Okside diisiik yogunluklu lipoprotein, Hb: Hemoglobin, Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, WBC: Lokosit, RBC:
Kirmizi kan hiicresi (eritrosit), PLT: Trombosit, Al: Albiimin, TBARS:Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler, GLU: Glukoz KRE: Kreatinin, TAS: Total Antioksidan Statiisii,
TOS: Total Oksidan Statiisii
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Tartisma

Hepsidin peptid yapida bir hormondur, bagirsaklardaki demir emiliminin,hepatik depolardan
demir saliniminin ve makrofajlardaki demir dongiisiiniin homeostatik diizenleyicisidir ( Basol,
Barutguoglu ve Bozdemir, 2007). Yapilan bir ¢alismada kiirek sporu yapan kisilerdehepsidin,
IL-6 ve demir metabolizmasi parametrelerinde egzersizin 6nemli degisiklikler yarattig
belirtilmektedir (Skarpan’ska-Stejnborn, Basta, Trzeciak ve Pilaczyn’ska, 2015). TMPRSS6
geninin insanlarda sistemik demir homeostazi i¢in gerekli oldugu ve hepsidin seviyelerini
diizenledigi bildirilmektedir. (Finberg ve ark., 2008). Bu nedenle aerobik egzersizin hepsidin
diizeyleri tizerindeki muhtemel etkisinde belirtilen polimorfizmin (TMRP)’nin rolii olabilir.
Ancak literatiirde buna iliskin benzer bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu nedenle bu ¢alismada
diizenli aerobik egzersiz yapan futbol hakemlerinin hepsidin ve hematolojik parametreler
tizerine etkilerini ve bu muhtemel etkilerde TMRP’nin roliinii arastirmay1 planladik.

Aerobik Antrenmanlarin Hepsidin ve Hematolojik Parametreler Uzerine Etkileri

Bu ¢aligmanin temel bulgulari; genotip gruplar dahil tiim sporcu gruplarin aerobik kapasitesi
(YOYO testi degeri) kontrol gruplarininkinden anlamli olarak daha biiytiktii. SG’nin demir

(p = 0.018) ve MCV (p = 0.000) degerleri KG’ninkilerden anlamli olarak daha kiigiiktii
SG’nin TAS (p=0,08) ve oksLDL (p = 0.011) degerleri KG’ninkinden daha biiyiik ve fakat
OSI (p=0,08) degeri daha kiiciiktii. Diger oksidatif stres parametreleri igin gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunmadi (p > 0.05). Sporcularda (n= 46); T tasiyici grubunun (Tt,
Tt=TC+TT), MCV (p = 0.035) degerleri kontrol (n=43)’iinkinden anlamli olarak daha kiigiik;
eritrosit sayist (p=0,004) ve TAS degeri (p=0,001)ise TMRP’ye bagl olarak daha biiyiiktii
Kontrol genotip grubunda (n=43) homozigot CC grubunun eritrosit (p=0,027) sayis1 Tt
grubununkinden anlamli olarak daha biiytiktii. Hepsidin i¢in gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi (p > 0.05).

Bu bulgular,aerobik antrenmanlarin futbol hakemlerinde, aerobik ve antioksidan sistemin
kapasitesiniarttirdigini gosterir.

Bu bulgular aerobik antrenmanlarin hakemlerde demir diizeylerini diisiirdiigiinii ve demir
eksikligi anemi riski yarattigini gosterir (Magazanik ve ark., 1988). Diger hematolojik ve
biyokimyasal parametreler i¢in genotip gruplar dahil tiim gruplar arasinda anlaml farklilik
bulunmadi (p > 0.05) (Tablo 3., Tablo 4., Tablo 5.).

