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Onsoz
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Ozet

Diizenli aerobik egzersizin kan nitrik oksit ve endotel nitrik oksit sentaz protein diizeyi
tizerine etkisi ve endotel nitrik oksit sentaz intron 4a/b polimorfizminin roliiniin
incelenmesi

Amag: Nitrik oksit (NO), endotelyal nitrik oksit sentaz protein (eNOS) diizeyi ve
eNOS intron 4a/b polimorfizmi koroner kalp hastaligi risk faktorleridir. Aerobik
antrenmanin NO ve eNOS {izerindeki muhtemel etkisinde eNOS intron 4a/b
polimorfizmin rolii belirsizdir. Bu ¢alismanin amaci; diizenli aerobik antrenmanin kan
NO, endotelyal nitrik oksit sentaz protein (eNOS) diizeyi tizerine etkisi ve eNOS intron
4a/b polimorfizminin roliiniin arastirilmasidir.

Metot ve Yontem: Sporcu grubu (SG) olarak, 46 antrene erkek futbol hakemi (SG)
(vas: 23,3+£2,84) ve kontrol grubu (KG) olarak, 43 sedanter (yas: 23,2+3,28)’den
alinan tokluk ven6z kan 6rneklerinden serum NO, eNOS ve oksideLDL (OksLDL)
diizeyleri ELISA yontemiyle, total antioksidan/oksidan statiisii (TAS/TOS),
tiyobarbitiirik  asit ile reaksiyona giren maddeler (TBARS) diizeyleri
spektrofotometrik olarak belirlendi. Periferik kandan aliman genomik DNA
orneklerinden eNOS intron 4a/b polimorfizmi PCR-RFLP ve VNTR yontemiyle
belirlendi. Serum lipid ve lipoprotein diizeyleri ve aspartat aminotransferaz (AST) ve
alanin amino transferaz (ALT) enzim aktiviteleri standart enzimatik-kinetik
yontemlerle bir otoanalizorde saptandi.

Bulgular: Polimorfizm diistiniilmediginde; SG ve KG arasinda NO, eNOS, TOS,
TBARS, total kolestrol (TK), trigliserid (TG), yiiksek ve diisiik yogunluklu lipoprotein
kolestrol (HDL-K ve LDL-K) diizeyleri i¢in anlamli bir farklilik bulunmadi. Ancak
SG’nin Oksidatif Stres Indeksi (OSI; TOS/TAS oran1) ve OksLDL diizeyi
KG’ninkilerden anlamli olarak daha kii¢iik (p=0,011); TAS diizeyi ise daha biiytliktii
(p=0,000). Sporcu ve kontrol genotip gruplari; a tastyict grubu (aT; aT=aa+ab) ve bb
homozigot grubu arasinda NO ve eNOS i¢in anlamli bir fark saptanmadi ve bu
parametreler {lizerinde polimorfizmin herhangi bir rolii gézlenmedi. Ancak kontrol
grubunda, aT genotip grubunun eNOS degeri bb grubundan daha biiyiik bulundu.
Ayrica, yine kontrol grubunda bb genotip grubunun NO (%26) AST (86%) ve ALT
(23%) degerleri aT tasiyict grubununkilerden daha biiyiiktii (p>0.05). Sporcu
grubunda ise; homozigot bb grubunun NO (%29) degerleri aT grubundan daha biiyiik
bulundu (p>0.05). Buna ek olarak, sporcu grubunda aT grubunun TBARS (% 18), TOS
(% 16) ve AST (% 18) degerleri homozigot bb grubununkilerden daha biiytiktii.



Sonuclar: Bu bulgular aerobik egzersizin; antioksidan kapasiteyi arttirdigini ve
OksLDL diizeyini diistirdiigiinii, kan NO ve eNOS diizeyleri iizerinde anlaml1 bir etkisi
bulunmadigini ve eNOS intron 4a/b polimorfizminin bu sonuglar iizerinde anlamli bir
rolii olmadigin1 gosterir. Kontrol genotip gruplar1 arasinda serum eNOS ve NO
degerleri arasindaki farkliliklarda belirtilen polimorfizmin rolii olabilir. Aerobik
egersizin kan lipid ve lipoprotein diizeyleri {lizerinde anlamli bir etkisi olmadigi

sOylenebilir.

Anahtar kelimeler: Aerobik egzersiz; endotelyal nikrik oksit intron 4a/b

polimorfizmi; futbol hakemi; nitrik oksit; oksidatif stres



Abstract

The effects of regular aerobic exercise on blood nitric oxide and endothelial nitric
oxide synthase protein levels and the role of endothelial nitric oxide synthase intron
4a/b polymorphism

Introduction: Nitric oxide (NO), endothelial nitric oxide synthase protein (eNOS)
levels and eNOS intron 4a / b polymorphism are risk factors for coronary artery
diseases. Effects of aerobic exercise on NO and eNOS and the role of eNOS intron
4a/b polymorphism is unclear. The aim of this study is to investigate the effect of
regular aerobic exercise on blood NO, endothelial nitric oxide synthase protein (eNOS)
level and the role of eNOS intron 4a / b polymorphism.

Methods: 46 well trained male soccer refree as athletic group (AG; 23,3+2,84 age)
and 43 sedantery male as control group (CG; 23,2+3,28 age) participated in this study.
Post prandial blood examples is used to determine NO, eNOS and oxidized LDL
(OxLDL) levels measured by ELISA and total antioxidant / oxidant status (TAS/ TOS
), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels determined by
spectrophotometrically. eNOS intron 4a / b polymorphism was determined by PCR-
RFLP and VNTR method from genomic DNA samples taken from peripheral blood.
Serum lipid and lipoprotein levels and aspartate aminotransferase (AST) and alanine
amino transferase (ALT) enzyme activities were determined by standard enzymatic-
kinetic methods in an autoanalyzer.

Results: When polymorphism is not considered; no significant difference is found
between AG and CG for NO, eNOS, TOS, TBARS, total cholesterol (TC), triglyceride
(TG), high and low density lipoprotein cholesterol (HDL-C and LDL-C) levels.
However, the OXLDL and oksidative stress index (OSI; TOS/TAS ration ) levels of
the athletes group are significantly lower than the control group (p = 0.011) whereas
TAS level is greater (p = 0,000).

When athletic and control genotype groups considered; there was no difference for NO
and eNOS between the carrier group (Ac = aa+ab,) and the b homozygous group (bb),
and the role of polymorphism is not found on the results. In control genotype group,
the eNOS value of the aT genotype group was found to be greater than the bb group.
In addition, NO (26%), AST (86%) and ALT (23%) values of the bb genotype group
in the control group were greater than the aT carrier group (p>0.05). In athletic group,
NO (29%) values of the homozygote bb group were higher than the aT group. In



addition, TBARS (18%), TOS (16%) and AST (18%) values of the aT group in the
athletic group were greater than the homozygote bb group.

Conclusions: These findings suggest that regular aerobic exercise increased
antioxidant capacity and decreased the level of OksLDL, however, this exercise does
not have a significant effect on blood NO and eNOS levels, but also shows that eNOS
intron 4a / b polymorphism has no significant role on these results. The differences
between serum eNOS and NO values in control genotype groups may have been due
to the mentioned polymorphism. In addition, it maybe said that the aerobic training
has no significant effect on blood lipid and lipoprotein levels.

Keywords: Aerobic exercise; endothelial nitric oxide intron 4a/b polymorphism; nitric

oxide; oxidative stress; soccer refree



Icindekiler

Tablo Listesi

Sekil Listesi

Kisaltmalar

1. Giris

1.1 Arastirmanin Konusu

1.2 Arastirmanin Problemi

1.3 Arastirmanin Sorusu

1.4 Arastirmanin Hipotezleri

1.5 Aragtirmanin Varsayimlari

1.6 Arastirmanin Sinirliliklart

1.7 Arastirmanin Tanimlari

1.8 Arastirmanin Amaci

2. Genel Bilgiler

2.1 Nitrik Oksit (NO)’ in Yapisi, Sentezi ve Fonksiyonu
2.2. NO Polimorfizmi

2.3. Nitrik Oksit (NO) ve Egzersiz ile Iliskisi
2.4 Aerobik Egzersiz

2.5 Oksidatif Stres

2.5.1 Serbest Radikaller

2.5.2 Antioksidanlar

3. Gerec¢ ve Yontem

3.1 Aragtirmanin Tipi

3.2 Arag ve Geregler

3.2.1 Biyokimya Analizlerinde Kullanilan Cihazlar

3.2.2 Biyokimya Analizlerinde Kullanilan Kitler ve Maddeler

3.3 Yontem

3.3.1 Orneklemin Segimi

3.3.2 Yapilan Testler

3.3.2.1 Fiziksel Ol¢iim Yontemleri
3.3.2.2 Fizyolojik Olgiimler

3.3.3 Kan Numunelerinin Alinmasi, Saklanmas1 ve Analizleri

3.3.3.1 Hemogram Analizi

VI
Vil
\il

© 00 N N o o o o AW W w W w N

R el o T o o o o T = = N =
W W W W W N NN R R R



3.3.3.2 Serum Nitrik Oksit (NO) ve eNOS Analizi

3.3.3.3 Endotel Nitrik Oksit Sentaz Intron 4a/b Polimorfizm Analizi

3.3.4 Biyokimyasal Analizler

3.3.4.1 Total Antioksidan Statiilerinin (TAS) Belirlenmesi

3.3.4.2 Total Oksidan Statiilerinin (TOS) Belirlenmesi

3.3.4.3 Tiyobarbiitirik Asit ile Reaksiyona Giren Maddeler(TBARS) Ol¢iimii
3.3.5 Verilerin Istatiksel Analizi

4. Bulgular

4.1 eNOS intron 4a/b Polimorfizm Genotiplemesinin Olusturulmasina iliskin
Bulgular

4.2 eNOS intron 4a/b Genotiplemesine Gore Sporcu Ve Sedanter Genotip
Gruplarin Tiim Parametrelerinin Karsilastirilmasina Iliskin Bulgular

43. Katihmcilarin Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri
Arasindaki Korelasyon Analiz Sonuglari

44. Sporcu Grubunun Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri
Arasindaki Korelasyon Analiz Sonuglari

4.5 Kontrol Grubun Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri
Arasindaki Korelasyon Analiz Sonuglari

5. Tartisma

6. Sonuc ve Oneriler

7. Kaynaklar

Ekler

EK 1: Etik Kurul Onay1

EK 2: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Tesekkiir

Ozgecmis

14
14
15
15
15
15
16
17
19

21

24

26

28

31
32

\



Tablo Listesi

Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo 15

Katilimcilarin fiziksel ve fizyolojik parametreleri

Sporcu ve kontrol grubunun NO, eNOS, oksLDL, TAS, TOS
ve TBARS degerleri ve karsilagtirilmasi

Egzersiz ve kontrol gruplariin KKH klasik risk faktorleri ve
karsilastir karsilagtirilmasi

Kontrol ve Sporcu Grubunun hemogram ve biyokimyasal
degerleri ve karsilastirilmasi

eNOS Intron 4a/b Polimorfizmlerinin Genotip ve Allelik
Frekanslari

Total (T) Genotip Gruplarina Ait Fiziksel ve Fizyolojik
Olgiimler

Total Genotip Gruplarina ait, NO, eNOS, OksLDL, TAS, TOS
ve TBARS Degerleri ve Karsilastirilmasi

Total Genotip Gruplarina ait KKH Klasik Risk Faktorleri
Degerleri ve Karsilagtirilmasi

Total Genotip Gruplarina ait Hematolojik ve Biyokimyasal
Parametreler ve Karsilastirilmasi

eNOS Intron 4VNTR Genotiplemesine gore Sporcu ve
Sedanter Genotip Gruplarina ait Fiziksel Ve Fizyolojik
Olgiimler, Biyokimyasal ve Hematolojik Parametreler ile
Karsilastirilmasi

eNOS Intron 4VNTR Genotiplemesine Gére Sporcu Ve
Sedanter Genotip Gruplarina ait NO, eNOS, oksLDL, TBARS
ve KKH Klasik Risk Faktorleri Degerleri ve Karsilastirilmasi
Katilmeilarin ~ Fiziksel ve Fizyolojik Parametreleri ile
Biyokimyasal Parametreleri Arasindaki Korelasyon Analizi
Katilimcilarin -~ Biyokimyasal — Parametreleri  Arasindaki
Korelasyon Analizi

Sporcularin  Fiziksel,  Fizyolojik ve  Biyokimyasal
Parametreleri Arasindaki Korelasyon Analizi

Kontrol Grubun Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal

Parametreleri Arasindaki Onemli Korelasyonlar

17
17

18

18

19

20

20

20

21

22

23

24

25

26

27

Vil



Sekil Listesi

Sekil 1. Nitrik Oksitin Biyosentezi 6
Sekil 2. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri 9
Sekil 3. Enzimatik Olan/Olmayan Antioksidanlar 10

Vil



Kisaltmalar
ALT
AST
BH4
BKNO
Ca
CaM
DNA
eNOS
eNOSP
H20:2
HCT
HDL-K
HGB
INOS
KAT
KG
KKH
KLLP
KVH
LDL-K
MCV
MRNA
NADH
NADPH
nNOS
NO
NOS
02

