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OZET

Egzersizin kardiyovaskiiler sisteme faydalar1 bulunmakta, ancak siddetli egzersiz kalp hasarina
neden olabilmekte ve ozellikle IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokin tretimini indiiklemektedir.
Baslica IL-6 tarafindan diizenlenen hepsidin seviyeleri, egzersiz sonunda artmaktadir. Hepsidin,
siddetli egzersizin olumsuz etkilerine kars1 olas1 bir protektif faktordiir, ¢linkii ekstraseliiler demir
seviyesini azaltmaktadir. Bu ¢alismada, antrenmansiz ve uzun siireli antrenman yapmis sicanlarin
kalp dokularinda tiiketici egzersize yanit olarak IL-6 ve hepsidin mRNA ekspresyonu degisiklikleri
karsilastirilmistir. Otuz adet erkek Wistar albino tiirii sican, hi¢c kosu yaptirilmayan sedanter
kontroller (kon) (n=6), antrenman yaptirilmayip tiiketici egzersiz uygulandiktan hemen sonra feda
edilen (akut hemen) (n=6) ve bir giin sonra feda edilen grup (akut 1) (n=6), uzun siireli antrenman
yaptirilip tiiketici egzersizden hemen sonra feda edilen (kronik hemen) (n=6) ve 1 giin sonra feda
edilen (kronik 1) (n=6) grup olmak tlizere rastgele 5 gruba ayrilmistir. Genel anestezi altinda
sicanlarin kalpleri ¢ikarilmis ve dokular RT-PCR yontemi ile incelenmistir. PCR tiriinleri, agaroz
jel elektroforezi sonrasi bant yogunluklari UV kamera ile goriintiilenerek Image J programu ile
analiz edilmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS 20.0 programi kullanilmis, anlamlilik diizeyi p <
0,05 olarak kabul edilmistir. IL-6 mRNA ekspresyonu seviyesi kontrol grubuna gore akut hemen,
kronik hemen ve kronik 1 gruplarinda anlamli artis gostermis (p < 0,05), maksimum diizeye akut
hemen grubunda ulasmustir. Hepsidin mRNA ekspresyon seviyesi, kontrole kiyasla sadece kronik 1
grubunda anlamli artis gostermistir (p < 0,05). Artms IL-6 seviyesi, tiiketici egzersizin kalp
dokusunda inflamasyona neden olabilecegini gdstermektedir. Ancak, uzun stireli antrenman, I1L-6
ve inflamasyon artisin1 diisiirmektedir. Antrenmanli grupta artis gosteren hepsidin seviyesinin olasi
koruyucu etkisi, IL-6’nin ve uzun siireli antrenmanin anti-inflamatuvar etkileri araciligi ile
aciklanabilir.
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ABSTRACT

Exercise benefits the cardiovascular system, but strenuous exercise can cause cardiac damage and
induce proinflammatory cytokine production, particularly of IL-6. Hepcidin levels, which are
primarily regulated by IL-6, increase when concluding exercise. Hepcidin is a possible protective
factor against the adverse effects of strenuous exercise because it decreases extracellular iron
levels. This study compared changes in IL-6 and hepcidin mRNA expression in response to
exhaustive exercise in the hearts of trained and untrained rats. Thirty male Wistar albino rats were
randomly assigned to groups: sedentary controls (Con) that never ran in the experiment; untrained
animals that were acutely forced to complete exhausting exercise, sacrificed immediately after
exhaustion (UT-i) (n=6) and 1 day after exhaustion (UT-1) (n=6); and trained animals that received
long-term exercise training were forced to complete exhausting exercise, were sacrificed
immediately after exhaustion (T-i) (n=6) and 1 day after exhaustion (T-1) (n=6). The rats were
sacrified under anesthesia by intracardiac blood collection method, cardiac tissues were taken and
cardiac IL-6 and hepcidin mRNA expression levels were examined by reverse-transcription
polymerase chain reaction. After agarose gel electrophoresis, the band intensities of PCR products
were monitorized by an UV camera and then were analyzed using Image J program. The statistical
analyses were performed by using SPSS 20.0 program. The statistical evaluation was accepted as
significant when p value for each test is < 0,05. IL-6 mMRNA expression levels significantly
increased in the UT-i, T-i, and T-1 groups compared with the Con group (p < 0,05), with maximal
IL-6 expression found in the UT-i group. Hepcidin mMRNA expression significantly increased in the
T-1 group (p < 0,05), compared to control. Increased IL-6 levels in rats show that exhaustive
exercise can cause cardiac inflammation. However, long-term training attenuated IL-6 levels and
inflammation. The possible protective effect of increased hepcidin in the trained groups could be
explained by IL-6-mediated anti-inflammatory effects and long-term training.
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1. GIRIS

Fiziksel aktivite, iskelet kaslarinin kasilmasina bagl olarak, enerji tiiketimini bazal diizeyin
tizerine ¢ikaran bedensel harekettir. Egzersiz, fiziksel aktivitenin alt sinifi olarak kabul
edilir, planli yapilandirilmis, istemli, fiziksel uygunlugun bir ya da birkag unsurunu
gelistirmeyi amaglayan, uzun siirmesi gereken viicut aktivitesidir [1]. Diizenli egzersiz,
kronik birgok hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde oldukg¢a etkindir. Kardiyovaskiiler
saglik i¢cin gereken tedavi edici yasam tarzi degisikliklerinin en 6nemli unsurlarmdan biri
olup yasam siiresini uzatmaktadir. Egzersizin, bircok farmakolojik ajanda da oldugu gibi,
yan etkilerinin yaninda (iskelet-kas travmasi, metabolik ve kardiyovaskiiler stres...) bir de
ist-doz limiti bulunmaktadir. Bu limiti agan uzunluk ve siddetteki egzersiz, kalpte ve
damarlarda patolojik yapisal degisikliklere ve ‘yeniden modellenme’ye yol agcabilmektedir.
Ancak uzun siireli antrenman, dayanikliligi artirarak, bu tst-doz limitini daha ileri

diizeylere tastyabilir [2].

Fiziksel egzersiz, stresin bir prototipi olarak degerlendirilmektedir. Cerrahi operasyonlar,
travma, yanik, sepsis gibi bir¢ok klinik stres; egzersizle benzerlikleri olan hormonal ve
immiinolojik yanitlar1 uyarmaktadir [3]. Inflamasyon, viicudun stresli uyaranlara karsi
olusturdugu akut faz yanitidir. Akut faz yaniti, kan akiminda artisla birlikte, sivi, lokosit ve
inflamasyon belirtecleri olan sitokinlerin ve akut faz proteinlerinin sentezinin uyarilmasi ve
birikimi ile karakterizedir [4]. Egzersizde de organizmanin savunma yanitlarindan olan
akut faz yanit1 uyarilmaktadir [3]. Akut faz yaniti, sitokinlerin yapmmini ve inflamasyon
bolgesine dagilimini, lenfositlerin, lokositlerin ve diger antijen temizleyici hiicrelerin
akmini kolaylastirarak; hasar alanmnm sinirlandirilmasini, hasarlayici ajanin yok edilmesi

ya da en azindan izolasyonunu saglar [4, 5].