Magazanik ve ark.’nin ¢alismasinda, yogun antrenmanlarin demir eksikligine yol agabilecegi

belirtilmektedir (Magazanik ve ark. 1988), bu bulgular calismamizi desteklemektedir.
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Bizim calisgmamizdan farkli olarak Skarpan’ska-Stejnborn ve ark.’nin ¢aligmasinda, yiiksek
yogunluklu kiirek egzersizi sonrasinda hepsidin seviyeleri, IL-6 ve demir metabolizmasi
parametrelerinde baslangic seviyelerine gore anlamli degisiklikler oldugunu , toparlanma
doneminde ise baslangi¢ degerlerine geri dondiigiinii,serum demir diizeylerinin, toparlanma
sirasinda egzersiz Oncesi seviyelerine gore anlamli derecede azaldigini bildirmislerdir.
(Skarpan’ska-Stejnborn, Basta, Trzeciak ve Pilaczyn’ska, 2015).Bu c¢alisma bulgulari, demir
parametresi hari¢ diger parametreler agisindan bizimkinden farklilik géstermektedir.

Bir diger calismada; bizim ¢alismamizdan farkli olarak egzersizden 3 saat sonra hepsidin ve
IL-6'da belirgin artiglar goriildiigii, egzersizden 9 saat sonra hepsidin ve demir seviyelerinin
baslangic¢ seviyelerine gore belirgin diisiisler gozlendigi belirtmistir
(Newlin, Williams, McNamara, Tjalsma, Swinkels ve Haymes., 2012)

Bir bagka calismada ise; submaksimal bir bisiklet egzersizi sonrasit hepsidin degerlerinde
bizim calismamiza benzer olarak herhangi bir anlaml farklilik goriillmemistir (Troadec ve ark,
2009).

TMRP Go6zoniine Alindiginda:

TMRP’nin sporcu CC homozigot grubu endurans kapasitesi, kontrol grubuna gére anlamli
olarak daha biiyiik bulundu (p=0,000) . Sporcu Tt heterozigot grubunun TAS ( p = 0.001),
eritrosit (p = 0.005) ve endurans kapasitesi(p = 0.000) degerleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha biiyiik bulundu. Eritrosit parametresi i¢in iki grup arasinda bulunan bu farklilik
TMREP ile iliskiliydi F(1,85) = 6,001; p = 0.016). SG ve KG arasinda demir parametresi i¢in
bulunan farklilik homozigot CC grubu i¢in bulunmadi.

Calismamizda, gerek sporcu ve kontrol gruplari, gerekse sporcu ve kontrol genotip
gruplarimin  kendi iginde veya sporcu ve kontrol genotip gruplart arasinda hepsidin
parametresi i¢in anlamli bir farklilik bulunmad.

Sporcu genotip gruplarinda, TMRP g6z Oniine alindiginda: t tasiyict (Tt, Te=tt+tc) grubunun
TBARS degerleri homozigot cc grubununkinden anlamli olarak da daha biiyiikti (p=0,00).
Kan lipid ve lipoprotein diizeyleri dahil diger parametreler i¢in grup i¢inde anlamli bir fark
bulunmadi (p > 0.05). Grup i¢indeki bu farkliliklarin belirtilen polimorfizmden kaynaklandig:
sOylenebilir.

Kontrol genotip gruplarininda, TMRP gbz 6niine alindiginda: Tt grubunun Demir, Eritrosit
degerleri homozigot CC grubununkinden anlamli olarak biiyiiktii (p < 0.05). Kan lipid ve
lipoprotein diizeyleri dahil diger parametreler icin grup i¢i anlamli bir fark bulunmadi (p >

0.05). Grup i¢indeki bu farkliliklarin belirtilen polimorfizmlerden kaynaklandig s6ylenebilir.
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Bizim ¢aligmamizdan farkli olarak;

Benyamin ve ark.’nin (2009) ¢alismasinda; Addlesan ve yetiskinlerde TMRP mutasyonu ve
demir eksikligi anemisi arasindaki iligkileri incelenmistir; adélesan grubunda diisiik kan Hb
ve MCV degerleri saptanimstir. Calisamanin verilerine gore adolesan grubunda anemide;
TMRP’nin rolii saptanmistir: Bu polimorfizm ile Hb ve MCV arasinda giiclii bir iligki tespit
etmislerdir.