02"
OH’
OksLDL
OS

Alanin Amino Transferaz

Aspartat Amino Transferaz
Tetrahidrobiopterin

Bazal Kan Nitrik Oksit

Kalsiyum

O2 kalmodulin

Deoksiribo Niikleik Asit

Endotel Nitrik Oksit

Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz intron 4a/b Polimorfizmi
Hidrojen Peroksit

Hematokrit

Yiiksek Dansiteli Lipoprotein Kolestrol
Hemoglobin

Indiiklenebilien Nitrik Oksit Sentaz
Katalaz

Kontrol Grubu

Kronik Kalp Hastaliklari

Kan Lipid ve Lipoproteinleri

Kalp ve Damar Hastaliklar1

Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolestrol
Ortalama Eritrosit Hacmi

Mesajci Riboniikleik Asit
Nikotinamid Adenindiniikleotid
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
Noronal Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz

Oksijen

Stiperoksit Radikali

Hidroksil Radikali

Okside Diisiik Dansiteli Lipoprotein
Oksidatif Stres



OSi
PCR
RBC
RNT
ROT
SG
SOD
TAS
TBA
TBARS
TG
TK
TOS
VKi

Oksidatif Stres Indeksi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Eritrosit

Reaktif Nitrojen Tiirleri
Reaktif Oksijen Ttirleri
Sporcu Grubu

Stiperoksid Dismutaz

Total Antioksidan Statii
Tiyobarbitiirik Asit
Tiyobarbitiirik Asit ile Reaksiyona Giren Maddeler
Trigliserid

Total Kolestrol

Total Oksidan Statii

Viicut Kiitle Indeksi



Giris

1.1 Arastirmanin Konusu

Nitrik oksit (NO), hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda diizenleyici islev goren kiigiik,
reaktif bir serbest radikal molekiildiir. Yar1 dmrii, 2-5 saniyedir (Knowles ve Moncada,
1994). NO' nun depolanma 6zelligi yoktur, isteme yanit olarak sentezlenir (Erbas,
2002). NO, vaskiiler dilatér tonusun, lokal hiicre biiylimesinin diizenlenmesi,
damarlarin yeniden yapilanmasi, trombosit ve kanin diger hiicrelerinin olusturdugu
hasarlardan korunmasi gibi vaskiiler homeostazin siirdiiriilmesinde O6nemli etkisi
vardir (Stamler ve Meissner, 2001). Bu etkiler NO'nun ateroskleroz gelisiminin
onlenmesindeki roliinii gosterir (Atalik ve Dogan, 1997). Ayrica NO’nun bu etkileri
egzersiz antrenmanlarinin adaptasyonlart siirecinde de 6nemli rol oynar. NOS’ un
genetik olarak farkl {i¢ izoformu tespit edilmistir. Bunlar; vaskiiler tonusu ayarlayan
endoteliyal izoform (eNOS), sinaptik sekillenme ve norotransmisyonu diizenleyen bir
ndronal izoform (nNOS), immiin/inflamatuar olaylarda rol alan uyarilabilir form
(INOS)’dur (Cekmen, Turgut, Tiirkdz, Aygiin, ve Goziikara, 2001). Diizenli aerobik
egzersizin, eNOS gen ekspresyonunu artirarak NO iiretimini ve onun biyo yararliligini
arttirdify diisiiniilmektedir (Higashi ve Yoshizumi, 2004a). iskelet kasinin hem hizli
kasilan, hem de yavas kasilan kas fibrillerinin her iki NOS proteinini (eNOS ve
nNOS)’de sentezledigi saptanmustir. Hizli kasilan glikolitik kaslarda nNOS, oksidatif
kaslarda ise eNOS’un sentezini daha ¢ok indiikler. eNOS’un intron 4°te ardisik tekrarh
DNA dizilerinin (VNTR) kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarla baglantili oldugu ve
eNOS intron 4a/b polimorfizmi (eNOSP) kanseri de iceren farkli patolojilerle
(Forstermann ve Sessa, 2012; Reid, 2001; Senti et al., 2000; Superko, 1991) iliskili
oldugu bildirilmistir (Casas, Cavalleri, Bautista, Smeeth, Humphries ve Aroon, 2006;
Turgay, 1997).

Aerobik kapasite ile bazal kan NO diizeyleri arasinda iliskiler bulunmus (Turgay F.,
2004) ve aerobik egzersizlerin, bazal kan NO diizeyleri {izerindeki olumlu etkileri
tespit edilmistir(Britten, Zeiher ve Schichinger, 1999). Aerobik egzersizin ayrica kalp
ve damar hastalik (KVH) prognozunu iyilestirdigi bilinmektedir(Pedersen ve Saltin,
2006). Diizenli aerobik egzersiz, NO sentezini iyilestirmek i¢in koklii bir uyaricidir ve
bu nedenle, kardiyorespiratuvar uygunlugu arttirmak ve KVH'l1 hastalarda endotel
fonksiyonunu iyilestirmek igin Onemli bir "farmakolojik olmayan" stratejidir

(Martens, Kirkman ve Edwards, 2016).



Ancak aerobik egzersiz sirasinda metabolik hizda meydana gelen artis sonucunda
iskelet kasinda, kalpte ve diger dokularda oksijen tiikketimi belirgin olarak artar. Tim
viicutta egzersiz sirasinda oksijen tiiketim hizinin 10-15 kat artabilecegi, aktif kaslarda
artan kan akimi nedeniyle bu artisin 100 kat olabilecegi bildirilmistir (Sen, 1995).
Oksijen tiiketiminin artmasi ile reaktif oksijen tiirlerinin (serbest radikallerin)
tiretimini artar (Toda, Tanabe ve Nakanishi, 2011) ve bu oksidatif strese (OS) yol acar
(Finaud, Lac ve Filaire, 2006a; Williams, Strobel, Lexis ve Coombes, 2006) Artan
serbest oksijen radikalleri, lipid, protein ve DNA oksidasyonu ile enzim inaktivasyonu
ve hiicre hasarina yol acar (Finaud, Lac ve Filaire, 2006). Oksidatif stres NO nun
biyoyararliligini azaltabilir. Azalan NO patolojik sonuglara sebep olabilir (Gotoet al.,
2003).

1.2 Arastirmamn Problemi

eNOS aerobik egzersizle indiiklenen 6nemli bir enzim olup kan nitrik oksit seviyesine
onemli katkida bulunur. NO, vazodilator, antioksidan, antiaterosklerotik ve metabolik
regiilator 6zelliklere sahip bir gazdir. Bu nedenle NO’nun hem sportif performans hem
de ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) {izerinde onemli bir etkisi oldugu
belirtilmektedir. Endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) intronda/b polimorfizminin kan
NO diizeyleri ve aerobik performansla iliskili olabilecegi belirtilmektedir. Boyle bir
etki varsa farkli fenotipte kisilerin varligina isaret eder. Bunun da hem spor hem de
saglik agisindan 6nemli sonuglar1 olabilir. Bunlart bilip ona gore dnlem almak ve
antrenman planlar1 hazirlamak olmasi gereken bilimsel bir yaklagimdir. Bildigimiz
kadariyla futbol hakemlerinde diizenli aerobik egzersizin kan nitrik oksit ve eNOS
protein diizeyleri iizerine etkisinde eNOS intron 4a/b polimorfizminin roliine iliskin
literatiirde bir calismaya rastlanmadi. Bu ¢alisma sonuclar1 literatiirde bu konuya
iligkin ilk ¢alisma olacaktir. Diizenli egzersizin; kan nitrik oksit diizeyleri, eNOS
proteini, yani sira koroner kalp hastaligi (KKH) klasik risk faktorleri olarak kabiil
edilen kan lipid ve lipoprotein (KLLP) diizeyleri ve oksidatif stres diizeyi tizerine etkisi
ve endotel nitrik oksit sentaz intron 4a/b polimorfizminin (eNOSP) rolii hakkinda da
literatiire katki saglayacaktir. Futbol hakemlik mesleginin siirdiiriilebilmesi i¢in bu
egzersiz yapilmalidir. Ancak bu antrenmanlarin saglik acisindan futbol hakemlerine
nasil bir etkide bulundugu bilinmemektedir. Diinyada binlerce hakem oldugu
diisiiniiliirse bu ¢alisma sayesinde futbol hakemlerinin bu konularda bilgi edinmeleri

de saglanmis olacaktir.



1.3 Arastirmanin Sorusu

1. Diizenli aerobik egzersizin futbol hakmelerinde kan NO ve eNOS proteindiizeyleri
tizerine etkisi var midir?

2. Aerobik egzersiz antrenmaninin bu olas1 etkilerinde eNOS intron 4a/b

polimorfizminin roli var midir?

1.4 Arastirmanmin Hipotezleri

1. Saglikli erkek futbol hakemlerinde diizenli aerobik egzersiz kan nitrik oksit ve eNOS
protein diizeyini arttirir.

2. Egzersizin bu etkisinde eNOS intron 4 a/b polimorfizminin rolii vardir.

3. Bu polimorfizmin, bazal nitrik oksit diizeyleri ve kan lipid lipoprotein diizeyleri
tizerinde etkisi vardir.

4. Diizenli aerobik egzersizin oksidatif stres diizeyleri tizerindeki etkisinde belirtilen

polimorfizmin rolii vardir.

1.1.5. Arastirmanin Varsayimlari

1. Katilimcilarin verdikleri beyana gore antioksidan savunma sistemini destekleyecek
ilag, vitamin vb. maddeler almadiklar1 varsayilmistir.

2. Katilimcilara 6nceden verilen bilgilere uyduklari varsayilarak, biyokimyasal
analizlere 3-4 saatlik bir aglik sonrasi katildiklar1 varsayilmistir.

3.Uyarilarimiz geregi en az bir hafta dncesinden diyetlerini fazla degistirmedikleri
varsayilmistir.

4. Uyarilarimiz dogrultusunds, kan alim1 ve testelerinden en az 2-3 giin 6ncesinden

itibaren antrenmanlara aravermis olduklar1 varsayilmistir.

1.1.6. Arastirmamin Simirhliklar

Daha fazla sayida kisiler ile yapilamamasi aragtirmay1 sinirlt kilmistir.

1.1.7. Arastirmanin Tanimlari

NO: Hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda diizenleyici islev goren kiigiik, reaktif bir
serbest radikal molekiiliidiir.

eNOS: Nitrik oksit sentazin bir izoformudur ve entoteliyalda bulunur. Vaskiiler tonusu
ayarlar.

Intron 4a/b polimorfizmi: Intronda 4 defa ve 5 defa ardisik tekrarli DNA dizileri



1.1.8. Arastirmanin Amaci

Cesitli toplumlarda endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi (eNOS) intron 4a/b
polimorfizminin plazma NO konsantrasyonu ve klasik KKH ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Ekmekgi et al., 2013). Aerobik egzersizin kan NO diizeylerini arttirdigi
bilinmektedir (Reid, 2001). Ancak aerobik egzersizin kan nitrik oksit diizeyleri iizerine
etkisinde endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) protein diizeyi iizerine etkisi ve
endotel nitrik oksit sentaz intron 4 a/b polimorfizminin (eNOSP) roliine iliskin
literatiirde bir ¢calismaya rastlanilamamistir. Bu nedenlerle bu ¢alismanin temel amact;
Diizenli aerobik egzersiz yapan futbol hakemlerinde aerobik egzersiz
antrenmanlarinin kan nitrik oksit ve endotel nitrik oksit sentaz protein diizeyi lizerine
etkisi ve endotel nitrik oksit sentaz intron 4a/b polimofizminin roliiniin incelenmesidir.
Ikincil amaci belirtilen egzersizin oksidatif stres ve kan lipid ve lipoproteinleri (KLLP)

tizerine etkisi ve bu etkilerde belirtilen polimorfizmin roliiniin arastirilmasidir.



Genel Bilgiler

2.1 Nitrik Oksit (NO)’in Yapisi, Sentezi ve Fonksiyonu

NO, hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda diizenleyici islev goren kiiciik, reaktif bir
serbest radikal molekiildiir. Yar1 6mrii, 2-5 saniyedir (Knowles ve Moncada, 1994).
NO'nun depolanma 6zelligi yoktur, isteme yanit olarak sentezlenir. Birbirinden
bagimsiz iki monooksijenizasyon reaksiyonu ile oksijen varliginda bir aminoasit olan
L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracilig1 ile NO ve L-sitrulin olusur
(Erbas, 2002). Nitrik oksitin, vaskiiler dilatdr tonusun, lokal hiicre biiylimesinin
diizenlenmesi, damarlarin trombosit ve kanin diger hiicrelerinin olusturdugu
hasarlardan korunmas1 gibi hem hiicre i¢i hemde hiicre dis1 diizenleyici islevi vardir
(Stamler ve Meissner, 2001). Ozellikle dolasim sistemi agisindan NO’nunvazodilator
etki gosterdigi, bolgesel kan akimini ve sistemik kan basincini diizenledigi (Toda,
Tanabe ve Nakanishi), endotele yonelik olarak da fibroblastlarda ve kiiltiirii yapilan
diiz kas hiicrelerinde mitozu inhibe ettigi bulunmustur. Bu antiproliferatif etki NO' nun
ateroskleroz gelisimini dnleyici etkisine katkida bulunabilir (Atalik, 1997). NOS’un
genetik olarak farkl li¢ izoformu tespit edilmistir. Bunlar; vaskiiler tonusu ayarlayan
endotel izoform (eNOS), sinaptik sekillenme ve nérotransmisyonu diizenleyen bir
noronal izoform (nNOS) ve immiin/inflamatuar olaylarda rol alan indiiklenebilirform
olan (iNOS) dur (Cekmen, Turgut, Tiirk6z, Aygiin, & Goziikara, 2001).