Sitokinler, inflamatuvar yanita aracilik eden, pro- ve anti-inflamatuvar 6zellik gosteren bir
grup polipeptittir [4]. Akut inflamasyon, iskelet ve kalp kasinda oksidatif stresin artmasi ve
interlokin-6 (IL-6), interlokin-1 B (IL-1B) ve tiimor nekroz faktor a (TNF-a) gibi sitokin
sentezinin artmasi ile iligkilidir. IL-6, IL-1p ve TNF-o’nin artmis seviyeleri muhtemelen
pro-oksidan ve pro-inflamatuvar gevreyi etkilemekte, zamanla iskelet ve kalp kasi

fonksiyonlarmin bozulmasina yol agmaktadir [6].



IL-6 inflamasyonun 6nemli aracilarindan biri olup, genis bir aktivite araligina sahiptir.
Birincil konak yanitinda ve doku tamirinde rol almakla birlikte, homeostatik ve
noroendokrin fonksiyonlar1 da etkilemektedir. IL-6’nin doku hasar1 ve enfeksiyonda
ozellikle karaciger dokusuna etki edip, akut-faz plazma proteinlerinin sentezini uyardigi
bilinmekte [7], bu nedenle degisen sentez diizeylerinin saptanmasi, inflamasyon siddetinin

degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir [4].

Fiziksel aktivitenin tiirii ve siddetinin salinan sitokin tipini etkiledigi bilinmekle birlikte,
egzersizin siiresinin de sitokin sentezi ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir. Egzersizde
IL-6, tim diger sitokinlerden ¢ok daha yiiksek miktarda iretilmektedir. Siddetli bir
egzersizde TNF-a ve IL-1p'da 2-3 kat artis goriiliirken, 1L-6'da dramatik artis saptanmustir
[4]. Egzersizde inflamatuvar faktorlerin yani sira metabolik yanitlarin da IL-6 iretiminde

rolii oldugu gosterilmistir [3].

Doku biitiinliigiiniin bozulmasma neden olan her durumda ‘inflamasyon’ olarak bilinen
lokal reaksiyon goriilmekte, viicudun demir metabolizmasi da bu durumdan
etkilenmektedir. Aktive olmus inflamatuvar hiicreler tarafindan salinan sitokinler, akut-faz
yanitiin ortaya ¢ikmasindan ve karacigerdeki protein sentezi degisimlerden sorumludur.
Inflamasyon siirecinde karacigerde sentezlenen ve bir akut faz proteini olan hepsidinin,
hipoferremin’e yol agarak demir dengesininin  diizenlenmesinde rol oynadigi
diistiniilmektedir [5]. Demir; hemoglobin, miyoglobin ve sitokromlarin temel elementidir.
Eritropoezin yani sira, oksidatif metabolizma ve hiicresel enerji iiretiminde yer alir. Normal
demir metabolizmasinin korunmasi, 6zellikle iskelet kas hiicreleri ve kalp kasi hiicreleri
gibi yogun metabolizma ve yiiksek enerji ihtiyaci olan hiicreler i¢in 6nemlidir. Bu nedenle,

demir eksikligi, egzersiz kapasitesini sinirlandirabilir [8].

Ancak demirin yiiksek diizeyleri, redoks yetenegi nedeniyle, serbest oksijen radikallerinin
tiretimine neden olup, hiicresel bilesenlere zararlar verebileceginden, demirin doku ve
plazmadaki diizeylerinin sik1 bir sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir. Inflamatuvar
kosullarda, bu elemente ulasilabilirligi azaltmak icin demir trafigi dolasimdan
retikiiloendotelyal sisteme dogru yonelir [5]. Viicut demir deposunun azalmasi durumunda,
anemi ve hipokside hepatik hepsidin ekspresyonu down-regiile olurken; demir yiiklemesi

ve inflamatuvar sinyallerle hepsidin ekspresyonu up-regiile olmaktadir [9] .



Bu ¢alismada, tiiketici egzersiz sonucu olusabilecek bir kardiyak hasarda, pro-inflamatuvar
IL-6 ve demire bagl oksidatif stres artigini engelleyerek koruyucu bir rol oynadigi
belirtilen hepsidin iliskisinin kurulmasina ¢alisilacak; bu iki faktor, antrenman yaptirilmis
sicanlar ile akut olarak tiiketiCi egzersize zorlanan siganlarin kalp dokusunda, incelenerek,
irdelenecektir.






2. GENEL BIiLGILER

Fiziksel egzersiz veya fiziksel antrenman, belirli bir fiziksel kapasitesinin artirilmasi ya da
stirdiiriilmesini amaglayan, planli ve yapilandirilmis hareketlerdir [10]. Ev isleri, alisveris
yapma ve diger giinliik yasam aktiviteleri fiziksel aktivite kapsamina girmekte; aerobik
(tempolu yiiriiyiis, spor miisabakalari, bisiklete binme, yiizme) veya anaerobik (agirlik
kaldirma...) gibi viicut aktiviteleri ise planli yapilandirilmis olduklarindan egzersiz

kapsaminda degerlendirilmektedir [11].

Fiziksel aktivitenin siklik, siire ve yogunluk olmak iizere {li¢ bileseni bulunmaktadir. Siklik
(frequency); belirli bir donemde aktivitenin gergeklestirilme sayisini tanimlamaktadir. Siire
(duration); ayn1 siire icerisinde aktivite sirasinda harcanan toplam zamani gostermektedir.
Yogunluk (intensity); aktivite sirasinda bir kisi tarafindan tiiketilen enerji miktarini

agiklamaktadir [11].

2.1. Egzersizde Enerji Kaynagi

Fiziksel aktivitede kullanilan enerji kaynagi baslica aktivitenin yogunlugu ve siiresine bagl
olmakla birlikte, kisinin bu tip egzersizdeki goreceli kapasitesi de belirleyicidir. Enerji
maddelerinin kullanimin1 belirleyen faktorler: Egzersizin yogunlugu (yogunluk arttikca
daha fazla karbonhidrat kullanilir), egzersizin siiresi (siire uzadik¢a yaglarin katkisi artar),

kisinin egzersiz dncesindeki karbonhidrat depolar1 ve fiziksel uygunlugudur [12].

Iskelet kaslari, kasilma igin kabaca 3 enerji kaynagmi kullanir: 15-30 saniyelik yiiksek
siddetli aktiviteler i¢in, ATP-Fosfokreatinin kullanildig1 alaktik anaerobik sistem; 30-90
saniye siireli ve maksimum yogunluktaki egzersizler i¢in glikolitik-laktik anaerobik sistem

ve daha uzun siireli egzersizler i¢in oksidatif-aerobik sistemdir [12].

2.2. Egzersiz Tipleri

Kas kasilmasinin mekanik ve metabolik o6zellikleri bulunmaktadir.

Mekanik smiflandirma kas kasilmasmin ekstremite hareketi iiretip liretmedigi temeline
dayanmaktadir. Dinamik (izotonik) egzersiz ekstremite hareketine neden olup, kas

liflerinin boyunda kisalma meydana geldiginde konsantrik, kas liflerinin boyunda uzama
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oldugunda ise eksentrik kasilma olarak adlandirilir. Statik (izometrik) egzersizlerde ise

ekstremite hareketi olusmamakta, kasin boyu sabit kalmaktadir [13].

Kas kasilmasmin metabolik siniflandirilmasi ise enerji liretimi i¢in oksijen kullanimina

bagli olarak aerobik veya anaerobik metabolizma olarak adlandirilmaktadir [13].

Birgok fiziksel aktivite, dinamik ve statik kasilmalar ile aerobik ve anaerobik
metabolizmay1 farkli oranlarda birlikte icerdiginden, aktiviteler baskin mekanik ve/veya
metabolik 6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir. Buna gore aktivite tipleri, fizyolojik
yanitlarin da degistigi ‘dinamik-aerobik (dayaniklilik)’ egzersizler ve ‘dinamik-anaerobik
(direng)’ egzersizler olarak smniflandirilmaktadir [13].