Erika ve ark (2013) calismasinda; TMRP diisiik hemoglobin, MCV ve MCH degerleriyle
iliskili bulunmustur. Ve bu polimorfizmin genel erigkin popiilasyonlarinda daha diisiik
transferrin satlirasyonu, Hb ve MCV seviyeleriile iliskili oldugunu ortaya konulmustur.
Belirtilen ¢aligmada, eritropoez ve demir homeostazinda TMRP’nin rolii olabilecegi 6ne
stiriilmiistir. Bu ¢alismaya benzer olarak;bir diger ¢alismada TMPRSS6 (RS855791)
genlerindeki yaygin DNA varyantlarinin serum demir, transferrin doygunlugu ve eritrosit
ozellikleri ile iliskisinin sadece hepsidine bagli olmadig belirtilmistir (Nai et al., 2011).

Baska bir ¢alismada; TMRP ile; Hb, MCV, MCH ve MCHC ile anlamli sekilde iliskili
bulunmustir. (Kamatani, Matsuda Okada ve ark., 2010). Baz1 popiilasyonlarda TMRP Hb
seviyesi, MCV, MCH, serum demir seviyesi ve transferrin doygunlgu gibi eritrosit ve demir
parametrelerindeki degisikliklerle iliskilendirilmistir (Finberg ve ark., 2010).

Bizim ¢alismamizdan farkli olarak bir diger ¢alismada TMRP’nin hepsidin ve serum demir
seviyeleri lizerinde onemli bir etkisi oldugunu bildirmislerdir (Gung, Ma, You ve Fu, 2014).
Gan ve ark. ,(2012) c¢alismasinda, TMRP ile plamazma ferritin, ve hemoglobin diizeylerini
onemli Olgtide iligkili bulmuslardir .

Nai ve dig. (2011), TMRP’nin in vitro olarak HAMP ekspresyonunu dogrudan modiile
ettigini ve homozigot saglikli bireylerin diisiik serum hepsidin, yiiksek serum demiri ve
yiiksek transferrin doygunluguna sahip oldugunu gostermistir.

Bir diger c¢alismanin sonuglarina gore, TMPRSS6 polimorfizmlerinin rs855791 ve
rs4820268'in demir eksikligi ve demir eksikligi anemisi igin genetik risk faktorleri oldugunu
gostermektedir (An ve ark., 2011).

Chambers ve ark. (2009), ¢alismasinda bizim ¢alismamiza benzer olarak TMRP, eritrosit
ortalama hiicre hacmi (MCV), farkli olarak; ortalama hiicre hemoglobini (MCH) ve ortalama
hiicre hemoglobin konsantrasyonunu (MCHC), hemoglobin( (Hb) ile giiclii bir sekilde iliskili
bulunmustur.Melis ve ark. (2008) c¢alismasinda hastalarin  fenotipleri ile demir

metabolizmasinda yer aldigi bilinen birka¢ insan geni arasinda baglanti bulunamamistir

(DMT1, TF, TFRC, ZIRTL, HAMP, HJV).
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Literattirde,Saglikli kisilerde, egzersizin hematolojik paramatreler iizerindeki etkisinde
TMPRSS6 polimorfizminin roliinii inceleyen bir ¢alisma bulunamadigindan tartismamiz