Iskelet kasinin hem hizli kasilan, hemde yavas kasilan kas fibrillerinin her iki NOS
proteinini de sentezledigi saptanmustir. Hizli kasilan—glikolitik kaslarda nNOS,
oksidatif kaslarda ise eNOS seviyeleri 6nemlidir.

NO olusumu igin O2, kalmodulin (CaM) ve tetrahidrobiopterin (BHa) igeren diger
kofaktorlere ihtiyag duyulmaktadir. Oksijenle reaksiyonda, Nw-hidroksi-L-arginin,
ilk L-sitrulin’den 6nce olusturulmus ve NO {iretilmektedir (Stuehr et al., 1991). Genel
olarak nitritten NO olusumu agirlikli olarak dokularda meydana gelmektedir. Ksantin
oksidaz ve aldehit oksidaz nitrit indirgenmesinde kritik rol oynamaktadir ve bu siire¢
pH, oksijen stresi, nitrit ve indirgeyici substrat konsantrasyonu tarafindan
diizenlenmektedir (Li, Cui, Kundu, Alzawahra ve Zweier, 2008). NO direk 6l¢iimii zor
olan oldukc¢a reaktif bir molekiildiir. NO’nun nétral yiikii ve yiiksek diffiizyon
kapasitesi NO biyo aktivitesindeki karakteristik 6zellikleridir. Reaktif oksijen tiirleri
NO yikiliminin ana belirte¢leridir (Kelm, 1999).



NH2 HD\ NHE p
HoN=( ~ NADPH + O, N={ L~ 12NADPH + 02 HN—
Y |“/ NH [ NH

{ = NADP* + Hs0 ¢ "= 1/2 NADP* + H0 {\ + NO
) X . " /o
{_.NH, NHs NH3

o o o

R NOHLA L-itrulline

Sekil 1. Nitrik oksitin biyosentezi (Knowles ve Moncada, 1994b)

2.2 NO Polimorfizmleri

Polimorfizm, biyolojide tek bir tiiriin tiyeleri arasinda birkag farkli form veya birey
tiirlinlin olusumuyla sonuglanir. Bir toplumdaki bireyleri iki veya daha fazla keskin
bicimde ayr1 formlara boler. Bunun en belirgin 6rnegi, insanlardaki farkli kan tiirleri
olabilir (Eloise R. Giblett, n.d.; Valko et al., 2007)

Polimorfizm a (4 defa tekrarlanmis VNTR bolgesi; 393bc) ve b (5 defa tekrarlanmis
VNTR bolgesi; 420bg) olmak iizere iki allel igermektedir (Bellini et al., 2007). eNOS
geni 7. kromozomun uzun kolunun 35. ve 36. lokusunda bulunmaktadir (7935-36). Bu
gen 26 ekzon ve 25 intron igerir (~ genomic DNA’nin 21kilobazini kapsar) ve 4052
niikleotidlik bir haberci riboniikleik asit (mMRNA) kodlar ve haploidinsan genomunda
tek bir kopya olarak bulunmaktadir. Insan endotelyal NO sentaz geni polimorfiktir

(Deng et al., 2007; Yeh, Santella, Hsieh, Sung ve Tang, 2009).

2.3. Nitrik Oksit (NO) ve Egzersiz ile iliskisi

Diizenli olarak aerobik egzersiz yapan sporcularda istirahatte kan NO seviyesinin
yiikseldigi gosterilmistir (Cubrilo et al., 2011; Djordjevic et al., 2010; Murray, Mayes
ve Granner, 1993; Oztasan, Ocak, Kiigiikkurt ve Akgiin, 2007). Tek bir egzersize bagh
olan degisimlerde ise, Ozellikle orta siddetteki aerobik egzersizlerin endotele bagl
dilatasyonu artirdig1, bunun da NO {iretimini destekledigi savunulmustur (Goto et al.,
2003; Karatosun, Akdogan ve Caliskan, 2005). Enerji i¢in oksijen kullanilarak yapilan
egzersiz yani aerobik egzersiz, eNOS gen iiretimini vasitasiyla NO iiretimini artirir.
Bunun yani sira diizenli aerobik egzersiz NADH/NADPH oksidaz aktivitesini
diistirerek NO inaktivasyonunu da diislirdiigii icin NO biyoyararliligini iyilestirdigi
diistiniilmektedir (Higashi ve Yoshizumi, 2004). Aerobik kapasite ile bazal kan NO
diizeyleri arasinda iliskiler bulunmus (Turgay F., 2004) ve aerobik egzersizlerin, bazal
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kan NO diizeyleri lizerindeki olumlu etkileri tespit edilmistir (Britten, Zeiher ve
Schéchinger, 1999). nNOS yaralanma, ciddi incinme ve kas aktivitesi durumunda
yiikselir. Siddetli egzersizlerin sonunda azalan NO diizeyleri genellikle artan oksidatif
strese baglanmaktadir (Goto et al., 2003).

2.4 Aerobik Egzersiz

Egzersiz, bir veya daha fazla fiziksel uygunlugun gelistirilmesi veya siirdiiriilmesi i¢in
planlanmuis, yapilandirilmis, tekrarlayan ve amagli olan fiziksel aktivitelerdir (Laporte,
Montoye ve Caspersen, n.d.). Egzersizin bazi hastaliklarin goriilme sikligina etkisi
(Siscovick, LaPorte ve Newman, 1985; Taylor, Sallis ve Needle, 1985) belirlenmis
olup, bu etkilerin dogrudan ve dolayli mekanizmalar yoluyla tiretildigi bilinmektedir.
Omegin, fiziksel aktivite yiiksek plazma katekolamin seviyelerini diisiirerek
hipertansiyonun Onlenmesine dogrudan yardimci olabilir ve kilo kaybi azaltma
suretiyle hipertansiyon riskini dolayli olarak etkileyebilir (Blair, Jacobs ve Powell,
n.d.).

Aerobik egzersiz, genis kas gruplarinin kullanildigi ve maksimal kalp atim sayisinin
%50-85°1 arast oldugu uzun siireli aktivite olarak diisiiniilebilir. Yiirliyiis, bisiklet,
jogging, aerobik dans, yiizme gibi aktiviteler bu egzersiz i¢in 6rnek olabilir (Dogan,
2010; Halbert, Silagy, Finucane, Withers ve Hamdorf, 1999). Aerobik egzersiz kalp-
damar sisteminizi gli¢glendirmenin (Maiorana et al., 2000) yani sira viicudun oksijeni
daha 1yi kullanmasina yardimer olur. Kalp hastaligi ve diyabeti gelistirme riskini
azaltmada (King, Taylor, Haskell ve DeBusk, 1989), yiiksek kan basincini diisiirmede
ve 6nlemede yararli olabilir (Whelton, Chin, Xin ve He, 2002a). Stres, gerginlik, kaygi
ve depresyonu ve viicut yagini azaltmaya yardimci olur (Rodin ve Plante, 1989).
Diizenli aerobik egzersiz, NO sentezini iyilestirmek i¢in kokli bir uyaricidir ve bu
nedenle, kalp ve solunum uygunlugunu arttirmak ve kalp damar hastaligi bulunan
kisilerde endotel fonksiyonunu iyilestirmek i¢in 6nemli bir uygulamadir (Martens,

Kirkman ve Edwards, 2016).

2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, tiretilen serbest radikallerin miktar ile viicudun antioksidan savunma
sistemlerinin arasinda bir dengesizlik sonucu ile meydana gelen dogal bir biyolojik
durumdur (Trapp, Knez ve Sinclair, 2010).Oksijen tiiketiminin artmasiyla reaktif
oksijen tiirlerinin (serbest radikallerin) tiretimini artar (Toda et al., n.d.) ve bu oksidatif

strese yol acgar (Williams et al., 2006). Oksidatif stres, noéronal hasara yol agma
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potansiyeline sahip prooksidan-antioksidan kapasite dengesinde bozulmayla iligkili
fizyopatolojik durum olarak tanimlanabilir (Halliwell, 2007). Reaktif oksijen
tirlerinin kontrolsiiz olusumu in vivo, niikleik asit, protein ve lipid gibi
biyomolekiilleri okside ederek, genetik bilgiyi degistirir, Oksidatf stres, biiylime
faktorleri, inflamatuvar sitokinler, kemokinler ve hiicre dongiisii diizenleyici
molekiiller de dahil olmak tizere 500'iin iizerinde farkli genin ekspresyonuna yol acan
cesitli transkripsiyon faktorlerini aktive edebilir (Vetrani, Costabile, Di Marino ve
Rivellese, 2013).

Oksidatif stres proteinleri denature eder, enzimleri inaktif eder ve biyomembranlarda
bozukluklara neden olur. Dolayisiyla reaktif oksijen tiirlerinin olusumu oksidatif strese
neden olur. Organizmaya zarar verir, hastaliklara, zehirlenmelere ve yasliliga neden
olur (Moreno, 2008). NO sentaz tarafindan iiretilen ve indiiklenebilir olan nitrik oksit
(NO), 6nemli ve yaygin olarak incelenen reaktif azot tiirlerinden biridir. Bu radikaller
antioksidan savunmaya, lipidler, proteinler ve niikleik asitler dahil olmak {izere ¢cok
cesitli molekiile zarar verebilir (Ghizal, Sharma, Das ve Mahdi, 2015).

Glutatyon / oksitlenmis glutatyon orani organizmanin oksidatif stresinin iyi bir bir

gostergesi olarak kullanilmaktadir (Valko, Leibfritz, Moncol, Cronin ve Mazur, 2007).

2.5.1. Serbest Radikaller

Aerobik organizmalar solunum sirasinda mitokondride olusan siiperoksit ve hidrojen
peroksid gibi reaktif oksijen bilesiklerine (Serbest radikaller) duyarlidirlar (Adam-Vizi
ve Chinopoulos, 2006). Bu reaktif oksijen bilesikleri yani serbest radikaller bir ya da
daha fazla eslesmemis elektrona sahip tiirler olarak tanimlanirlar. Bu genis tanim
hidrojen atomu (bir eslesmemis elektron), cogu gecis metalleri ve oksijen
molekiiliiniin kendisini kapsar (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Serbest radikaller,
hiicre yapilarina, niikleik asitlere, lipitlere ve proteinlere hasar vermede Onemli
belirtegler olabilir (Valko, Leibfritz, Moncol, Cronin ve Mazur, 2007). Hiicrede olusan
serbest radikal, antioksidan mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar.

Ancak baz1 nedenlerle, 6rnegin yaslanma ve asir1 aerobik antrenmanla daha fazla
serbest radikal olusabilir. Bu da oksidatif stres yoniinde degismeye neden olur (Finaud,
Lac ve Filaire, 2006). Egzersiz sirasindaki mitokondrial fonksiyona ve oksidan tiretim
ile iliskili olarak mitokondride nitrik oksit olusmaktadir (Giulivi, 1998).

Serbest radikaller kimyasal olarak ¢ok reaktiftirler. Genellikle, bir radikal eslesmemis

elektronu stabilize etmek igin baska bir elektronla eslesmek istemektedir. Radikal


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272506002196#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272506002196#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272506002196#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272506002196#!

zincir reaksiyonu sonlanma reaksiyonu meydana gelene kadar siirdiiriilmektedir. Bu
nedenle eger radikal zincir reaksiyonu in vivo diizenleme olmaksizin devam ederse,
biyolojik sistemler hasar gorebilmektedir (Radak, 2000).

Oksidatif stresin, endotel bagimli vazorelaksasyonu bozan, biiyiime faktorlerini
uyaran, adezyon molekiillerinin sentezlenmesini indiikleyen ve gelismis glikosilasyon
son {riinlerinin olusumuna katkida bulunan bir etken oldugu bildirilmektedir (Pieme

etal., 2017).

Reaktif oksijen .| Yarr- Reaktif azot .| Yari-omrii
. ) Sembolii | |, . . . Sembolii

tiirleri omrii (sn) tiirleri: (sn)
Siiperoksit 02~ 10%s | Nitrik oksit NO- s
Hidroksil radikal ‘OH 10°s | Peroksinitrit ONOO 103s
Hidrojen peroksit H.0, Stabil | Peroksinitroz asitt ONOOH | oldukga stabil
Peroksil radikal ROO: S Azot dioksit NO> S
Organik hidroperoksit | ROOH Stabil
Tekli oksijen O, 10°s
Ozon O3 S

Sekil 2. Reaktif oksijen ve azot tiirleri

2.5.2 Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksitlenebilen substratlarla karsilastirildiklar1  zaman  diistik
konsantrasyonlarda bu substratlarin oksidasyonunu geciktiren ya da 6nleyen maddeler
olarak tanimlanmaktadirlar (Halliwell, 2007).