Fiziksel aktivite yogunluguna goére hafif (light), orta (moderate) ve siddetli (vigorous)

olarak ii¢ seviyede siniflandirilir [11].

2.3. Egzersizin Yararlar

Diizenli fiziksel aktivite; kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser, hipertansiyon,
obezite, depresyon ve osteoporoz gibi bir¢ok kronik hastaligin ve prematiire dogumlarin
onlenmesinde Onemlidir [14]. Egzersizin yararlar1 aerobik ve direng egzersizlerinde

birbirine benzer sekildedir (Cizelge 2.1.) [15].



Cizelge 2.1. Aerobik ve direng egzersizinin yararlari

AEROBIK EGZERSIiZ DIRENC EGZERSIZi
Kardiyovaskiiler patofizyoloji Viicut Bilesimi
Maksimal kardiyak debide artma Kas kuvvetinde artma

Miyokardiyal kan akiminda artma Kemik mineral yogunlugunda artma
Periferal oksijen dagiliminda artma Yagsiz viicut kiitlesinde artma
Miyokardiyal oksijen ihtiyacinda azalma % Viicut yaginda azalma
Sempatik hiperaktivitede azalma Glikoz metabolizmasi
Endotel fonksiyonda artma Bazal insiilin seviyesinde azalma
Fibrinolizde artma Insiilin duyarliliginda artma
Kardiyovaskiiler risk faktorleri Plazma lipitleri ve lipoproteinler
Dinlenim kan basicinda azalma HDL kolesterolde artma
HDL kolesterolde artma LDL kolesterolde azalma
Trigliseritte azalma Trigliseritte azalma
Insiilin direncinde azalma Kardiovaskiiler dinamikler
Fiziksel fonksiyon VO, maksimumda artma
Egzersiz kapasitesinde artma Bazal metabolik hizda artma
Giinliik aktivite performansinda artma Dinlenim kan basincinda azalma
Psikolojik durum Saghk Iliskili Yasam Kalitesi
Yasam kalitesinde artma Ozgiivende artma
Depresyon ve endisede azalma Fonksiyonel bagimsizlikta artma

2.4. Egzersiz Adaptasyonlan

Saglikli bireyler, egzersize kars1 egzersiz kapasitesinde artigla sonuglanan g¢esitli
fonksiyonel ve yapisal degisiklikler gelistirmektedir. Egzersize adaptasyon;
kardiyovaskiiler, pulmoner, endokrin-metabolik, immiinolojik ve iskelet kaslarmi igeren

birgok organ sisteminin koordine yaniti1 ile ortaya c¢ikar. Kardiyovaskiiler sistem
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egzersizden direkt etkilenir ve fiziksel antrenman sirasinda gerg¢eklesen Onemli akut

degisikliklerin bircogundan sorumludur [16].

Tekrarl, agir fiziksel egzersiz miyokard yapi1 ve fonksiyonunda onemli degisikliklere
neden olmaktadir. Bu siireg, egzersizin indiikledigi kardiyak yeniden modellenme
(Exercise induced cardiac remodelling-EICR) olarak adlandirilmaktadir. EICR,
ventrikiillerde genisleme, miyokardiyal hipertrofi ve atriyal dilatasyonu igerir. EICR,
kardiovaskiiler sistemin, egzersiz yapan iskelet kaslarmin gereksinimlerini karsilama

yetenegini gelistirmektedir [17].

2.4.1. Direnc egzersizinde kardiyak adaptasyonlar

Direng egzersizi sirasinda goriilen kardiyovaskiiler yanitlardan miyokard ve vaskiiler
sisteme etki eden basing ve hacim yiiklenmesi sorumludur. Basing yiiklenmesinde direncin
biiyiikliigi, ¢alisan kas kiitlesi ve dinlenme ile tekrarlar arasindaki kasilma siiresi onemlidir
[18]. Direng egzersizi yapan atletlerde sol ventrikiil kiitlesi ve duvar kalinlig1 artmasina
ragmen, sol ventrikiil boyutlarinda degisiklik olmadigindan konsantrik hipertrofi
goriilmektedir [19] (Resim 2.1).

Normal “Egzersiz Oncesi”
Kardiyak Yap1

Konsantrik Sol
Ventrikal
Hipertrofisi

Direnc
Egzersizi

Resim 2.1. Direng egzersizinin kardiyak etkileri. Dinlenim sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonu normal ya da hiperdinamik olabilmekte, erken diyastolik
fonksiyon normal veya hafif azalmis; ge¢ diyastolik fonksiyonda
kompansatuvar artig olabilmektedir. Sol atriyum boyutu normal kalmakta
veya hafif genisleyebilmektedir. Direng egzersizinde sag ventrikiilde
remodeling goriilmemektedir [17]



2.4.2. Dayanikhkhk egzersizinde kardiyak adaptasyonlar

Aerobik egzersizde ise miyokarda ve vaskiiler sisteme etki eden en 6nemli faktér hacim
yiiklenmesidir. Akut dayaniklilik (aerobik) egzersizinde kalp hizi, kalp debisi ve
aktivitenin yogunlugu ile uyumlu VO, pikte artis gerceklesmektedir. Atim hacmi erken
donemde artarken, sonrasinda plato ¢izmektedir [18]. Akut dayaniklilik egzersizi kardiyak
hasar belirteclerinde artisin da goriildiigli 6nemli bir stres faktoriidiir. Akut dayaniklilik
egzersizinde kardiyak yorgunluk (cardiac fatique) olarak bilinen gegici sistolik ve
diyastolik bozulmalar da goriilebilmektedir [20]. Dayaniklilik sporlar1 yapan atletlerde sol
ventrikiil i¢ boyutu ve kiitlesi, sol ventrikiil duvar kalinliginda hafif artis ile karakterize
eksentrik sol ventrikiil hipertrofisi goriilebilmektedir [19] (Resim 2.2.).

Normal “Egzersiz Oncesi”

Kardiyak Yapi
Hafif Sag Eksentrik Sol
\_/entriki.il g Ventrikal X
Dayaniklihik Hiperms FRpericare

Egzersizi

Resim 2.2.  Dayaniklilik egzersizinin kardiyak etkileri. Dinlenim sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonu degismemekte veya hafif azalmakta, erken sol ventrikiil diyastolik
fonksiyonu degismemekte veya artmaktadir. Sag ventrikiil dilatasyonu,
atriyumlarda genisleme gozlenebilmektedir [17]

2.5. Tiiketici Egzersiz

Zorlu tiiketici egzersiz ile artan oksijen kullanimi mitokondriyal sistemden elektron
kagaginda artisa neden olup hiicre igi pro-oksidan ve anti-oksidan homeostazisi
bozabilmektedir [21]. Tiiketici egzersiz, reaktif oksijen radikallerini arttirarak (ROS),
makromolekiillerin  oksidasyonu, enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma
sistemlerinde bozulma, anormal sinyal transdiiksiyonu veya hiicrelerin disfonksiyonu ile

kas, karaciger, akciger ve kalp gibi dokularda oksidatif hasara neden olmaktadir [22, 23].
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2.5.1. Tiiketici egzersizin kalp dokusuna etkileri

Tiiketici egzersizin sagliga zararlar1 olabilecegi bilinmektedir. Ultramaraton kosucularinda
bobrek yetmezligi, sicak ¢arpmasi, ani kardiyak olimler goriilebilmektedir. Doksan km

kosu sirasinda iyi antrenmanli atletlerde pulmoner 6dem rapor edilmistir [24].