sinirli kalmastir.
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Sonuc ve Oneriler
Bu bulgular aerobik egzersiz antrenmanlarinin;
a) Sporcularin aerobik ve antioskidan kapasitesini arttirdigini;
b) Tt tastyict grubunun eritrosit sayisint TMRP’ye bagli olarak arttirdigina,
¢) Sporcularda demir diizeylerini disiirdiiginii ve hepsidin diizeyleri tizerinde anlamli bir
farklilik yaratmadigini gosterir.
d) Sporcul genotip gruplarininda, Tt grubunun TBARS degerleri homozigot CC
grubununkinden anlamli olarak da daha biiyiiktii (p = 0.00).
e) Kontrol genotip gruplarininda, Tt grubunun Demir, Eritrosit degerleri homozigot CC
grubununkinden anlamli olarak biiyiiktii (p < 0.05).
f) Sporcu ve kontrol genotip gruplarinin kendi aralarindaki karsilastirilmalarda gézlenen
farkliliklarda, belirtilen polimorfizminin rolii olabilir.
g) Sporcularin anemi riskine karsi diyetlerinde demir igerigi zengin olan besinleri almalar

Onerilir.
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EK 2: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ!!!
Bu c¢ahsmaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz.Bu
calismada yer almay1 kabul etmeden dnce ¢cahismanin ne amacla yapilmak

istendigini anlamamz ve kararmmizi bu bilgilendirme sonrasi o6zgiirce

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Aerobik dayaniklilik antrenmanlari, basta ayaklarin siklikla yere temasit nedeniyle
eritrositlerin yikilmasma ve terle demir kaybina neden olmaktadir. Sonug¢ olarak sporcu
anemisi dedigimiz durumlar olusabilmektedir. Futbol hakemleri de haftada en az 3 giin
acrobik egzersiz antrenmani yapmaktadirlar. Bu kisilerde aerobik egzersizin demir
metabolizmasina etkisi ve TMPRSS6 1rs855791 polimorfizminin rolii belirsizdir.Bu ¢aligmada
18-35 yas aras1 40-50 saglikli erkek futbol hakeminde aerobik egzersizin hepsidin ve

hematolojik parametreler lizerine etkisi ve belirtilen polimorfizmininin rolii aragtirilacaktir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?
18 — 35 yas aras1 saglikli 40-50 erkek futbol hakemleri ve aym yas araliginda olan 40-50

saglikli sedanter bireyler ¢alismaya kabul edilecektir

NASIL BIR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Goniilliller once tibbi muayeneleri yapilip boy, kilo ve viicut kitlesi belirlenecektir.
Aragtirmanin toplam siiresi 19 aydir. Calismaya kabul edilecek katilimcilar, herhangi bir
hastalig1 veya sakatlifi olmayan, herhangi bir ilact veya antioksidan bir maddeyi diizenli
olarak kullanmayan ve obez olmayan (viicut kitle indeksi (VKI) <30 olmas1), en az 3 aydir
diizenli olarak antrenmanlarin1 yapan 18-35 yas arasi antrene erkek futbol hakemi (Sporcu
grubu) ve benzer say1 ve 6zelliklerde diizenli olarak en az 3 aydir egzersiz yapmayan saglikli

erkeklerden (Kontrol grubu) olusturulacaktir. Bu ¢alismaya katilacak saglikli yaklagik 80-100
56



kisinin se¢imii¢in yaklasik 100 kisinin 6nce tibbi muayeneleri yapilip bazi biyokimyasal
parametrelerine bakilarak, boy, kilo ve VKI belirlenecektir. Saglikli oldugu ve kriterlerimize

uydugu belirlenen kisiler ¢alismaya dahil edilecektir.

Yapilacak Diger Fizyolojik Testler:
Katilimcilarin dayaniklilik diizeylerini belirlemek i¢in saha kosullarinda YOYO aralikli

dayaniklilik testi yapilacaktir. Bu testlerden en az 3 giin sonra katilimcilardan yemekten en az
3-4 saatlik bir yemek sonrast kol venasindan tokluk kani alinacaktir.Alinan kanlardan
arastirma amaciyla asagida belirtilen biyokimyasal parametreler bakilacaktir.