Oksidatif hasar1 6nlemek i¢in hiicrelerde enzimatik (siiperoksit dismutaz, glutathione
peroksidaz ve katalaz) veya enzimatik olmayan (glutatiyon) bir takim antioksidanlar
bulunmaktadir. Ancak bu endojen antioksidanlarin yani sira, sebzelerde bulunan
eksojen olarak tanimlanan dogal anti-oksidanlarda vardir ve bunlarin ¢ogunda A,C,E

vitamini ile karotenoidler bulunur (Pieme et al., 2017).



Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar

*Katalaz (KAT)

*Glutatyon peroksidaz (GPx)
*Glutatyon rediiktaz (GR)
*Glutatyon-S-transferaz (GST)
*Stiperoksit dismutaz (SOD)

*Vitamin E
*Albumin

*Vitamin C
*Glutatyon

*Vitamin A
*UbikinonTransferrin

*Laktoferrin

*Flavonoidler
*Haptoglobin
*Melatonin
*Seruloplazmin
*Urik asit
*Selenyum

*Bilirubin

Sekil 3. Enzimatik olan/olmayan antioksidanlar
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Gerec ve Yontem

3.1 Arastirmanin Tipi

Diizenli aerobik egzersizin kan nitrik oksit ve endotel nitrik oksit sentaz protein diizeyi iizerine
etkisi ve endotel nitrik oksit sentaz intron 4a/b polimofizminin roliiniin incelenmesini konu alan
bu ¢aligma kesitsel bir laboratuvar ¢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 Gerecler

3.2.1. Biyokimya Analizlerinde Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adx Marka

Spektrofotometre Shimadzu UV 1700 (JAPAN)
Otomatik Hematoloji Analizorii Sysmax XN-2000 (JAPAN)
Santrifiij Niive NF 200 (TURKEY)
Vortex Elektro-mag M16 (TURKEY)
Distilasyon cihazi Niive NS 103 (TURKEY)
Mikroplate Okuyucu Dialab EL X800G (AUSTRIA)
Dikey Derin Dondurucu Ugur UFR 370 SD (TURKEY)
Analizor Sysmax XN-2000 (JAPAN)
Otoanalizor Sysmax XN-2000 (JAPAN)

Otomatik pipetler:

0.1 ml (Brand, Germany)
0.2 ml (Brand, Germany)
1.0 ml (Brand, Germany)

Tiipler:
Plastik kapakli Eppendorf tiipii Heparinli kapiler Htc tiipii
K3 EDTA'l' cam Vacutainer tiipii Heparinli vacutainer tiip (2,5cc)

Antikoagiilanssiz jelli vacutainer tiip (8,5 cc)

K3-EDTA’ 1 vacutainer cam tiip (2,5¢cc)
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3.2.2 Biyokimya Analizlerinde Kullanilan Kitler ve Maddeler

Madde Firma

Nitrik Oksit Kkiti (96 TEST) SUNRED (CHINA)
eNOS ELISA kiti (96 TEST) Elabscience(USA)
TAS kiti Rel Assay Diagnostics (TURKEY)

TOS kiti Rel Assay Diagnostics (TURKEY)

Pipet uclar:

Sar1 otomatik pipet ucu
Mavi otomatik pipet ucu
Diger Malzemeler:

Steril vakutainer ignesi (yesil)

3.3 Yontem

3.2.1 Orneklem Secimi

Calismaya kabul edilecek katilimcilar, herhangi bir hastalig1 veya sakatligi olmayan, sigara,
alkol ve herhangi bir ilac1 veya antioksidan bir maddeyi diizenli olarak kullanmayan, obez
olmayan(viicut kiitle indeksi (VKI) <30) ve 18-35 yas aras1 kisilerdi. Calisma grubu en az 3-4
aydir diizenli olarak aerobik egzersiz yapmakta olan saglikli 40-50 erkek futbol hakemleri ile
aynt sayida ve yasta diizenli olarak aerobik egzersiz yapmayan kisilerden (sedanter)
olusturuldu. Caligmaya goniillii olarak katilacak yaklasik 100 kisiye ¢alismanin amac, yarari,
yapilacak testler, olas1 riskleri hakkinda bilgi verildi ve biyokimyasal parametrelerine bakildi,
boy, kilo ve VKI belirlendi. Yukarida belirtilen testler ve saglik kontrolleri sonucunda saglikli
oldugu belirlenen 89 kisi ¢alisma gruplarina alindi. Katilimcilardan 6glen 12.00 de yemek
yemeleri ve 16.00-17.00 arasinda kol venasindan kan vermek iizere laboratuvara gelmeleri
istendi. Katilimeilarin dayaniklilik diizeylerini belirlemek i¢in saha kosullarinda YOY O aralikli
dayaniklilik testi yapildi. Alinan kanlardan arastirma amaciyla [Hemogram, biyokimyasal
parametreler; kreatinin, total kolesterol (TK), yliksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL-
K), diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-K), trigliserid (TG) diizeyleri, alanin amino
transferaz (ALT) ve aspartat amino transferaz (AST) aktivitesi] biyokimyasal parametreler
bakildu.
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Calismaya kabul edilen 89 kisi asagida belirtilen sekilde tasnif edildi. iki ¢alisma grubu
belirlendi:

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

2.Kontrol Grubu (KG) (n=43) Fiziksel olarak egzersiz grubuna benzer nitelikteki

sedanterlerden olustu. Bu gruptaki kisilerin en az 3-4 aydir egzersiz yapmiyor olmalar1 kosulu

istendi.
3.3.2 Yapilan Testler

3.2.2.1 Fiziksel Ol¢iim Yéntemleri
Boy ve Viicut Agirhigi: Sortla ve ayakkabisiz olarak elektronik medikal tarti aleti (Seca 769,

Germany) kullanilarak dl¢tildi.

Viicut Kiitle indeksi (VKI): Boy ve viicut agirligindan asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

VKI = Agirlik (kg) / (boy, m)?

3.2.2.2 Fizyolojik Olgiimler
Katilimcilarin dayaniklilik diizeylerini belirlemek i¢in saha kosullarinda YOYO (level-2)
aralikli dayaniklilik testi yapildi.

3.2.3 Kan Numunelerinin Alinmasi, Saklanmasi ve Analizleri

Gontiilliillerden sogutulmus, vakumlu, biri mor kapakli EDTA’l1 2 tiipe toplam 7,5 mL, digeri 9
ml jelli 2 adet sar1 serum tiipiine vendz kan 6rnekleri alindi. Serum diiz kan 6rnekleri 20 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra 2000g’de 15 dk santrifiijlenerek serumlart ayrildi.
EDTA’l1 1.tiipteki kan ayni giin igerisinde hemogram, diger EDTA’11 tiipteki kan drneklerinden
elde edilen lokositlerden izole edilen DNA numunelerinden endotel nitrik oksit sentaz (eNOS)
intron 4 a/b polimorfizmi belirlendi. Serum o6rneklerinden; endotel nitrik oksit sentaz enzim
(eNOS) proteini ve okside diisiik dansiteli lipoprotein (oksLDL) diizeyi Fakiiltemize ait
Egzersiz Biyokimyasi Laboratuvarinda laboratuar sorumlusu Dog. Dr. Faruk Turgay tarafindan
gerceklestirildi.

Serum ve plazma numuneleri analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-82 °C de)

saklandi. Analizler 1-2 ay igerisinde gerceklestirildi.

3.2.3.1 Hemogram Analizi
EDTA’] tiipteki kandan hemogram analizi, ayn1 giin 3-4 saat igerisinde kan sayim cihazi

(Sysmax XN-2000, JAPAN) ile Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya
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Laboratuvarinda yapildi. Hemogram 6l¢iimii; eritrosit, 16kosit, hematokrit, hemoglobin,

trombosit ve ortalama eritrosit hacmi gibi parametreleri icermektedir.

3.2.3.2 Serum NO ve eNOS Analizi
NO ve eNOS’ a 6zel antikorlarla kapli mikro tabaklar kullanilarak enzim bagli imminosorbent

assay (ELISA) metodu ile kit igerigine bagli olarak mikro tabak okuyucuda belirlendi.

Yontemin ilkesi:

Antijen-antikor reaksiyonu ile birlikte iligkili bir enzimin aktivasyonu sayesinde meydana gelen
renk siddetinin Ol¢iilmesi.

NO analizleri serum numunelerinden ticari bir kit kullanilarak ELISA ydntemiyle micro plate

reader cihazinda (Dialab EL X800G, AUSTRIA) gergeklestirildi.

3.2.3.3 Endotel nitrik oksit sentaz intron 4 a/polimorfizmi:

DNA izolasyonlart EDTA’l1 hemogram tiiplerine alinan kandan bir otoanalizoér (Promega
Maxwell® RSC- AS4500, USA) ile izolasyon kiti (Maxwell® RSC Blood DNA Kit-AS1400)
kullanilarak yapildi. Izole edilen DNA spektrofotometrik olarak kalite degerlendirilmesi
yapildi. eNOS geninde hedeflenen VNTR ’larin tekrar sayilari belirlenmesi i¢in elde edilen PCR

triinleri %3,5’lik agaroz jelde yiiriitiiliip goriintiilenerek tekrar sayilar1 belirlendi.

%3.5 liitk Agaroz jel hazirlanmast; 300 ml’lik beher i¢ine, 10,5 gr agaroz ve 300 ml 0.5X TBE
konulup mikrodalga firinda agaroz saydam bir goriiniim alincaya kadar 1sitildi. Sonrasinda
iizerine 48 pl etidyum bromiir eklenerek karigtirildi ve {irtinlerin yiiklenecegi kuyucuklarin
olugsmasi i¢in taraklar yerlestirildi. Jel donmaya birakildi. Parafilm iizerinde 5 pl Orange G ve
5 ul PCR friinleri karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Amplifiye olan tirlinlerin uzunluklarini
degerlendirmek igin 6rneklerin basi ve sonundaki kuyucuklara DNA ladder yiiklendi. Ornekler
120 Volt akimda 90 dakika yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileme sistemi ile goriintiiler alindi.
Bu polimorfizimler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim dali laboratuvarinda
laboratuvar yetkililerinin nezaretinde gergeklestirildi.

PCR isleminde kullanilan primer dizileri (PRZ, TURKEY) asagida gosterilmistir.

e eNOS intron 4a/b polimorfizimi igin:
5’-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TT-3’ (f) ve
5’-CTCTTAGTG CTG TGG TCA CAGG-3’ (r)

primerleri kullanildi.
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3.2.4 Biyokimyasal Analizler

Serum orneklerinden: total kolesterol (TK), trigliserid (TG), yiiksek dansiteli lipoprotein
kolesterol (HDL-K), diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-K), total antioksidan statiisii
(TAS), total oksidan statiisii (TOS), tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren maddeler (TBARS),
kan sekeri, kreatinin, albumin, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz
(AST) enzim aktiviteleri ve hemogram analizleri standart enzimatik-kinetik yontemlerle Ege

Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya Laboratuvarinda yapildu.

3.2.4.1 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 igerisinde gerceklestirildi.
.Bu metotta; 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 esdegeri olarak verildi.

3.2.4.2 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 gergeklestirildi. Bu
metotta; serumdaki oksidan molekiiller kullanilan kromojen madde ile yeni bir renk meydana
getirir. Olusan bu renkli bilesigin absorbansi serumdaki oksidan miktari ile orantilidir.
Sonuglar; H2O2 esdegeri olarak verildi.

Serum TOS miktarinin TAS’a yiizde olarak orani (TAS/TOS), 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 gergeklestirildi. Yontemin ilkesi: tiyobarbiitirik asid (TBA), asidik
bir tampon i¢inde plazma 6rnegi ile 1sitildiginda 6rnekteki TBA ile reaksiyon veren maddeler
pembe renkli bir kompleks olustururlar. Olusan rengin siddeti ornekteki TBARS
konsantrasyonu ile iligkilidir. Olusan rengin absorbans1 532 nm de Ege Universitesi Egzersiz
Biyokimya Laboratuvarimizda mevcut olan (Shimadzu UV 1700, JAPAN) spektrofotometre
ile 6l¢iildii. Standart ile kiyaslanarak 6rnekteki TBARS konsantrasyonlari belirlendi.
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3.2.5 Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler SPSS 25 paket programiyla yapildi ve anlamlilik i¢in p < 0.05 degeri temel
alindi. Elde edilen verilerin; farkliliklarin analizi igin birbirinden bagimsiz gruplarda uygulandi
istatistiksel testi belirlemek amaciyla once dagilimin normal ya da homojen olup olmadig:
Shapiro-Wilk normallik testi uygulanarak arastirildi. Bu test sonrasi, egzersiz ve kontrol
gruplarindan elde edilen dl¢limler arasinda anlamli farkliligin olup olmadig1 parametrik olan
veriler ‘T-Test’, nonparametrik olan veriler ise ‘Mann Whithey U Testi’ uygulanarak analiz
edildi. Gruplarin verileri ortalama ve standart sapmalari ile ifade edildi ve her iki grubun
biyokimyasal parametreleri ve fiziksel Ol¢iim degerleri arasindaki iligkiler ‘Spearman
Korelasyon Analizi’ ile ortaya koyuldu. Genotip ve allel frekanslarinin belirlenmesinde Hardy-
Weinberg esitligi dikkate alindi. Gruplarin genotip frekanslari 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) faktoriyel (ANOVA) testi ile bulundu. Istatistiksel analizler,
literatiir taramasina gore yapilan bir ¢aligmada yaklasik 38 kisilik iki grup karsilagtirmasinda
(G*Power) testi ile yapilan gii¢ analizinde % 80 dogrulukta (p=0.80) anlaml1 bir farklilik elde
etmek i¢in etki biiytikligiiniin yaklasik (d=0.70) oldugu goriilmiistiir (Farney et al., 2012).
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Bulgular

Sporcu grubu (SG)’nun viicut kitle indeksi kontrol grubu (KG)’ninkinden anlamli olarak daha
kiicliktii. SG’nin YO-YO degeri KG’ninkinden anlamli olarak daha biiyiik bulundu. Diger
fiziksel ve fizyolojik parametreler i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p >0,05)

(Tablo 1).