Bilimsel veriler, uzun siireli veya tiiketici egzersizin sol ventrikiil sistolik performansi
lizerine zararl etkilerinin olabilecegini gostermektedir [24]. Uzun dayaniklilik egzersizini
takiben kardiyak troponin artisinin goriildiigii kardiyak hasar1 agiklayan 2 hipotez
onerilmektedir. Egzersiz ile olusan miyokardiyal hasar geri doniisiimlii olup; tamirden
sonra miyositlerde hipertrofi ortaya ¢ikmaktadir. Bu siireg, iskelet kaslarinin antrenmana
yanitinda goriilen siiperkompansasyon ad1 verilen siireg ile benzerdir. Ikinci hipoteze gore
ise miyokardiyal hasar sonrasi skar olusumu ile miyokardiyumun fibrotik degisimler ve
aritmi potansiyelinde artigla karakterizedir. Bu hipotez, miyokardiyal hasarin miyokardiyal
replasmanda patolojik bir siirece neden oldugunu ve bunun da kalbe zararli etkilerinin
olabilecegini Onermektedir [25]. Kronik, asir1 dayanmiklilik egzersizi kalp ve biiyiik
arterlerde olumsuz yapisal yeniden modellenmeye neden olabilmektedir. Sayilar1 gittikce
artan veriler maraton, ultramaraton, uzun mesafe tiratlon gibi asm1 dayaniklilik
yarigsmalarinda yer almanin, sag ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunda gecici azalma ile
birlikte atriyum ve sag ventrikiilde gecici akut hacim yliklemesine ve kardiyak
belirteglerde artisa neden olabilecegini ve tiim bunlarm 8-10 giin i¢inde genellikle geriye
dondiiginii  gostermektedir. Tecriibeli asir1 dayamiklilik atletlerinde, tekrarlanan bu
miyokardiyal hasar ve tamir Ozellikle atriyumda, interventrikiiler septumda ve sag
ventrikiilde diizensiz miyokardiyal fibrozis ile sonu¢lanmakta, atriyal ve ventrikiiler
aritmiler icin potansiyel substratlar yaratmaktadir. Hatta bu tiir siirekli ve yiiksek siddetli
dayaniklilik egzersizi; diyastolik disfonksiyon, biiyiikk arter duvarlarinda sertlesme ve

koroner arter kalsifikasyonuna yol agabilmektedir [2].
2.6. Egzersizde Inflamatuvar Yanit

Zorlu fiziksel aktivite asir1 inflamatuvar reaksiyon ve immiinosupresyon potansiyeli ile
hafif, sub-klinik hasarlara neden olabilmektedir. Kas hasari, kompleman sistem
aktivasyonu ve/veya endotoksemi, inflamatuvar yaniti tetikleyen etkenler olarak one

stiriilmektedir. Zorlu bir egzersizde enfeksiyon hastaliklarinda goriildiigii gibi; akut faz
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yanity, lokosit mobilizasyonu ve aktivasyonu, inflamatuvar aracilarin (sitokinlerin)
salinimi, doku hasar1 ve hiicresel infiltrasyon, serbest radikallerin iiretimi, kompleman
sistemin, pihtilasmanin ve fibrinolitik yolaklarin aktivasyonunu kapsamaktadir. Bu
gozlemler, siddetli egzersizle iligkili ~mikrotravmanin  immiin  reaksiyonlar1

indiikleyebilecegini desteklemektedir [26].

Ote yandan fiziksel egzersizin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi uzun dénem koruma
sagladig1 yillardir bilinir. Koruyucu etki de egzersizin indiikledigi inflamatuvar stireglerin
aktivasyonu ile ortaya c¢ikar. AKut egzersize yanit olarak, lokositlerin, pro-inflamatuvar
sitokinlerin ve kemokinlerin dolasimda artis1 ile (pro-inflamatuvar yanitlar) olusan
potansiyel zararlar, anti-inflamatuvar mekanizmalarm es zamanli aktivasyonu ile
sinirlandirilmaya ¢aligilir. Tekrarli egzersiz antrenmanlart ise sistemik inflamatuvar
belirtegleri azaltmaktadir. Egzersizin sagliga biitiin etkileri, pro- ve anti-inflamatuvar

etkilerin dengelenmesi sayesinde ortaya ¢ikar [27].

Akut faz yaniti; enfeksiyon, doku hasari, travma veya ameliyat, neoplastik biiylime veya
immiinolojik hastaliklar nedeniyle homeostaziste meydana gelen lokal veya sistemik
bozukluklara organizmanm oOnemli sistemik reaksiyonudur. Bir doku hasarinda, veya
mikroorganizmanmin invaze oldugu bolgede, pro-inflamatuvar sitokinler salinir ve
dolasimda inflamatuvar hiicreler aktive olur. Bu yanitlar daha fazla sitokinin ve kanda
dolasan diger inflamatuvar aracilarm tiretimini tetikler. Sitokinler, farkli hedef hiicrelerdeki
reseptorleri aktive ederek hipotalamus-hipofiz-adrenal yolagin aktivasyonu, biiyiime
hormonunun sekresyonunda azalma, ates, anoreksi, negatif azot dengesi ve Kkas
hiicrelerinin katabolizmas: ile karakterize bir¢ok fiziksel sistemik reaksiyona neden olur.
Bunlara ek olarak; plazma diisikk ve yiiksek yogunluklu lipoprotein bagli kolesterolde
(LDL ve HDL), lokosit sayisinda azalma; adrenokortikotropik hormon ve glikokortikoit
diizeyinde artma, kompleman ve koagiilasyon sisteminin aktivasyonu, serum kalsiyum,
bakir, demir, vitamin A seviyelerinde azalma, hepatik metabolizmanin degisimine bagl

cok sayida akut faz proteini konsantrasyonunda degisiklikler meydana gelmektedir [28].

Egzersizle iligkili inflamasyonda da, doku demir deposunda artig; serum demirinde (serum
ferritini), total demir baglama kapasitesinde, transferin ve transferin saturasyonunda

azalmay1 iceren demir metabolizma degisiklikleri ortaya ¢ikar [29].



12

2.7. Egzersizde Salinimi Artan Akut Faz Proteinleri

Akut faz proteinleri, enfeksiyon veya inflamasyon sonrasi homeostazisin diizenlenmesinde
onemli gorevler yapmakta; hemostatik, mikrobisidal ve fagositik fonksiyonlar: etkileyerek,
antitrombik ve antiproteolitik rol oynamaktadir. Akut faz proteinleri tip I ve tip Il olmak
iizere 2 alt gruba ayrilmaktadir. Tip I proteinler; interlokin 1-o (IL-1a), interlokin 1-p (IL-
1B), tiimor nekroz faktor-o (TNF-a), tiimor nekroz faktor-p (TNF-P) gibi IL-1 ve benzeri
sitokinler tarafindan uyarilan serum amiloid A (SAA), C-Reaktif protein (CRP),
kompleman C3, haptoglobulin, a-1 asit glikoproteini icermektedir. Tip II proteinler; l16semi
inhibitor faktor (LIF), interlokin-11 (IL-11), onkostatin M (OSM), silyer norotrofik faktor
(CNTF), kardiyotrofin-1 (CT-1) gibi interlokin-6 (IL-6) benzeri sitokinler tarafindan
uyarilmaktadir [30].