Yapilacak Testler/Laboratuvar Tetkikleri:

Kan Numunelerinin Alinmasi, Saklanmasi ve Analizleri: Goniillillerden sogutulmus,

vakumlu, mor kapaklt EDTA’l1 2 tlipe toplam 7,5 mL, digeri 9 ml jelli 2 adet jelli sar1 serum
tiipiine toplam 18 cc vendz kan ornekleri alinacaktir. Serum diiz kan 6rnekleri 20 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 2000g’de 15 dk santrifiijlenerek serumlar1 ayrilacaktir.
EDTA’lh 1.tiipteki kan ayni giin igerisinde hemogram, diger EDTA’li tiipteki kan
orneklerinden elde edilen lokositlerden izole edilen DNA numuneleri TMPRSS6 rs855791
polimorfizmi belirlemede kullanilacaktir.Serum 6rneklerinden; hepsidin, interlokin-6 (IL-6)
ve okside diisiik dansiteli lipoprotein (oksLDL) ticari kitlerle okulumuzdaki Egzersiz
Biokimyasi laboratuvarinda yapilacaktir. Ferritin,demir ve demir baglama kapasitesi,nitrik
oksit(NO), total kolesterol (TK), trigliserid (TG), yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol
(HDL-K), diistik yogunluklu lipoprotein kolesterol(LDL-K), total antioksidan statiisii (TAS),
total oksidan statiisii (TOS), tiyobarbitiirikasitle reaksiyona giren maddeler(TBARS), kan
sekeri, kreatinin, albumin, alanin aminotransferaz ve aspartat aminotransferaz enzim
aktiviteleri ve hemogram analizleri standart enzimatik-kinetik yontemlerle disaridaki bir
laboratuvara hizmet alim1 seklinde yaptirtilacaktir.

Serum ve plazma numuneleri analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-82 °C de)
saklanacaktir. Analizler 1-2 ay igerisinde ger¢eklestirilecektir.

Hemogram:EDTA’11 tiipteki kandan hemogram analizi, ayni giin 3-4 saat icerisinde kan sayim
cihaz ile (disaridaki bir 6zel laboratuardan hizmet alimi seklinde) yaptirtilacaktir. Hemogram
Ol¢limii; eritrosit, 16kosit, hematokrit, hemoglobin, trombosit ve ortalama eritrosit hacimlerini
ihtiva edecektir.

Serum orneklerinden: TK,TG,HDL-K, LDL-K, AST,ALT, kan sekeri, kreatinin, albumin, ve
hemogram oksLDL diizeylerienzim baglantili immiino sorbent analiz (ELISA)

yontemiyle,NO, TAS ve TOS diizeyleri kitler kullanilarak, TBARS diizeyi manuel yontemle;
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Fakiiltemiz biinyesindeki Egzersiz Biyokimyasi Laboratuvarinda laboratuvar sorumlusu,
Dog.Dr. Faruk Turgay nezaretinde gergeklestirilecektir.

Total Antioksidan Statiisii (TAS)’niin Belirlenmesi:Serum TAS diizeyleri, bir ticari kit
kullanilarak kromojenik metotla spektrofotometrik olarak bir mikrotabak okuyucuda (Dialab
EL X800G, AUSTRIA)bir ay icerisinde gerceklestirilecektir. Bu metotda; serumdaki
antioksidan molekiiller kullanilan kromojen madde ile yeni bir renk meydana getirir. Olusan
bu renkli bilesigin absorbansi serumdaki antioksidan miktar1 ile orantilidir. Sonuglar; mmol/L
olarak verilecektir.

Total Oksidan Statiisii (TOS)’niin Belirlenmesi:Serum TOS diizeyleri bir ticari kit
kullanilarak kromojenik metodla spektrofotometrik olarak bir mikrotabak okuyucuda (Dialab
EL X800G, AUSTRIA) bir ay igerisinde gerceklestirilecektir. Bu metotda; serumdaki oksidan
molekiiller kullanilan kromojen madde ile yeni bir renk meydana getirir. Olusan bu renkli
bilesigin absorbansi serumdaki oksidan miktar ile orantilidir. Sonuglar; H,O, esdegeri olarak
verilecektir. Serum TOS miktarinin TAS’a yiizde olarak oran1 (TAS/TOS), oksidatif stres
indeksi (OSI) olarak kabul edilmektedir.