Tablo 1. Katilimcilarin fiziksel ve fizyolojik parametreleri

YAS BOY VA VKi YO-YO
GRUPLAR ,

(yi) (cm) (kg) (kg/m?) (m)
SG (n=46) 2334284  179,7+6,47 74,148,11 22,842,06 1640615
KG (n=43) 2324328  177,3%6,37 75,5+7,95 24,0+2,08 690+300
FARK p=0,403 p=0,083 p=0,847 p=0,006 p=0,000

SG: sporcu grubu, KG: kontrol grubu, VKI; Viicut Kiitle Indeksi, VA: Viicut Agirligi, YO- YO; Aralikli Dayanuklik
Testi (Level -2)

SG’nin TAS degeri KG’ninkinden anlamli olarak daha biiyiiktii (p=0,000). KG’nin oksLDL
degeri ise SG’ninkinden anlamli olarak daha biiyiik bulundu (p=0,011). Gruplar arasinda NO,
eNOS, TOS ve TBARS diizeyleri agisindan anlamli farklilhik bulunmadi (p>0,05). Ancak
SG’nin eNOS degerleri KG*nin degerlerinden %28,9 daha biiyiik olarak belirlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Sporcu ve kontrol grubunun NO, eNOS, oksLDL, TAS, TOS ve TBARS degerleri ve

karsilagtirilmasi

NO eNOS OksLDL TAS TOS TBARS
(nmol/L) (pg/mL) (umol/L) (umol/L)  (umol/L) (pmol/L)

GRUPLAR

SG(n=46) 454,3£563,2  2815,24921,0  1239,7£306,8  1,28+0,19 5,96+2,45 9,98+8,07

KG(n=43) 322,94352,2  2877,7+892,4 13984+266,8 1,12+40,17  6,79+£3,14 9,16+6,58

FARK p=0,414 p=0,746 p=0,011 p=0,000  p=0,164 p=0,223

SG: sporcu grubu, KG: kontrol grubu, NO: Nitrik oksit, eNOS: Endotel nitrik oksit sentaz, oksLDL, Diisiik
dansiteli lipoprotein, TAS: Total antioksidan status, TOS: Total oksidan status, TBARS: Tiyobarbiitirik asid ile

reaksiyona giren maddeler,
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KKH Klasik risk faktorleri igin gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05) (Tablo
3).

Tablo 3. Egzersiz ve kontrol gruplarimin klasik KKH klasik risk faktorleri degerleri ve

karsilastirilmast
TK LDL-K HDL-K TG

GRUPLAR

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
SG (n=46) 156,0+£22,5 85,4+20,0 47,1£11,9 122,5+94,2
KG (n=43) 154,0+£30,7 83,8+27,2 45,749,23 126,8+80,6
FARK p=0,729 p=0,755 p=0,536 p= 0,588
Referans arahgi <200 <130 >55 <150

SG: Sporcu grubu, KG: Kontrol grubu, TK: Total Kolesterol, LDL-K: Diisiik yogunluklu , HDL-K: Yiiksek
yogunluklu yag, TG: Trigliserid

KG’nin kreatinin (p=0,005) degerleri SG’ninkinden anlamli olarak daha biiylikken, SG’nin
alblimin degerleri (p=0,016) KG’ninkinden anlamli olarak daha biiyliik bulundu. Diger
hematolojik ve biyokimyasal parametreler i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi

(p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4. Kontrol ve sporcu grubunun hemogram ve biyokimyasal degerleri ve karsilagtirilmasi

Glukoz Kreatinin Albumin ALT AST
GRUPLAR

mg/dL mg/dL g/dL U/L U/L
SG (n=46) 84,5+8,24 0,88+0,15 5,22+40,22 20,349,92 20,345,85
KG (n=43) 84,7+7,6 0,94+0,18 5,10+0,26 20,9+12,2 25,9+33,2
FARK p=0,897 p=0,005 p=0,016 p=0,977 p=0,461
Referans arahgi 60-110 0,7-1,3 3,5-5,2 <45 <35

SG: Sporcu grubu, KG: Kontrol grubu, ALT: Alanin amino transferaz, AST: Aspartat aminotransferaz

18



eNOS intron 4a/b Polimorfizm Genotiplemesinin Olusturulmasina iliskin Bulgular
eNOS intron 4a/b polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslarinin sporcu, sedanter ve total
gruplar arasindaki dagilimi tablo 5’de verildi. Baz1 genotip gruplarin sayisi ¢ok kiiglik
oldugundan dolay1 ilgili genotip gruplarda birlestirme yapilarak tasiyict gruplar olusturuldu ve
hesaplamalar bunlarin {izerinden yorumlandi.

eNOS intron 4VNTR genotip frekanslar1 sporcularda; aa, ab, bb icin sirasiyla %2.2, %17.4,
%80.4, sedanterlerde; %4.7, %27.9, %67.4, tim grupta ise %3.4, %22.5, %74.2 bulundu.
Sporcu ve sedanter gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (x2.=1,958 p=0,162). Bu
analizler sonucunda elde edilen a ve b homozigotlarinin frekans degerlerinin,, Mendelian
kuralina™ gore “Hardy-Weinberg esitligi (Passarge, Liileci, Sakizli, & Alper, 2009)’ni
calismamizda total genotiplemede belirlemis oldugumuz frekans degerleri Hardy-Weinberg

esitligini saglamistir.

Tablo 5. eNOS intron 4a/b polimorfizmlerinin genotip ve allelik frekanslari

Polimorfizm  Frekanslar Gruplar Sporcu Sedanter Total
dalda 1(%2,2) 2 (%4,7) 3 (%3,4)
eNOS Genotip frekanslar ~ 4a/db 8 (%17,4) 12 (%27,9) 20 (%22,5)
Intron 4b/ab 37 (%80,4) 29 (%67,4) 66 (%74,2)
4VNTR 4a 0,196 0,326 0,258
Allel frekanslar
4b 0,804 0,674 0,741

VNTR: variable number of tandem repeats (Degisken sayida ardisik tekrarlar)

Total eNOS3 4VNTRT genotiplemesine gore; total a homozigot grubu (Taa), total total ab
heterozigot grubu (Tab), total bb homozigot grubu (Tbb) ve total a tasiyict grubu (TaT, TaT=
aa+ab) incelendiginde; asagida verilen tablolardaki (Tablo 6, 7, 8, 9) parametreler agisindan
anlamli bir farklilik bulunmadi (p> 0,05).

19



Tablo 6. Total (T) genotip gruplarina ait fiziksel ve fizyolojik 6lgtimler

YAS BOY VA VKI YO-YO
GRUPLAR )

(i) (cm) (kg) (kg/m?) (m)
Taa (n=3) 22,74#3,05  174,6£5,13  73,0+7,72 23,7+1,15 1173801
Tab (n=20) 23,843,50  179,045,38  77,7+7,64 24,2+1,60 1080751
TaT (n=23) 23,743,440 17844544  77,147,65 24,1£1,53 1092740
Tbb (n=66) 23,142,95  178,6+6,87  74,048,04 23,142,28 1212663

Taa: Total a homozigot grubu, Tab: Total ab heterozigot grubu, TaT: a tasyict genotip (aa+ab), Thb: Total bb
homozigot grubu, VA: Viicut Agirligi, VKI: Viicut Kiitle Indeksi, YO-YO, Aralikli dayanuklik testi(level -2)

Tablo 7. Total genotip gruplarina ait, NO, eNOS, OksLDL, TAS, TOS ve TBARS degerleri ve

karsilastirilmasi
NO eNOS OksLDL TAS TOS TBARS
GRUPLAR
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L) (umol/L) (nmol/L) (nM)
Taa (n=3)  650,2£393,0  2768,5£1600,5  1264,2+394,7 1,20+0,32 7,97+3,61 7,73+3,50
Tab (n=20) 250,6+£336,9  3067,3£1016,4  1407,74275,2 1,21+0,15 6,98+2,49 10,4+10,1
TaT (n=23) 302,7+£361,9 3028,3+1065,7 1389,0+286,4 1,21+0,17 7,11+£2,58 10,1£9,51
Tbb (n=66) 421,5+£507,6 2781,6+838,4 1290,84299,1  1,20+0,20 6,10+2,87 9,42+6,52

Taa: Total aa homozigot grubu, Tab: Total ab heterozigot grubu, TaT: a tasiyici genotip (aa+ab), Thb: Total bb
homozigot grubu, NO: Nitrik oksit, eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz, oksLDL : diisiik yogunluklu lipoprotein,
TAS: total antioksidan statii, TOS: total antioksidan statii, TBARS: Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren

maddeler

Tablo 8. Total genotip gruplarina ait KKH klasik risk faktorleri degerleri ve karsilastirilmasi

TK LDL-K HDL-K TG
GRUPLAR
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Taa (n=3) 163,3+27,4 93,0+33,1 50,7£11,6 98,7+39,1
Tab (n=20) 160,8+23,7 89,5+23,0 45,5+13,6 147,9+121,9
TaT (n=23) 161,1£23,5 89,94+23,6 46,2+13,2 141,4+115,2
Tbb (n=66) 153,04£27,5 82,8+23,5 46,5+9,70 118,7+£75,7

Taa: Total a homozigot grubu, Tab: Total ab heterozigot grubu, TaT: a fasiyict genotip (aa+ab), Thb: Total bb
homozigot grubu, TK: Total kolestrol, LDL-K: Diisiik dansiteli lipoprotein, HDL: Yiiksek dansiteli lipoprotein,

TG: trigliserit
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Tablo 9. Total genotip gruplarina ait hematolojik ve biyokimyasal parametreler ve

karsilastirilmast

Glukoz Kreatinin Albumin ALT AST
GRUPLAR

mg/dL mg/dL g/dL u/L u/L
Taa (n=3) 82,0+8,18 0,82+0,07 5,33+0,15 17,3£2,30 20,7£6,65
Tab (n=20) 82,2+5,45 0,94+0,10 5,07+0,27 18,8+6,41 20,7+6,91
TaT (n=23) 82,1+5,63 0,92+0,10 5,10+0,27 18,56+6,02 20,7+6,73
Tbb (n=66) 85,4+8,41 0,90+0,18 5,18+0,23 21,3+£12,29 23,8+£27,0

Taa: Total aa homozigot grubu, Tab: Total ab heterozigot grubu, TaT: a tasiyici genotip (aa+ab), Thb: Total bb
homozigot grubu, ALT: Alanin Amino Transferaz, AST: Aspartat amino transferaz

Kontrol Genotip Gruplarinin Karsilastirildiginda:

eNOS3 intron 4a/b polimorfizmi géz Oniine alindiginda: a tasiyici (aT, aT=aa+ab) grubunun
eNOS (%17) degerleri homozigot bb grubununkinden anlamli olmasa da daha
biiyiikken(p>0,05), homozigot bb grubunun NO (%26), AST (%86) ve ALT (%23) degerleri a
tastyict (aT, aT=aa+ab) grubundan daha biiyiiktii (p>0,05). Kan lipid ve lipoprotein diizeyleri
dahil diger parametreler igin grup iginde anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Grup igindeki bu
farkliliklarin belirtilen polimorfizmlerden kaynaklandig: sdylenebilir.

Sporcu Genotip Gruplarimin Karsilastrildiginda;

eNOS3 intron 4a/b polimorfizmi goz Oniine alindiginda: a tastyict (aT, aT=aa+ab) grubunun
TBARS (%18), TG (%20), AST (%18), TOS (%16) degerleri homozigot bb grubununkinden
anlamli olmasa da daha biiyiikken (p> 0,05), homozigot bb grubunun NO (%29) degerleri a
tastyict (aT, aT=aa+ab) grubundan daha biiyiikti (p>0,05).