2.7.1. Hepsidin

[k kez insan plazma ultrafiltratindan elde edilen ve antimikrobiyal peptit (LEAP-1) olarak
adlandirilan hepsidin karaciger tarafindan eksprese edilmektedir [31]. Hepsidin daha sonra
insan idrarinda da izole edilmis ve hepatik orjini nedeniyle hepsidin olarak adlandirilmistir
[32]. insanlarda hepsidin 19. kromozomda bulunan HAMP geni tarafindan kodlanmaktadir
[32, 33]. Insan hepsidin formlar1 2-3 kilodalton biiyiikliigiinde, birbirine 4 disiilfit bagiyla
bagli sekizi sistein rezidiisii olmak tizere 20-25 aminoasit uzunlugunda olup [32], plazmada

a-2 makroglobulin ile tasmmaktadir [34].

Pigeon ve digerleri (2001), hepsidin ve demir arasindaki iliskiyi ilk kez kurarak farelerde
demir yiiklemesi ve inflamasyon ile hepsidin mRNA diizeyinde artis oldugunu
gostermislerdir [33]. Daha sonra Nicolas ve digerleri (2001, 2002), hepsidinin demir
metabolizmasimnin diizenlenmesinde gerekli bir sinyal molekiil oldugunu, hepsidin asir1
ekspresyonunun demir eksikligi anemisine ve hepsidin inhibisyonunun dokularda demir

birikmesine neden oldugunu saptamiglardir [35, 36].

Hepsidin’in kaynagi

Sistemik dolasimdaki hepsidin iiretiminin biiyiik cogunlugundan baglica karaciger sorumlu

olmakla birlikte; kalp [31, 9, 33], beyin, prostat, tiikriikk bezi, trakea, akcigerler [31, 33],



13

bobrek [37], pankreas [38], mide, ince barsak, kolon, timus [33], adipoz doku, medulla
spinalis, miyeloid hiicreler, splenik ve alveolar makrofajlar ve monositleri [39] kapsayan

diger dokular da bu diizenleyici proteini sentezleyebilmektedir.

Demir metabolizmasi

Bir eser element olan demir; hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar, NADH Dehidrogenaz,
lipooksijenaz, siiperoksit dismutaz, riboniikleotid rediiktaz, fosfatazlar1 kapsayan bircok
protein ve enzimin bilesenidir [40]. Yetiskinlerde viicut demir igerigi 3-5 gramdir (45
mg/kg kadin, 55 mg/kg erkek). Viicut demirinin % 60-70’i hemoglobinde bulunur.
Yaklasik % 20-30 kadar1 ise ferritin ve hemosiderin seklinde hepatositlerde ve
retikiiloendotelyal sistem makrofajlarinda yedek demir olarak saklanir. Kalan demirin
kiigik bir kismi ise miyoglobin seklinde kaslarda veya enzimlerde bulunmaktadir.
Transferine baglanan demir miktar1 yaklagik 3 mg’dir ancak bu demir tasiyan kisim ¢ok

dinamiktir ve giinde 10 kez degismektedir [41].

Yiiksek konsantrasyonda demir, oksijen serbest radikallerini iiretme yetenegi nedeniyle
toksiktir [40]. Kalp hiicrelerinde asir1 demir birikiminin Fenton reaksiyonu araciligiyla
hidrojen peroksit olusumunu artirdigi, oksidatif stres ve DNA hasarma bagli miyokardiyal
hasara yol a¢tig1 gosterilmistir. Viicut, demiri besinlerden alir. Viicuttan aktif bir atilim
yolunun olmamasindan dolay1 diyet demirinin duedonumdan emiliminin diizenlenmesi
demir homeostazisinde 6nemli rol oynamaktadir [42]. Bu nedenle demir yiiklemesini
Onlemek icin, organizmanim ihtiyacina gore, demir alimini, kullanimini, salmimimi ve
depolanmasimi diizenleyen c¢esitli mekanizmalar gelismistir. Hiicresel diizeyde bu
diizenleme, IRE-IRP (demir yanit elementleri — demir diizenleyici proteinler) araciligiyla,

sistemik diizeyde hepsidin hormonu ekspresyonunun degisimi yoluyla gerceklesmektedir

[43].

Demirin barsaklardan emilimi

Diyet demiri, en ¢ok ferrik (Fe*®) veya ‘hem’ seklinde duedonal enterositler tarafindan geri
emilime ugramaktadir. Enterositlerin apikal ylizeyindeki duedonal sitokrom-b (Dcytb)
araciligtyla indirgenmesinden sonra demir, hiicreye divalen metal tasiyici-1 (DMT-1) ile

giris yapar. Hem molekiiliiniin hem tasiyici protein-1 (HCP-1) reseptorii tarafindan absorbe
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edildigi ve hem oksijenaz-1 (HO-1) tarafindan demirden ayrildigi bildirilmistir. Demir
hiicreye girdiginde ferritin seklinde depolanmakta ve ihtiyag arttiginda hiicresel demir ¢ikis
kanali ferroportin (FPN) araciligiyla plazmaya salmmaktadir. Intestinal hiicrelerde
ferrooksidaz hefastin ile, non-intestinal hiicrelerde seruloplazmin ile okside edildikten
sonra demir, plazmada taginmak iizere transferine baglanir. Diyetle almiminin yani sira

demir, makrofajlar tarafindan yikilan yasl eritrositlerden de geri kazanilmaktadir [44].

Demir emilimi, sistemik sinyaller ve lokal demir seviyeleri tarafindan diizenlenmektedir.
Lokal demir konsantrasyonlar1 demir diizenleyici proteinin (IRP) RNA baglanma
aktivitesini degistirmekte, bu da DMT1 ve FPN seviyelerini etkilemektedir. Viicut demir
gereksinimini etkileyen sistemik faktorler ise karacigerde sentezlenen ve ferroportine
baglanarak, onun internalizasyonu ve degradasyonunu indiikleyen hepsidin ekspresyonunu

etkileyerek demir emilimini azaltir (Resim 2.3.) [45].

Liimen % Hem
Fe* Fe?*
Demir emilimini etkileyen faktorler
Demir __
depolart Entropoez oram Hipoksi g syon
|RP‘1H2\
VL‘___‘__‘_‘_‘_-_-_ Q
Dolasim Hepsidin
Duodenal enterosit Karaciger (hepatosit)

Resim 2.3. Barsakta demir geri emiliminin sistemik diizenlenmesi
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Hepsidin sentezinin diizenlenmesi

Hepsidin ekspresyonu, demir depolarinun durumu, eritropoez hizi, inflamasyon ve hipoksi
gibi sistemik uyaranlar tarafindan etkilenmektedir. Bu uyaranlar, hepatositlerin hiicre
yiizeylerinde bulunan hemakromatoz proteini (HFE), transferrin reseptor 2 (TfR 2),
hemojuvelin (HJV), Matriptaz 2 ve IL-6 reseptorii (IL-6r) gibi proteinler araciligiyla
hepsidin seviyesini kontrol etmektedir. Bu ylizey proteinleri BMP-SMAD, JAK-STAT ve
HIF 1 gibi sinyal iletim yollarin1 aktive ederek, hepsidini kodlayan HAMP geninin
transkripsiyonunu degistirmektedir. Cesitli uyaranlar, hepsidin ekspresyonunu diizenlemek
icin ¢oklu sinyal yollarin1 kullanabilmekte, net hepsidin seviyesini belirlemede pozitif ve

negatif uyaranlar arasindaki etkilesim 6nemli olmaktadir [46].