TBARS Olgiimii:Lipid peroksidasyonunun géstergesi olarak kullanilan plazma TBARS
Olciimii Erwin ve ark.’nin kullandig1 yontemle gergeklestirilecektir. Teknik; tiobarbiitirik asid
(TBA), asidik bir tampon i¢inde plazma 6rnegi ile 1sitildiginda 6rnekteki TBA ile reaksiyon
verenmaddeler pembe renkli bir kompleks olustururlar. Olusan rengin siddeti Ornekteki
TBARS konsantrasyonu ile iligkilidir.Olugan rengin absorbans1 532 nm de 6l¢iiliir. Standart
ile kiyaslanarak Ornekteki TBARS konsantrasyonlari belirlenecektir. TBARS 6lc¢timleri
EDTA’l1 plazma orneklerinden gergeklestirilecektir. (Bu analiz laboratuvarimizda 6nceden
kalan mevcut imkanlar kullanilarak ticretsiz olarak gerceklestirilecektir).

Serum NO 6l¢iimii: NO analizleri serum numunelerinden bir ticari kitle spektrofotometrik
olarak gerceklestirilecektir.

TMPRSS6 rs855791 polimorfizminin belirlenmesi: Hemogram tiiplerine alinan EDTA’l
kandan tuzla ¢oktiirme yontemi ile DNA izolasyonlar: yapilacak. Izole edilen DNA
spektrofotometrik olarak kalite degerlendirilmesi yapildiktan sonra her 6rnek i¢in 50ng olacak
sekilde polimeraz zincir reaksiyonuna alinacaktir. PCR i¢in 6zgiil primerler ile ¢ogaltilan gen
bolgeleri polimorfizme uygun restriksyon enzim kesimine tabi tutulacak ve reaksiyon sonrasi
Agoroz jel elektroforezi ile degerlendirilerek orneklerin polimorfizm agisindan homozigot
veya heterozigot oldugu saptanacaktir. Daha sonra bu verilere gore polimorfizim agisindan

risk analizi degerlendirmesi yapilacaktir. Bu polimorfizimler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
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Tibbi Genetik Anabilim dali laboratuvarinda Laboratuvar yetkililerinin nezaretinde

gerceklestirilecektir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma kapsamindaki 6l¢iim ve testlere dinlenmis olarak gelmek, en az 3 saat 6nce yemek
yemis olmak, son ii¢ giin fast food tarzi besinlerle, alkol, sigara, antioksidan madde ya da
diger ilaglardan kesinlikle kullanmamak sizin sorumlulugunuzdur. Bu kosullara uymadiginiz

durumlarda arastirici sizi uygulama dis1 birakabilme yetkisine sahiptir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?
Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayist 80-100 kisi’dir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu aragtirmada yer almaniz i¢in 6ngoriilen siire yaklasik 4-6 saat’tir.

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Arastirmalarimiza gore diizenli aerobik egzersizin hepsidin ve hematolojik parametereler
tizerine etkisi ve TMPRSS6 rs855791 polimorfizminin roliine iligkin literatiirde bir calismaya
rastlanmamistir. Literatiirde bu konuya iligkin ilk ¢calisma olacaktir.

Futbol hakemlerinde aerobik egzersizin; hepsidin diizeyleri {izerine etkisi ve bu etkide
TMPRSS6 rs855791 polimorfizminin rolii hakkinda literatiire katki saglayacaktir.