Kan lipid ve lipoprotein diizeyleri dahil diger parametreler i¢in grup ic¢i anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05). Grup i¢indeki bu farkliliklarin belirtilen polimorfizmlerden kaynaklandigi

sOylenebilir.

eNOS Intron 4VNTR Genotiplemesine Gire Sporcu ve Sedanter Genotip Gruplarin
Karsilastirdmasina Iliskin Bulgular:

Total eNOS3 4VNTRT genotiplemesine gore; total a homozigot grubu (Taa), total total ab
heterozigot grubu (Tab), total bb homozigot grubu (Thb) ve total a tasiyict grubu (TaT,
TaT=aa+ab) incelendiginde; parametreler agisindan anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05) (Tablo
10, 11).
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Tablo 10. eNOS intron 4VNTR genotiplemesine gore sporcu ve sedanter genotip gruplarina ait fiziksel ve fizyolojik 6l¢timler, biyokimyasal ve

hematolojik parametreler ve karsilastirilmasi

PARAMETRELER 56 KG

SAA(n=1) | SAB(n=8) SBB(n=37) | SAT(n=9) | KAA(n=2) | KAB(n=12) | KBB(n=29) | KAT(n=14)
YAS (y1l) 20 23,52,50 23,342,93 23,122,61 24,042,82 24,0+4,13 22,843,00 | 24,0388
BOY (cm) 176 181,342,18 179,5¢7,11 | 180,742,609 | 174,0+7,07 177,546,40 | 177,546,50 | 177,0+6,33
KiLO (kg) 77 79,0+4,80 73,0+8,42 78,8+4,55 71,1%9,83 76,9+9,18 7524748 | 76,149,12
VKIi (kg/m?) 25 23,9+1,32 2244211 24,041,225 | 23,35+1,34 24,3+1,80 23,94226 | 242+1,73
YOYO (m) 2000 1780+703 1601607 18044661 760+500 613261 717+300 634+284
KREATININ (mg/dL) 0,9 0,93+0,12 0,86+0,15 0,92+0,12 0,78+0,28 0,94%0,96 0,96+0,20 | 0,92+0,11
ALT (U/L) 20 20,6+2,73 20,2+10,6 20,6+7,24 16,0+0,00 17,545,35 22,6+143 | 17,3+4,95
AST (U/L) 28 23,449,30 19,4461 23,948,383 17,042,382 18,0433 29,4440,0 | 4,12+1,10
ERITROSIT (106/puL) 5,74 5,44+0,42 5,38+0,35 5,48+0,41 5,44=0,65 5,14+0,40 5204048 | 5,1940,43
HB (g/dL) 155 16,141 21 15,8+1,04 15,1+1,15 15,041,34 15,240,381 15,5£1,08 | 15,3087
HCT (%) 473 452+1,97 46,342,50 454+1,97 46,4+3,53 46,344,57 46,942,99 | 46,3432
MCV (fL) 82,4 83,548,18 86,1=3,00 83,3+7,66 85,5+3,88 90,1+8,82 89,248,79 | 89,448,35
PLT (103/uL) 209,0 26554494 | 272,6463,3 | 25924499 | 376,5196,8 | 2583+642 | 254,9+482 | 27524778
GLUKOZ (mg/dL) 75 80,3+5,82 85,6+8,40 79,7+5,72 85,557,177 83,4+5,03 85,248,57 | 83,745,16
ALBUMIN (g/dL) 52 5,17+0,17 5,23+0,23 5,17+0,16 5,400, 14 5,000,30 5,124023 | 5,06+0,32

SG: Sporcu grubu, KG: Kontrol grubu, SAA: Sporcu grubuna ait aa genotipi, SAB: Sporcu grubuna ait ab genotipi, SBB: Sporcu grubuna ait bb genotipi, SAT: Sporcu
grubuna ait a tasiyict genotip (aa+ab), KAA: Kontrol grubuna ait aa genotipi, KAB: Kontrol grubuna ait ab genotipi, KBB: Kontrol grubuna ait bb genotipi, KAT: Kontrol

grubuna ait 4a tastyic: genotip (aa+ab), VKI: Viicut kiitle indeks, Max.V02.Indirek maksimal oksijen tiketimi, ALT: Alanin amino transferaz, AST: Aspartat amino transferaz,
HB: Hemoglobin, HCT: Hemotokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, PLT: (Platelet) Trombosit
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Tablo 11: eNOS intron 4VNTR genotiplemesine gore sporcu ve sedanter genotip gruplarina ait NO, eNOS, oksLDL, TBARS ve KKH klasikrisk

faktorleri degerleri ve karsilastirilmasi

SG KG
PARAMETRELER
SAA(N=1)| SAB(n=8) SBB(n=37) SAT(n=9) KAA(N=2) | KAB(n=12) | KBB(n=29) | KAT(n=14)
NO(umol/L) 862,2 272,54498,3 | 482,545792 | 338,04505,9 | 544244915 | 236,0£193,6 | 343,6£394,3 | 280,0+250,7
eNOS(pg/mL) 1700,7 | 28003+1177,5 | 2848,5+868,9 | 2678,1+1160,8 | 3302,5+1847,3 | 3245,4+903,1 | 2696,3+804,6 | 3253,5+976,2
OksLDL (pg/mL) 912,9 | 1252442737 | 1245843164 | 1214,74279.9 | 1439,9+355,6 | 1511,34232,3 | 1348,24269,9 | 1501,1+£236,7
TBARS(1LM) 8,1 12,1+14,4 9,57+6,31 11,7413,5 7,55+4,93 9,24+6,47 9,2446,89 9,00+6,14
TK(mg/dL) 139 161,4429,7 155,3421,2 158,9428,8 175,5424,7 | 160,3+20,1 | 150,04342 | 162,5+20,5
LDL-K(mg/dL) 57 89,1426, 1 85,4+18,5 85,6+26,7 111,0£15,6 | 89,7422,0 79,6+28,7 92,7422,1
HDL-K(mg/dL) 64 46,4+17,4 46,8+10,5 4834173 44,0+1,41 44,9+11,2 46,2+8,82 44,8+10,3
TG(mg/dL) 91 153,1+145.,9 116,7+81,7 146,2+138,0 102,5£54,4 | 144,3+110,0 | 12134684 | 138,4+103.4

SG: Sporcu grubu, KG: Kontrol grubu, SAA: Sporcu grubuna ait aa genotipi, SAB: Sporcu grubuna ait ab genotipi, SBB: Sporcu grubuna ait bb genotipi, SAT: Sporcu
grubuna ait a tagiyict genotip (aa+ab), KAA: Kontrol grubuna ait aa genotipi, KAB: Kontrol grubuna ait ab genotipi, KBB: Kontrol grubuna ait bb genotipi, KAT: Kontrol

grubuna ait 4a tagiyic: genotip (aa+ab), NO: Nitrik oksit, eNOS: endotelyal nitrik oksit Sentaz, OksLDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein, TBARS: Tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyon veren maddeler, TK: Total Kolesterol, LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL-K: Yiiksek yogunluklu lipoprotein TG: Trigliserit
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Iki yonlii varyans analizi (ANOVA) yontemi ile eNOS intron 4VNTR genotipleri ve egzersiz
[(bb ve aT gruplari)x(sporcu ve kontrol gruplari)] arasinda anlamli bir etkilesim bulunmadi. (p>
0,05)

Tiim Katlimcilanin Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri Arasindaki
Korelasyon Analiz Sonuclari:

Yas ile ALT (r=0,340; p=0,001), arasinda; viicut agirligi (VA) ile ALT (r=0,307; p=0,003)
arasinda; VKI ile kreatinin (r=0,390; p=0,000), ALT (r=0,523; p=0,000), TG (r=0,232;
p=0,029), PLT (r=0,218; p=0,040) ve TOS(r=0,250; p=0,018) arasinda;

YO-YO ile ALB (r=0,364; p=0,000), 16kosit (r=0,377; p=0,000), TAS (1=0,239; p=0,024) ve
oksLDL (r=-0,223; p=0,036) arasinda arasinda anlamli iliskiler bulundu (Tablo 12).

HDL ile (r=0,391; p=0,007), TOS (r=-0,386; p=0,008) ve TBARS (r=-0,401; p=0,006), LDL
ile TK (r=0,818; p=0,000), eNOS (r=0,365; p=0,013) ve oksLDL (r=0,348; p=0,018), TK ile
eNOS (r=0,348; p=0,018) ve oksLDL (r=0,320; p=0,030) kreatinin ile TAS (r=0,442; p=0,002)
eritrosit ile eNOS (r=-0,306; p=0,039); eNOS ile oksLDL (r=0,827; p=0,000) trigliserit ile TOS
(r=0,348; p=0,018) ve TBARS (1=0,614; p=0,000) arasinda anlaml iliskiler bulundu (Tablo
13).

Tablo 12. Katilimcilarin fiziksel ve fizyolojik parametreleri ile biyokimyasal parametreleri

arasindaki korelasyon analizi

YAS BOY VA VKIi YO-YO
ALT 340%* ,073 307** ,359%* 097 24
TG 159 ,036 232%* 268* -,114
KREATININ -,069 -,008 275%* ,390%* -,183
PLT -,030 -,073 120 218* -,048
TOS 129 ,010 239 ,250* -,143
ALBUMIN -,126 ,035 -,192 -,327** 364**
LOKOSIT -,034 -,076 -,122 -,165 377**
TAS 016 ,054 ,087 ,092 239*
oksLDL -,222* -,163 -124 ,039 -,223*

VA: Viicut Agirhgi, VKI: Viicut Kiitle Indeksi, YO-YO: Aralikhi dayaniklilik testi (level-2), ALT: Alanin amino
transferaz, TG: Trigliserit, PLT (Platelet): Trombosit, TOS: Total oksidan statii, TAS: Total antioksidan statii,
OksLDL: Okside diisiik yogunluklu lipoprotein, *p<0.05. **p<0.001.



Tablo 13: Katilimcilarin biyokimyasal parametreleri arasindaki korelasyon analizi

AST ALT ALB TRIG HDL LDL TK Eritrosit TOS TAS [ TBARS | ENOS |OKSLDL

AST 1,000 7367 ,019 ,054 -,062 -,118 -,135 2727 ,145 ,146 ,032 -,242" -,069
,000 ,858 ,615 ,566 272 ,206 ,010 177 173 , 164 ,023 520

ALT 1,000 -,083 215" -,157 ,031 ,041 246" ,179 ,148 ,061| -280™ -,144
437 ,043 ,142 172 ,702 ,020 ,094 ,165 570 ,008 178

ALB 1,000 -,121 255" -,078 -,020 ,148 -074 ,019 ,081 ,066 -,005
,258 ,016 ,465 ,855 ,167 491 ,860 451 538 ,965

TRIG 1,000 -,420™ ,006 262" -215"  ,356™ -,061 675" -,050 -,116
,000 ,954 ,013 ,043 ,001 573 ,000 ,642 278

HDL 1,000 -,075 ,103 ,093 -,204 ,029 -,239" -,055 -,096
,486 ,337 ,388 ,056 ,790 ,024 ,607 ,369

LDL 1,000 852" -,009 -,005 ,010 -,021 231" ,167
,000 ;935 ,963 ,929 ,842 ,030 ,118

TK 1,000 -,061 112 -,027 ,198 234" ,139
571 ,298 ,805 ,062 ,027 ,194

Eritrosit 1,000 -,077 266" -,136 -,214" -,249"
AT5 ,012 ,203 ,044 ,018

TOS 1,000 - 177 262" -,065 -,011
,097 ,013 543 ,922

TAS 1,000 -,062 -,162 -,237"
,567 ,129 ,025

TBARS 1,000 -,155 -,155
,148 ,147

ENOS 1,000 775"
,000

OKSLDL 1,000
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Sporcularin Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri Arasindaki Korelasyon
Analiz Sonuglari;

Boy ile VA (1=0,652 p=0,000) arasinda; VA ile VKI (r=-0,687 p=0,000) ve TOS (r=0,336
p=0,022) arasinda; VK ile LDL (r=0,303 p=0,041), TK (r=0,388 p=0,008) ve TOS (r=0,363
p=0,013) arasinda; eNOS ile OksLDL(r=0,827 p=0,000) arasinda; AST ile ALT (r=0,852
p=0,000) ALT ile TG (r=0,320 p=0,030), TG ile TBARS (r=0,614 p=0,000) ve TOS (r=0,348
p=0,018) arasinda anlamli iligkiler bulundu.

HDL-K ile TOS (r=-0,386 p=0,008) arasinda; LDL ile TK (r=0,818 p=0,000) eNOS (r=0,365
p=0,013) ve oksLDL (r=0,348 p=0,018) arasinda; TK ile eNOS (r=0,348 p=0,018) ve OksLDL
(r=0,320 p=0,020) arasinda anlamli iliskiler bulundu (Tablo 14).

Sporcu grubunun fiziksel, fizyolojik parametreleri ve biyokimyasal parametreleri arasindaki

korelasyon analizi sonucunda diger parametreler arasinda anlamli bir iligki bulunmadi.

Tablo14: Sporcularin fiziksel, fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri arasindaki korelasyon

analizi

BOY VKi TOS eNOS AST TG HDL-K TK OksLDL LDL-K
VA 652%*  687** 336** -224 285 030  -070 ,044 -,203 -,040
LDL-K  -267 ,303** 082 365 -001 069  -135  818**  349**
TK -229  388** 042  348* 081 267  -,009 - 320%*  B18**
TOS 097  363** - 026 052 348 386** 163 ,062 -,082
OksLDL -163 -078 ,081  827** -176  -,209 059  320%* - 348%*
ALT -039  473** 137 - 123  852** | 320** -336** 204** - 087 155
TBARS  -076 117  ,490* -320* ,455* 614** -401** 005 -,132 -,195¢0

VKI: Viicut kiitle indeksi, TOS: Total oksidan stati, eNOS: Endotelyal nitrik oksit, AST: Aspartat amino
transferaz, TG: Trigliserit, HDL-K: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, TK: Total Kolesterol, OksLDL: Diisiik
yogunluklu lipoprotein, LDL-K: Diisiik yogunlukiu lipoprotein, VA: Viicut agwrligi, ALT: Alanin amino transferaz,
TBARS: Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler

Kontrol Grubun Fiziksel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreleri Arasindaki
Korelasyon Analiz Sonuglar:

Boy ile VA (r=0,565 p=0,000) arasinda; LDL ile TK (r=0,890 p=0,000) arasinda; eNOS ile
OksLDL (r=0,738 p=0,000) arasinda; AST ile ALT (r=0,630 p=0,000) arasinda; TG ile TBARS
(r=0,742 P=0,000) arasinda anlaml1 iligskiler bulunmustur (Tablo 15).