Hemokromatoz proteini (HFE), transferrin reseptor 2 (TfR2) ve hemojuvelinin membran
formu (mHJV) HAMP transkripsiyonunun pozitif diizenleyicileridir. Hipoksi, anemi,

artmig eritropoez ve azalmig demir deposu hepsidin ekspresyonunu azaltir [47].

Fare ve insanda, bakteriyel liposakkarit (LPS) veya IL-6 gibi inflamatuvar medyator
uygulanmasmin hepsidin tlretimini artirdigi gosterilmistir. Birgok ¢alismada hepsidin
ekspresyonunun baskin inflamatuvar medyatoriiniin IL-6 oldugu belirtilmistir. LPS, IL-1
veya TNF-a gibi diger inflamatuvar ajanlar tarafindan hepsidinin indiiklenmesi, bunlarin
sekonder olarak IL-6 ekspresyonunu destekleme yetenegine bagh gibi goriinmektedir.
Diger sitokinlerde oldugu gibi, IL-6’nin reseptériine baglanmast STAT aile iiyelerinin
aktivasyonuna neden olan sinyal yolunu indiikler. Bir¢ok ¢alismada, IL-6 bagimli STAT
sinyal iletiminde STAT-3’lin hepsidin gen promotoruna baglanarak hepsidin gen
transkripsiyonunu  aktive ettigini  bildirilmistir. Bu goézlem, inflamasyon-hepsidin
baglantisini agiklarken; IL-6’ya hepsidin yanitinin BMP yolunun isbirligi ile gerceklestigi
kanitlanmistir [48].

Hepsidin ve egzersiz

Egzersizin inflamatuvar dogasi sonucu fiziksel aktivite sonunda hepsidin aktivitesinin de
arttig1 gosterilmistir [49]. Egzersizin yogunluguna ve siiresine bagh olarak plazmada ve
idrarda hepsidin diizeyleri degismektedir [50-54]. Egzersize yanit olarak hepsidin gen

ekspresyonundaki artistan IL-6’nin sorumlu oldugu 6ne siiriilmektedir [55].
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2.8. Egzersizde Salinimi Artan Sitokinler

Sitokinler, interlokinler (IL), tiimor nekroz faktorler (TNF), interferonlar, biiylime
faktorleri, koloni stimiilator faktorler (CSF), hiicre adhezyon molekiillerini kapsayan ¢esitli
gruplara ayrilir. Cogunlukla, her sitokin ailesi akut inflamasyonun belirli yonlerine katkida
bulunur. Sitokinler, baskin eylemlerine gore pro- veya anti-inflamatuvar olarak karakterize
edilir. Inflamasyon baslangicinda, pro-inflamatuvar sitokinlerde (IL-1p, TNF-o ve IL-6)
up-regiilasyon gergeklesir. Hasar veya enfeksiyon alanindaki yerlesik makrofajlardan
salman IL-1PB ve TNF-a, inflamatuvar yanit1 baslatmakta ve tipik olarak lokal endotelden
IL-6 sentezini indiiklemektedir. Pro-inflamatuvar sitokinler lokal ve sistemik olarak gorev
yapar. Akut inflamasyonda pro-inflamatuvar sitokin artisi1 yaninda, IL-1 reseptor
antogonisti (IL-1ra) ve IL-10 gibi birgok anti-inflamatuvar sitokin de eksprese edilir [56].

Inflamatuvar sitokinler, tamiri baslatmak iizere nétrofillerin ve daha sonra monositlerin
hasarli kas hiicrelerinin oldugu bélgeye ve metabolik olarak aktif diger dokulara hizla

gOciinii saglar [57].

Insan galigmalari, akut inflamatuvar yanitta oldugu gibi egzersiz sirasmda da TNF-a, IL-1
B, 1IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin ve IL-1ra, TNF reseptorleri gibi sitokin inhibitorlerinin
arttigin1  gostermektedir. Dayaniklilik egzersizi sirasinda ise pro-inflamatuvar sitokin
tiretimi down-regiile olmakta, IL-1ra ve IL-10 up-regiile olmakta ve (anti-inflamatuvar) IL-
6’da artis goriilmektedir. Akut, siddetli ve uzun bir egzersiz ise dolasimda TNF-a, IL-1p ve
(pro-inflamatuvar) IL-6 seviyelerinde artis1 indiiklemektedir. Bu durum sitokin
inhibitorleri (IL-1ra, STNF-rl ve sTNF-r2) ve anti-inflamatuvar sitokin IL-10 tarafindan
dengelenmeye calisilir. Lokal inflamatuvar reaksiyonlar aktive olan makrofajlar veya

inflamatuvar sitokinler ile kas hiicrelerinin apoptozu veya nekrozu ile indiiklenmektedir

[58].

Zorlu ve/veya uzun siireli fiziksel aktivite, yukarda sayilan mekanizmalar ile kas ve diger
dokularda hasara neden olmakta ve bdylece proinflamatuvar sitokinler, kemokinler ve
diger inflamasyon aracilarmin salinimi ile karakterize inflamatuvar yanit ortaya
¢cikmaktadir [59]. Bir diger yandan da, fiziksel aktivite, kortizol [60] ve anti-inflamatuvar
sitokinler gibi immiinosiipresan aracilarin salimimi yoluyla inflamasyonun kars1

diizenlenmesini de indiiklemektedir [59].
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2.8.1. Interlokin-6 ve kaynaklari

Interlokin-6, 22-28 kD agrhiginda pleitropik bir sitokindir. 28 aminoasit sinyal dizisi ve
184 aminoasit olgun kismi olmak iizere 212 aminoasitli Onciil protein olarak

sentezlenmektedir [61].

IL-6 birgok farkli hiicre tarafindan tretilmekte olup in vivo kaynaklarinin monositler,
makrofajlar, fibroblastlar, vaskiiler endotelyal hiicreler oldugu gosterilmistir. Cesitli
uyaranlara kars1 IL-6 eksprese ettigi bilinen diger hiicreler keratinositler, osteoblastler, T
hiicreler, B hiicreler, notrofiller, eozinofiller, mast hiicreleri, diiz kas hiicreleri, iskelet kas1
hiicreleri [61], dendritik hiicreler, sinoviyal hiicreler, stromal hiicreler, mezensial hiicreler,

glial hiicreler, noronlar, kondrositlerdir [62].

IL-6’nin dolagimdan elimine edilmesinde hepatosplanik visseranin gorevli oldugu
gosterilmistir ve bu sayede IL-6 birikimin negatif kronik metabolik etkileri
sinirlandirilabilmektedir [63].

Interlokin-6 ve inflamasyon

Lokal ve sistemik akut inflamatuvar yanit siirecinde IL-6, akut faz reaksiyonlarini
indiiklemekte ve pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun azaltilmasi ve IL-1 reseptor
antagonist protein (IRAP), TNF soluble reseptor (TNFsR) ve ekstrahepatik proteaz
inhibitérlerini kapsayan anti-inflamatuvar molekiilleri up regiile ederek; akut inflamatuvar
yanit seviyesini kontrol etmektedir. Ozellikle intraseliller viral veya bakteriyel
enfeksiyonlar gibi kronik hastaliklar sirasinda ise IL-6, sadece akut faz reaksiyonlarin
meydana getirilmesinde degil, ayn1 zamanda B hiicre farklilasmasi, immiinglobulin
sekresyonu ve T hiicre aktivasyonunu kapsayan spesifik hiicresel ve humoral immiin
yanitlarin gelisiminde de rol oynamaktadir. IL-6 tarafindan gerceklestirilen biitiin bu

aktiviteler, homeostazisi saglamak yoniindedir [64].