Belirtilen polimorfizmin bazal hematolojik parametrelerin diizeyleri iizerindeki etkileri

hakkinda bilgi verecektir

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI RISKLER NEDIR?
Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda nadiren bayilma, kan alinan yerlerde agr1 ve/veya

morarma sayilabilir. Olasi bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU
BILINEN ILACLAR/BESINLER NELERDIR?
Calisma siiresince fast food tarzi besinlerle, alkol, sigara, antioksidan madde ya da diger

ilaglar kesinlikle kullanilmamalidir.
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HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

1. Arastirma kapsaminda yapilacak ¢alismalarin tamamina katilamiyor olmak

2. Test ve ol¢iimler i¢in gerekli protokollere uyum saglayamamak

3. Olgiimler sirasinda hastalanmak veya sakatlanmak

4. Alinan kan orneklerinden yapilan biyokimyasal analizlerin sonuglarinin belirlenen
araliklarin disinda ¢ikmasi

HERHANGI BIR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK
KIMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?
Aragtirmaya bagli bir zarar s6z konusu oldugunda ortaya c¢ikan masraflar arastiricilar

tarafindan karsilanacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN KiMi ARAMALIYIM?
Uygulama siiresi boyunca, zorunlu olarak arastirma dis1 ilag almak durumunda kaldiginizda
Sorumlu Arastirictyr dnceden bilgilendirmek igin, aragtirma hakkinda ek bilgiler almak igin
ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz igin
icin (+90) 5324670712 no.lu telefondan Uzm. Dr. Onur Oral ve (+90) 5385260425 no.lu
telefondan da Dog. Dr. Faruk TURGAY ’a bagvurabilirsiniz.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflar size veya gilivencesi
altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢gbir kurum veya kurulusa ddetilmeyecektir. Giderler
arastiricilar  tarafindan ve daha Once gerceklestirilmis arastirma projelerinden kalan

malzemelerden saglanacaktir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?

Ege Universitesi BAP’a basvurulacaktir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK
MIDIR?

Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN
AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?
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Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghidir. Arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya
vazgecme durumunda bile sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir. Arastirici, uygulanan
tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, calisma programini aksatmaniz veya
tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle isteginiz disinda ancak bilginiz dahilinde sizi
arastirmadan ¢ikarabilir. Bu durumda da sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir.

Aragtirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir; calismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici
tarafindan cikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla

kullanilabilecektir.

KATILMAMA ILISKIN BILGILER KONUSUNDA GIiZLILIK SAGLANABILECEK
MIDIR?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik
bilgileriniz verilmeyecektir, ancak aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve
resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait

tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Caligmaya Katilma Onayt:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan Once goniilliiye verilmesi gereken bilgileri
gosteren 4 sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
arastirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem icin bana
yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda,bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki veriyor ve s6z konusu
arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski1 olmaksizin biiyiik bir
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi

haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.
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GONULLUNUN 1.1.1. IMZASI
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Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin | 1.1.2. IMZASI
1.1.2.1. ADI &
SOYADI
ADRESI
TEL. &
FAKS
TARIH
ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR .
1.1.3. IMZASI
ARASTIRMACININ
1.1.3.1. ADI &
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SOYADI
1.1.3.2. TARIH
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GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

1.1.4. IMZASI

1.141. ADI &

SOYADI

Cansu Kahraman

1.1.4.2. GOREVI

1.1.4.3. TARIH

1.1.5.
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Tesekkiir
Tez ¢alismamin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitilmesinde ve olusumunda ilgi ve
destegini gosteren, yiice bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, yonlendirme ve

bilgilendirmeleriyle calismami bilimsel temeller 1s18inda insa etmeme yardimei olan ¢ok

degerli ve sayin hocam Dog. Dr. Faruk TURGAY a

Laboratuvar 6l¢iimlerinde, verilerin toplanmasinda ve analizlerimde yardimlar1 olan

Doktora dgrencisi Oya YIGITTURK e,
Calismama katilan katilimcilara,

Calismam boyunca manevi desteklerini benden esirgemeyen ve her zaman yanimda
olan, ¢ok degerli ve biricik Annem Cemile KAHRAMAN, Babam Recep KAHRAMAN,
Yegenim Emir KAHRAMAN’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

[zmir, 2019 Cansu KAHRAMAN
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