Kontrol grubunun fiziksel, fizyolojik parametreleri ve biyokimyasal parametreleri arasindaki

korelasyon analizi sonucunda diger parametreler arasinda anlamli bir iligki bulunmamastur.

Tablo 15: Kontrol grubun fiziksel, fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri arasindaki 6nemli

korelasyonlar

VA TK eNOS AST TBARS
BOY ,565** -,021 ,088 ,209 ,049
LDL-K ,059 ,890** ,105 -,005 ,170
OksLDL ,053 ,029 ,138** ,013 -,038
ALT ,294 -,125 -,439** ,630** -,025
TG ,398** 292 ,046 -,054 ,142%*

VA: Viicut agwriigi, TK: Total Kolesterol, eNOS: Endotelyal nitrik oksit, AST: Aspartat amino transferaz, TBARS:
Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler, LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein, OKkSLDL: Diisiik
yogunluklu lipoprotein ALT: Alanin amino transferaz, TG: Trigliserit
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Tartisma

NO, antioksidan, vazodilator ve bir ¢ok metabolik regiilator 6zelliklere sahip bir gazdir. Nitrik
oksit (NO), endotelyal nitrik oksit sentaz protein (eNOS) diizeyi (Kingwell, 2000) ve eNOS
intron 4a/b polimorfizmi koroner kalp hastaligi risk faktorleridir (Matyar, Attila, Acartiirk,
Akpinar ve Inal, 2005; Salimi et al., 2008).

Aerobik egzersizin endotel fonksiyonu ve kan NO diizeylerini iyilestirdigi bulunmustur.
eNOS intron 4a/b polimorfizminin( eNOSP) plazma NO konsantrasyonu ve KKH ile iliskili
oldugu belirtilmektedir.

Bu nedenle aerobik egzersizin kan NO diizeyleri iizerindeki muhtemel etkisinde belirtilen
polimorfizmin rolii olabilir. Ancak literatiirde buna iliskin benzer bir ¢alismaya rastlanmadi.
Bu nedenle bu calismada diizenli aerobik egzersiz yapan futbol hakemlerinin kan nitrik oksit
ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) protein diizeyi lizerine etkilerini ve bu muhtemel

etkilerde eNOS intron 4a/b polimofizminin roliinii arastirmay1 planladik.

Aerobik antrenmanlarin NO, eNOS ve TBARS diizeyleri iizerine etkileri

Bu c¢alismanin temel bulgulari; polimorfizm gézoniine alinmadiginda NO, eNOS, TBARS ve
kan lipid ve lipoprotein diizeyleri i¢in sporcu ve kontrol gruplari arasinda anlamli fark
bulunmadi (Tablo 4). Ancak SG’nin eNOS degerleri KG’nin degerlerinden anlamli olmasada
%28,9 daha biiyiiktii (Tablo 4). SG’nin TAS degeri KG’ye gore anlamli olarak daha biiyiik
(p=0,000), buna karst OSI (p=0,000) ve oksLDL (p=0,011) degerleri anlamli olarak daha
kiigtiktii. Bu bulgular futbol hakemlerinde aerobik antrenmanlarin antioksidan sistemin
kapasitesini arttirdigini gosterir.

Hem sporcu hem de kontrol grubunda eNOS ile OksLDL (r=0,827 p=0,000) arasinda anlaml1
iliski bulundu. Ancak sporcu ve kontrol grubu arasinda eNOS i¢in anlamli bir farklilik
olmamasina ragmen sporcu grubunun oksLDL diizeyi kontrol grubundan anlamli olarak daha
kiiclik(p=0.000) bulunmasinda yukarida bulunan iligkinin anlamli bir etkisi olmadig:
sOylenebilir.

Poveda et al., (1997) ’nin kosucularda ve bisiklet¢ilerde yaptigi bir treadmill egzersizi
caligmasinda bizim caligmamiza benzer olarak serum NO diizeyleri {lizerinde anlamli bir
etkisinin olmadigin1 bulmuslardir.

Ancak Ozkol, Turgay, Vural, Aksit ve Rudarli Nalcakan (2012)’nin antrene voleybolcularin
ve yliziiclilerin kontrol grubu ile karsilastirilidigi bir ¢alismada; bizimkinden farkli olarak

aerobik egzersizin kan NO diizeylerini iyilestirdigi bulunmustur.

28



Bir baska ¢alismada Turgay et al., (2006) bizim ¢alismamiza benzer sekilde, antrene futbolcu
grubunun bazal kan NO diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olmasada daha biiyiik
bulunmustur.

Aerobik egzersizin bazal kan NO (BKNO) diizeylerini arttirdigi ve BKNO ile aerobik kapasite
arasida bir iliskinin oldugu belirtilmektedir (Kingwell, 2000). Bu calisma verileri bizim
calisgmamizdan farklidir.

Belirtilen g¢alismalar arasindaki farkliliklarda yapilan egzersizin tipi, siiresi, c¢alismasinin
dizayni, ¢caligmaya katilan kisilerin bireysel farkliliklarinin yanmi sira genetik faktorlerinin de

etkisi olabilir.

Aerobik Egzersizin NO ve eNOS Diizeyleri Uzerine Etkisi ve eNOSP’ nin Rolii
Polimorfizm goz 6niine alindiginda; tiim genotip gruplar; [aa homozigot grubu (aa), ab
heterozigot grubu (ab), bb homozigot grubu (bb) ve a tasiyici grubu (aT, TaT= aa+ab)]arasinda
ve ayrica gruplar i¢in karsilastirmalarda yukarda incelendigimiz tiim temel parametreler; NO,
eNOS, TBARS ve kan lipid ve lipoprotein diizeyleri i¢in sporcu ve kontrol gruplari arasinda
anlamli fark bulunmadi (p> 0,05) (Tablo 8, 9, 10,11).

Salimi et al., (2008) yaptig1 bir ¢alismada; eNOSP’ nin koroner kalp hastaligiyla iliskili
oldugunu, bizim ¢alismaya benzer olarak bazal kan NO diizeyi ile eNOSP arasinda anlamli bir
iligkisi olmadig1 bulunmustur.

Literatiirde saglikli bireyler iizerinde aerobik antrenmanlarin NO ve eNOS iizerindeki
muhtemel etkisinde eNOSP nin roliinii inceleyen bir ¢alismaya rastlanmadigindan tartismamiz
sinirh kalmastir.

Bu ¢alismada; kontrol grubunda, aT genotip grubunun eNOS (%17) degeri bb homozigot
grubundan daha biiyiik bulundu. Bu durum belirtilen polimorfizminin bir sonucu olabilir. Bu
farklilik bb genotip grubu i¢in; hem ateroskleroz riski agisindan hem de sportif performans
acisindan bir dezavantaj olarak diisiliniilebilir. Ancak sporcu genotip gruplar1 arasinda eNOS
icin boyle bir farklilik bulunmadi. Bu farklilik aerobik antrenman adaptasyonlarinin bir sonucu
olabilir. Bu bulgu, genetik—evre etkilesiminin bir sonucu olabilir.

Kontrol grubunda; bb genotip grubunun NO (%26), AST (%86) ve ALT (%23) degerleri aT
tasiyici grubundan anlamli olmasada daha biiyiiktii.

Aslinda kontrol grubunda aT tastyict grubunun eNOS degerlerinin bb grubundan daha biiytik
olmasina ragmen beklentimizin tersine; kontrol bb homozigot grubunun serum NO degerleri

aT tastyici gruba gore daha biiyiik bulundu.
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Bu bulgular kontrol grubunda tespit edilen serum NO degerlerinde eNOS’dan bagka
nNOS’unda 6nemli katkisinin olabilecegini isaret eder.

Sporcularda; homozigot bb grubunun NO (%29) degerleri aT grubununkinden daha biiyiik
bulundu. Bu bulgu kontrol grubundaki sonuglara paraleldir.

Sporcularda; aT grubunun oksidatif stresin gostergeleri olan TBARS (%18) ve TOS (%16)
degerinin yanisira kas hasarmin bir gostergesi olarak kullanilan AST (%18) degerleri
homozigot bb grubununkilerden anlamli olmasa da daha biiytiktii.

Bu bulgular sporcu aT genotip grubun aerobik antrenmanlarla olusan oksidan strese karsidaha
duyarli olmasinin bir sonucu olabilir.

aT grubunda antrenman nedeniyle NO’nun saliniminda 6nemli bir farkliligin gériilmemesinde,
yukarida belirtilen duyarliligin rolii olabilir. Clinkii oksidatif stresin NO’nun biyoyararliligini
diisiirdiigii bilinmektedir (Kingwell, 2000). Ayrica bu grupta spor sakatliklar1 insidansinda da
bir artis olmasi beklenebilir. Bu ¢alismada aerobik egzersizin NO ve eNOS iizerinde anlamh

bir etkisi gézlenmedi.

Aerobik Egzersizin Klasik KKH Risk Faktorleri KLLP Uzerine Etkisi ve intron 4a/b
Polimorfizminin Rolii

Aerobik egzersizin KLLP degerleri tizerinde olumlu etkisi bildirilmektedir (Whelton, Chin, Xin
ve He, 2002b). Ancak bu ¢alismada SG ve KG arasinda KKLP degerleri i¢in anlamli bir
farklilik bulunmada.

Senti et al., (2000) yaptiklar1 kesitsel bir ¢alismada bizim sonuglarimizin aksine diizenli fiziksel
aktivite ve aerobik egzersizin, serum TG degerlerini diisiirdiigli ve HDL-K degerlerini arttirdigi
gosterilmistir.

Owens, Matthews, Wing ve Kuller (1990) yaptig1 bir ¢caligmada diizenli aerobik egzersizin
bizimkinden farkli olarak HDL-K seviyelerinin anlamli diizeyde artt1g1 bulunmustur.

Bir diger aerobik calismada; Nalcakan et al., (2016) orta yash Tiirk kadinlarinda, diizenli
aerobik egzersiz yapan sporcu grubunun kan lipid ve lipoprotein diizeylerinin kontrol grubuna
gore bizimkinden farkli olarak daha antiaterojenik oldugu bulundu.

Diger bir ¢alismada ise anaerobik egzersizin HDL-K diizeyleri iizerinde olumlu etkisi
bildirilmistir (Turgay, Sisman ve Aksu, 2015)

Aerobik egzersizin KLLP iizerindeki olumlu etkileri genellikle TG diizeylerinin diigmesi ve
buna paralel olarak HDL-K diizeylerinin artmasi seklinde oldugu belirtilmektedir. Bu
degisiklikler artan lipoprotin lipaz aktivitesindeki artistan kaynaklandigi belirtilmektedir
(Turgay et al., 2015).
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Egersizin KLLP iizerinde etkisinin egzersizin siddeti, siiresi, tipi ve egzersiz oncesiki KLLP
diizeyleri ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Halbert et al., 1999). Bu ¢alismalar arasindaki
farkliliklarda belirtilen faktorlerin rolii olabilir.

Bu ¢alismada sporcu grubunda HDL-K ile TOS arasinda anlaml iligki bulundu(r= -0,386 p=
0,008). Sporcularin serum TOS diizeyleri kontrol grubundan anlamli olarak daha diisiik
bulundu. Bu nedenle sporcularin HDL-K diizeylerinin kontrol grubuna gore daha biiyiik olmasi
beklenir. Ancak sporcu grubunda bdyle bir farklilik gézlenmedi. Bu sonuglar bu c¢alismada
egzersiz antrenmanlarinin HDL-K iizerindeki etkisinin oksidatif stresten bagimsiz oldugu

goriistinti akla getirmektedir.

Sonuc ve Oneriler
Bu bulgular diizenli aerobik egzersizin;
a) Antioksidan kapasiteyi arttirdigini, OksLDL diizeyini diistirdigiinii
b) Kan NO ve eNOS diizeyleri iizerinde anlamli bir etkisi bulunmadigini, ayrica Enos intron
4a/b polimorfizminin de bu sonuglar {izerinde anlamli bir rolii olmadigini,
¢) Kontrol genotip gruplari arasinda serum eNOS ve NO degerleri arasindaki farkliliklarda
belirtilen polimorfizmin rolii olabilecegini,

d) Kan lipid ve lipoprotein diizeyleri tizerinde anlamli bir etkisi olmadigin1 gosterir.

Ancak bu konularda daha giivenli sonuglar elde edebilmek i¢in ¢ok sayida katilimci ile benzer

caligmalarin yapilmasi onerilir.
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EK 2: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMiIS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu calismaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasinmz. Bu calismada
yer almayi kabul etmeden once ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini
anlamanmiz ve kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz
gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice
okuyunuz, sorulariniza a¢ik yanitlar isteyiniz.