Enfeksiydz inflamasyonun erken fazinda IL-6 monositler ve makrofajlar tarafindan
sentezlenir. Yanik veya travmatik hasar gibi non-enfeksiydz inflamasyonlarda, hasarlanan
veya Olen hiicrelerden kaynaklanan hasar iligkili molekiiler sinyaller 1L-6 sentezlemektedir.

Hepatositler iizerine etki ettiginde IL-6; CRP, serum amiloid A, fibrinojen, hepsidin,
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haptoglobin ve antikimotripsin gibi akut faz proteinlerini kuvvetle indiiklerken; alblimin,

sitokrom P450, fibronektin ve transferini azaltmaktadir (Resim 2.4.) [62].
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Resim 2.4. IL-6’nin kaynaklar1 ve etkileri

Interlokin-6 ve egzersiz

Son yillarda IL-6 seviyesinin egzersize yanit olarak dramatik bigimde arttig1 gosterilmistir
[61]. Egzersizle dolasimda artan IL-6’nin kasilan iskelet kaslar1 tarafindan sentezlendigi
birgok ¢alismada gosterilmistir [65-67]. Egzersize yanit olarak IL-6 sentezinin tip | kas
liflerinde baskin oldugunun ileri siiriilmesine karsin [68], bazi arastiricilar tip 11 kas

liflerinde mRNA ve protein sentezinin daha yiiksek oldugunu savunmaktadir [69].

IL-6 sentezi igin tipik uyaranlar TNF-o ve IL-1’dir [61]. Ancak, uzun dayaniklilik
egzersizi sonrast TNF-a az bir miktarda artmasina karsin, egzersizin indiikledigi IL-6
yaniti TNF-o tarafindan baslatilmamaktadir [26]. iskelet kaslar1 tarafindan IL-6
sentezindeki artig; kas kasilmasi, sitozolik kalsiyum konsantrasyonu ve kalsindrin ile
iliskilendirilmektedir [70, 71]. Egzersiz sirasindaki oksidatif streste artig, diisiik glikoz
ulagilabilirligi, diisiik glikojen igerigi, katekolaminler, hipertermi ve iskemi-reperflizyon
gibi metabolik ve hormonal degisiklikler kastaki IL-6 mRNA ve protein igerigini

artirmaktadir [72]. Egzersizde yogunluk ve siirenin plazma IL-6 seviyesini belirledigi
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gosterilmistir [73]. Maraton ve yari-maraton kosusunun benzer siddette yapilmasina bagl
olarak; gozlenen farkli serum IL-6 artismin egzersizin siiresi ile iliskili oldugu

diistiniilmistir [74].

Karaciger, adipoz doku, hipotalamik-hipofiz-adrenal yolagi ve Iokositler iizerine olan
etkileri araciligiyla 1L-6, egzersize karst metabolik ve immiinolojik yanitlar
diizenlemektedir [72]. IL-6’nin kas glikoz almimini, glikojen sentezini, laktat {iretimini ve

lipit oksidasyonunu artirdigi gésterilmistir [75].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Secimi

Bu BAP projemiz (01/2013-09), daha 6nceki 01/2007-76 no’lu BAP projemizin devami
niteliginde olup, tiiketici egzersizden sonra ¢ikarilan ve uygun kosullarda saklanan kalp
dokularmin ¢alisilmasi ile gergeklestirilmisti. On iki hafta siire ile antrenman
yaptirildiktan sonra tiiketici egzersiz uygulanmis siganlarla (n=12), antrenman yapmadan
tiiketici egzersize zorlanmis siganlarin (n=12) kalp dokular1 kullanilmis; 6l¢iilen 1L-6 ve
hepsidin ekspresyonlari, akut ve kronik gruplar ve herhangi bir fiziksel aktiviteye

zorlanmamus kontrol grubu (n=6) degerleri ile karsilagtirilmistir.

Bu arastirmada kalp 6rnekleri kullanilan 30 adet, 3 aylik, Wistar Albino tiirii yetiskin erkek
sicanlar kullanilmistir. Denekler Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezi’nden (GUDAM) temin edilmistir. Sicanlar GUDAM deney hayvani yetistirme
laboratuvarlarinda, 22-25 °C normal sicaklik, % 40 £ 5 nem, 12 saat aydinlik-karanlik
dongiisii, standart yem ve su saglanan ortamda, her kafeste 4 sigan olacak sekilde standart

kafeslerde barmdirilmislardir.
3.1.1. Gruplar
Deney hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak sekilde rastgele 5 gruba ayrilmistir.

Kontrol grubu (sedanterler) (K; n=6)

Kontrol grubu egzersiz protokoliine tabi tutulmayan 6 adet sedanter sicandan

olusturulmustur.

Akut hemen grubu (n=6)

Antrenman yaptirilmayan bu gruba akut olarak tiiketici egzersiz uygulanmis, denekler

tiikketici egzersizden hemen sonra feda edilmistir.
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Akut 1 grubu (n=6)

Antrenman yaptirilmayan bu gruba akut olarak tiiketici egzersiz uygulanmis, denekler

tiikketici egzersizden 1 giin sonra feda edilmistir.

Uzun sureli (kronik) egzersiz hemen grubu (n=6)

On iki hafta boyunca, hafta 5 giin/30 dk antrenman yaptirilan kronik egzersiz grubuna, son
egzersizden 1 giin sonra tiiketici egzersiz uygulanmis, denekler tiiketici egzersizden hemen

sonra feda edilmistir.

Uzun siireli (kronik) egzersiz 1 grubu (n=6)

On iki hafta boyunca, hafta 5 giin/30 dk antrenman yaptirilan kronik egzersiz grubuna, son
egzersizden 1 giin sonra tiiketici egzersiz uygulanmis, denekler tiiketici egzersizden 1 giin

sonra feda edilmistir.

3.2. Egzersiz Protokolii

3.2.1. Kosu bandina (treadmill) uyum uygulamasi

Tiketici egzersiz uygulanacak gruplar, kosu bandma adapte olmalar1 amaciyla 5 giin

boyunca, 10 dakika siireyle, 7 m/dk hizda ve 0° egimde kosturulmustur [71].

3.2.2. Antrenman (kronik egzersiz) uygulamasi

Kronik egzersiz grubuna, 12 hafta boyunca ve haftada 5 giin, giinde 30 dakika olacak
sekilde, 2 adet sican kosu bandinin 8 kanalinda her giin ayni saatte kosu yaptirilmistir.
Kosu programinin ilk 5 dakikasi 1sinma amacli olup denekler 7 m/dk hizda ve 0° egimde
kosturulmusg, sonraki 20 dakika submaksimal egzersiz niteliginde olup 15 m/dk ve 15°

egimde kosturulan denekler, son 5 dakika baslangi¢ egzersizi ile sogutulmuslardir [76].
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3.2.3. Tiiketici egzersiz uygulamasi

Denekler, 5 dakikalik 1smma egzersizinden sonra, maksimal egzersiz diizeyi olarak kabul
edilen 20 m/dk hiz ve 5° egimde tiikenene kadar kosturulmustur. Siganlarm treadmill
iizerindeki 0,35 mA’den 1,5 mA’e kadar elektrik soku verilebilen 1zgara {izerinden
kacamayip, birka¢ dakika sirt iistii hareketsiz olarak yatmalar1 tiikenme kriteri olarak kabul

edilmistir [77].