GCALISMANIN AMACI NEDIR?

Nitrik oksit (NOYin, damarlarin genislemesini, lokal hlcre blUyumesinin dizenlenmesi, damarlarin
yeniden yapilanmasi, kan pulcugu (Trombosit) denilen ve kanin pihtilasmasinda gérev alan hiicrelerin
ve kanin diger hicrelerinin olusturdugu hasarlardan korunmasi gibi damar metabolizmasinin yani
sagliginin sirdirdlmesinde 6nemli etkisi vardir. Bu etkiler NO’nun ateroskleroz yani arter denilen
damarlarimizda sonunda tikanmaya neden olabilecek bir hastalik sirecinin dnlenmesindeki rollnu
aciklar. NO sentezi, NO sentaz enzimi (NOS) araciligiyla gergeklesmektedir. NOS’un genetik olarak
farkl G¢ izoformu (yani fonksiyonlari baska doku ve organlarda gérev yapan tirleri) tespit edilmistir.
Bunlar; disuk miktarda Uretilerek damarsal gerginlik veya gevseme gibi fonsyonlari ayarlayan
endotelyal (yani damarin igini déseyen epitel dokuya ait) izoformu (eNOS), yine dusuk miktarda Gretilen
sinirsel sekillenme ve ndrotransmisyonu (sinir iletimini) dizenleyen bir néronal (sinirsel) izoformu
(nNOS) ve ylUksek miktarda Uretilerek, immun/inflamatuar olaylarda rol alan uyarilabilir formu (iNOS)
dur. Dizenli aerobik (enerji igin oksijen kullanilarak yapilan) egzersizin, endotelyal NO sentaz gen
ekspresyonunu (Uretimini) arttirarak NO Uretimini arttirdigi ve béylece NO biyoyararliligini iyilestirdigi
disinilmektedir. iskelet kasinin hem hizli kasilan, hemde yavas kasilan kas fibrillerinin her iki NOS
proteinini de sentezledigi saptanmistir. Hizli kasilan—glikolitik kaslarda nNOS, oksidatif kaslarda ise
eNOS seviyeleri 6nemlidir. Aerobik (oksijen kullanma) kapasite ile bazal kan NO dizeyleri arasinda
iliskiler bulunmus ve aerobik egzersizlerin, bazal kan NO dizeyleri tzerindeki olumlu etkileri tespit
edilmistir. Ancak aerobik egzersizin kan NO dizeyleri Uzerine etkisinde endotel nitrik oksit sentaz
(eNOS) protein dlzeyi Gzerine etkisi ve eNOS intron 4 a/b polimorfizminin yani bu enzimi kodlayan
(Ureten) genlerdeki bazi hatalarin roli belirsizdir. Bu ¢alisma sonuglari bu konularda literattire énemli
bilgiler saglayacaktir. Ayrica egzersizin kan lipid ve lipoproteinleri Uzerine etkisi ve eNOS intron 4 a/b
polimorfizminin roli hakkinda bilgi verecektir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Gondlldler, dizenli sigara, alkol, herhangi bir ilag ve antioksidan maddeyi diizenli olarak kullanmayan,
anemi (kansizlik olarak da bilinen, kanda alyuvar, hemoglobin veya ikisinin birden eksikligine bagli
olarak gelisen bir durum), enfeksiyon, obezite (sismanlik) ya da herhangi bir kronik (uzun zaman
boyunca sliren) hastaligi ya da sakathdi bulunmayan, 18-35 yas arasinda, 40-50 futbol hakemi ve ayni
sayida spor yapmayan (sedanter) kisiler bu gruba segileceklerdir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Gondlldler 6nce tibbi muayeneleri yapilip boy, kilo ve vicut kitlesi belirlenecektir. Arastirmanin toplam
suresi 18 aydir. Calismaya kabul edilecek katilimcilar, herhangi bir hastalii veya sakathdi olmayan,
herhangi bir ilaci veya antioksidan bir maddeyi dizenli olarak kullanmayan ve obez olmayan (vicut kitle
indeksi (VKI) <30 olmasl), en az 3-4 aydir diizenli olarak antrenmanlarini yapan 18-35 yas arasi futbol
hakemi (Sporcu grubu) ve benzer sayi ve dzelliklerde diizenli olarak en az 3-4 aydir egzersiz yapmayan
saglikh erkeklerden (Kontrol grubu) olusturulacaktir. Bu ¢alismaya katilacak saglikli yaklasik 80-100
kisinin secimi icin yaklasik 100 kisinin dnce tibbi muayeneleri yapilip bazi biyokimyasal parametrelerine
bakilarak, boy, kilo ve VKIi belirlenecektir. Saglikl oldugu ve kriterlerimize uydugu belirlenen kisiler
calismaya dahil edilecektir.

Yapilacak Diger Fizyolojik Testler: Katilimcilarin dayanikliik dizeylerini belirlemek icin saha
kosullarinda YOYO aralikl dayaniklilik testi yapilacaktir. YOYO isminin bir acihmi mevcut degildir.
Ancak dlnyaca kabul edilen belirtilen amaglarla yapilan standart bir testin adidir.

YOYO aralikh dayaniklilik testinde hizlari gittikge artan toplam 20x2=40m’lik kosular i¢geren standart bir
test bataryasidir. Ardindan 5 metrelik yurlyls veya jog atarak aktif dinlenme gergeklestirilir. Test, istemli



bitkinlige kadar devam eden maksimal bir kosu sonrasi bitirilir. Toplam katedilen mesafe dayaniklilik
performansinin bir élglisi olarak kaydedilir. Belirtilen dayaniklilik testi kisilerin performans dizeylerine
bagdli olarak yaklasik 10-30 dakika arasinda strmektedir.

Ayrica YOYO aralikli endurans testlerinin kontrol grubundaki kisilerin eski sporcular olmasi nedeniyle
belirtilen egzersiz testlerini yapabilecek kapasitede olup saglik acisindan da ciddi bir risk
yaratmayacagini dislinmekteyiz.

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

Yapilacak Testler/Laboratuvar Tetkikleri:

Gondlldlerden sogutulmus, vakumlu, biri mor kapakh EDTA’lI 2 tipe toplam 7,5 mL, digeri 9 ml jelli 2
adet sari serum tipine vendéz kan ornekleri alinacaktir. Serum diz kan 6rnekleri 20 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 2000g’de 15 dk santrifijlenerek serumlari ayrilacaktir. EDTA’lI 1.tlpteki
kan ayni gun icerisinde hemogram, diger EDTA’lI tlpteki kan érneklerinden elde edilen I6kositlerden
izole edilen DNA numunelerinden endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) intron 4 a/b polimorfizmi
belirlenecektir. Serum érneklerinden; endotel nitrik oksit sentaz enzim (eNOS) proteini ve okside dusik
dansiteli lipoprotein (oksLDL) diizeyi, kan lipid ve lipoprotein diizeyleri; NO, total antioksidan statisu
(TAS), total oksidan statlisi (TOS), tiyobarbitirik asitle reaksiyona giren maddeler (TBARS), kan sekeri,
kreatinin, albumin, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) enzim aktiviteleri
ve hemogram analizleri saptanacaktir. Serum ve plazma numuneleri analizler yapilincaya kadar derin
dondurucuda (-82 °C de) saklanacaktir. Analizler 1-2 ay icerisinde gergeklestirilecektir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma kapsamindaki 6l¢cim ve testlere dinlenmis olarak gelmek, en az 3 saat 6nce yemek yemis
olmak, son Ug¢ gun fast food tarzi besinlerle, alkol, sigara, antioksidan madde ya da diger ilaglardan
kesinlikle kullanmamak sizin sorumlulugunuzdur. Bu kosullara uymadiginiz durumlarda arastirici sizi
uygulama digi birakabilme yetkisine sahiptir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?
Arastirmada yer alacak gondillilerin sayisi 80-100 kisi’dir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?
Bu arastirmada yer almaniz i¢in dngérulen sire yaklagik 4-6 saat'tir.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Arastirmalarimiza goére futbol hakemlerinde diizenli aerobik egzersizin kan nitrik oksit ve eNOS protein
dlzeyleri ile oksidatif stres Gizerine etkisinde endotel nitrik oksit sentaz intron 4 a/b polimorfizminin roliine
iliskin literatirde bir galismaya rastlanmamistir. Literatirde bu konuya iligkin ilk calisma olacaktir.
Duzenli egzersizin; kan nitrik oksit dizeyleri, eNOS proteini, kan lipid ve lipoprotein duzeyleri Gzerine
etkisi ve endotel nitrik oksit sentaz intron 4 a/b polimorfizminin roli hakkinda literatlire katki
saglayacaktir.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiISKLER NEDIR?
Kan alma iglemi ile ilgili riskler arasinda nadiren bayilma, kan alinan yerlerde agri ve/veya morarma
sayilabilir. Olasi bir soruna karsi gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN
ILACLAR/BESINLER NELERDIR?

Calisma siresince fast food tarzi besinlerle, alkol, sigara, antioksidan madde ya da diger ilaglar
kesinlikle kullaniimamalidir.

HANGIi KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?
1. Arastirma kapsaminda yapilacak ¢alismalarin tamamina katilamiyor olmak
2. Test ve dlgumler icin gerekli protokollere uyum saglayamamak
3. Olglimler sirasinda hastalanmak veya sakatlanmak
4. Alnan kan érneklerinden yapilan biyokimyasal analizlerin sonuglarinin belirlenen araliklarin
disinda ¢ikmasi



HERHANGI BiR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK KIMDEDIR VE NE
YAPILACAKTIR?

Arastirmaya bagli bir zarar s6z konusu oldugunda ortaya ¢ikan masraflar arastiricilar tarafindan
karsilanacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR IiGIiN KiMi ARAMALIYIM?

Uygulama siresi boyunca, zorunlu olarak arastirma disi ilag almak durumunda kaldiginizda Sorumiu
Arastiriclyr 6nceden bilgilendirmek igin, arastirma hakkinda ek bilgiler almak igin ya da g¢alisma ile ilgili
herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in (+90) 5324670712 no.lu telefondan
Uzm. Dr. Onur Oral ve (+90)5385260425 no.lu telefondan da Dog¢. Dr. Faruk TURGAY’a
basvurabilirsiniz.

CALISMA KAPSAMINDAKIi GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari size veya giivencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel hicbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir. Giderler arastiricilar
tarafindan ve daha 6nce gergeklestiriimis arastirma projelerinden kalan malzemelerden saglanacaktir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?
Ege Universitesi Bilimsel arastirma projesi (BAP) ne basvurulacaktir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK MIDIR?
Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYlI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM
DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz
ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya vazge¢gme 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.

Arastirmanin sonuglari bilimsel amagla kullanilacaktir; galismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan
cikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amacla kullanilabilecektir.

KATILMAMA iLiSKIN BILGILER KONUSUNDA GIZLILIK SAGLANABILECEK MIDIiR?

Size ait tum tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verilimeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Calismaya Katilma Onay:i:

“Duzenli aerobik egzersizin kan nitrik oksit ve endotel nitrik oksit sentaz protein diizeyi Gzerine
etkisi ve endotel nitrik oksit sentazintron 4a/b polimofizminin roli” ¢alismasi kapsaminda alinan biyolojik
orneklerimin (kan, idrar vb.);

(Gonulla tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

Sadece yukarida bahsi gegen galismada kullanilmasina izin veriyorum.
ileride yapilmasi planlanan tiim calismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

Hicbir kosulda kullaniimasina izin vermiyorum.”

Arastirma sonuglarinin/alinan bilgilerin (performans testi ve tahlil sonuglarinin) gondlla ile
paylasiimasi:

Bilgiyi almak istiyorum.
Bilgiyi almak istemiyorum.

Bilgiyi almadiginiz durumda yasal suresi icerisinde bizde saklanarak kimseyle
paylasiimayacaktir.



Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan énce gonulliye verilmesi gereken bilgileri
goOsteren 4 sayfalik metni okudum ve so6zli olarak dinledim. Aklima gelen tim sorulari arastiriciya
sordum, yazili ve sbzll olarak bana yapilan tim acgiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar
altinda, bana ait tibbi bilgilerin gbézden gegirilmesi, transfer edilmesi ve igslenmesi konusunda arastirma
yurGticisune yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katihm davetini higbir zorlama
ve baski olmaksizin buyutk bir gondllulik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel
yasalarin bana sagladidi haklar kaybetmeyecegdimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.
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Tesekkiir

Tez g¢alismamin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve olusumunda ilgi ve
destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, yonlendirme ve
bilgilendirmeleriyle calismami bilimsel temeller 1s181nda sekillendiren sayin hocam Dog. Dr.

Dr. Faruk TURGAY’a

Ayrica kiymetli zamanini benim hazirladigim bitirme projesine ayirip degerlendirdigi i¢in ve
iiniversite hayatimin bu son déneminde bana kattig1 her bilgi i¢in Dog. Dr. Giilbin RUDARLI
NALCAKAN’ a

Laboratuvar 6l¢timlerinde, verilerin toplanmasinda yardimlari olan Doktora 6grencisi Oya

YIGITTURK ’e,
(Calismama katilan goniilliilere,

Calismam boyunca manevi desteklerini benden esirgemeyen ve sabirla destekleyen, ¢cok degerli

aileme ve esim Mert UCAR’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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