3.3. Cerrahi Uygulama

Deneyler GUDAM’m  cerrahi  laboratuvarlarinda, steril cerrahi  sartlarinda

gergeklestirilmistir.

Intraperitoneal 45 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar 50 mg/ml, Eczacibasi Ilag
Pazarlama A.S. Liileburgaz, istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun
Abdi Ibrahim ilag Pazarlama A.S., Istanbul, Tiirkiye) verilerek anestezi saglanan tiim
denekler intrakardiyal kan alimi1 yontemiyle feda edilerek; gesitli doku 6rnekleri alinmis,
bu 6rnekler paketlenip saklanmak iizere sivi azot tankina konulmus ve kalp doku 6rnekleri

calisana kadar — 80 °C’de saklanmustir.

3.4. Analiz Yontemleri

IL-6 ve hepsidin transkripsiyonunun 6l¢iilmesinde, Gazi Universitesi (01/2013-09 no’lu)
Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) destekleme programi uyarinca temin edilen ticari Kitler
kullanilmig; ancak dokular sivi azot iginde Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilim Dali Laboratuvarma tasinarak, 6l¢iimler gergeklestirilmistir.

3.4.1. Dokularin homojenizasyonu ve total riboniikleikasit (RNA) izolasyonu

Molekiiler galismalarin yapilabilmesi amaciyla Total RNA izolasyon kiti (Qiagen Fibrous
Tissue Mini Kit K74704) kullanilarak kalp dokusu 6rneklerinden oncelikle homojenizat
eldesi ve homojenizattan total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu kitin i¢erigi asagida

belirtilmistir:



RLT tamponu (Guanidiyum Tiyosiyanat igerir, 45 ml)
RPE tamponu (Konsantre, 11 ml)

RWI1 tamponu (Etanol igerir, 45 ml)

Riboniikleazdan arindirilmis deoksiriboniikleaz (DNase) seti (DNA’lar1 denatiire eder)
icerigi:

a. RDD tamponu (2 ml)

b. RNase Free DNase I (1 tiip, 1500 iinite)

c. Riboniikleazdan armdirilmis su (1,9 ml)

Proteinaz K (Proteinleri denatiire eder, 2 ml)
Riboniikleazdan armndirilmis su (4x10 ml)

RNeasy mini spin kolon (50 adet)

1,5 ml ependorf tiip (50 adet)

2 ml toplama tiipii (50 adet)

el A

©oo~N O

On hazirlik asamas1 olarak RLT tamponuna % 1 oraninda B-merkaptoetanol eklenmistir.
Konsantre RPE tamponu hacminin 4 kati etil alkol ilavesi ile diliie edilmistir. Toz
halindeki DNAase I lizerine 550 pl riboniikleazdan arindirilmis su eklenerek DNase | stok

soliisyonu hazirlanmistir.

Hassas terazide tartilarak 60-100 mg olacak sekilde alinan dokular sivi azot varliginda
ezilmistir. Ezilen dokular homojenizasyon tiipiine aktarilip iizerine 300 ul RLT + BME
karisimi ilave edilmistir. Buzlu ortamda 2 dakika siire ile 30 doniis/dakika (rpm) hizda
homojenizasyon islemi tamamlanmistir (Glas-Col, 099C-K5424).

Homojenizata 590 pl riboniikleazdan arindirilmis su ve 10 upl proteinaz K eklenmis,
vorteks ile karistirilmistir. Homojenizatlar ependorfa aktarilip su banyosunda +55 °C’de 10
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiipler 10 000 g’de 3 dakika +22 °C’de
santrifiij edilmistir. Siipernatantlar (yaklagik 900 ul) yeni ependorf tiipiine pipetlenmis ve
stipernatant hacminin yaklasik yaris1 kadar (450 pl) etil alkol ilave edilerek pipetajla
karigtirilmistir. Siipernatant ve etil alkol karigimindan yaklagik 700 pl toplama tiipii icine
yerlestirilmis olan mini spin kolon membranma pipetlenerek +22 °C’de 8000 g’de 15
saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipiinde biriken siv1 atildiktan sonra kalan siipernatant-
etil alkol karisimi toplama tiipii i¢ine yerlestirilmis olan mini spin kolon membranma
pipetlenerek +22 °C’de 8000 g’de 15 saniye santrifiij edilmistir. 350 pl RW1 tamponundan
mini spin kolon membranina pipetlenmis ve +22 °C’de 8000 g’de 15 saniye santrifiij
edilmistir. Toplama tiiplinde biriken sivi atilmistir. 10 pul DNase I stok soliisyonu 70 pl
RDD tamponuna ilave edilip karistirildiktan sonra 80 pl DNase I-RDD tampon karigimi

mini spin kolon membranina pipetlenerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi sonunda RW1 tamponundan 350 ul mini spin kolon membranma
pipetlenerek +22 °C’de 8000 g’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipi atilip, mini
spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. Takiben RPE tamponundan 500 pl
mini spin kolon membranina pipetlenerek +22 °C’de 8000 g’de 15 saniye santrifiij edilmis,
toplama tiipiinde biriken sivi atilmistir. Etil alkol ile diliie edilmis olan RPE tamponundan
500 pl, mini spin kolon membranina pipetlenerek +22 °C’de 8000 g’de 2 dakika santrifiij
edilmig, mini spin kolon ependorf tiipline yerlestirilmistir. 45 pl riboniikleazdan
arindirilmig su, mini spin kolon membranina pipetlenerek +22 °C’de 8000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi ependorf tiipte elde edilen total RNA -20 °C’de

saklanmustir.

3.4.2. Total RNA konsantrasyonu ol¢iimii ve kalitesinin kontrolii

Elde edilen total RNA 6rneklerinden 2 pl almarak 230, 260 ve 280 nanometre (nm) dalga
boyundaki absorbans 6l¢iimleri (A230, A260, A280) spektrofotometrede (NanoDrop, ND-
1000) yapilmistir. Niikleik asitler 260 nm, proteinler ve 6zellikle aromatik aminoasitler
280 nm, fenolat iyonu, tiyosiyanat ve basta polisakkaritler olmak iizere organik diger
bilesikler 230 nm dalga boyunda gii¢lii absorbans vermektedirler. RNA’nin 260 nm’de
Olciilen 1 optik dansitesi 40 pg/ml’ye esittir. Buna gore, orneklerin total RNA
konsantrasyonlar1 40xA260=RNA konsantrasyonu (pug/ml) formiiliine gére hesaplanmaistir.
Konsantrasyonu 200 ng/ml ve iizeri olan 6rnekler ileri basamaklarda kullanilmistir. Protein
kontaminasyonunun degerlendirilmesi amaciyla A260/A280 oranina bakilmis, 1,8 ve iizeri
orana sahip Ornekler saf kabul edilirken, karbonhidrat ve diger organik bilesikler
kontaminasyonun degerlendirilmesi amaciyla A260/A230 oranma bakilmis, 1,5 ve lizeri
orana sahip Ornekler saf kabul edilip ileri basamaklarda kullanilmistir. Konsantrasyonu,
A260/A280 ve A260/A230 degerleri kriterlere uyan oOrneklerde total RNA’larin intakt
kaldigini1 gostermek amaciyla her 6rnekten 1000 ng almarak % 1°lik agaroz jelde 1 saat
boyunca 100 voltta yiiriitiilmiistiir ve ultraviyole kamerada goriintiilenmistir. 28S ve 18S
RNA bantlarinin goriilmesiyle total RNA’da hasarlanma olmadig: kabul edilerek sonraki

asamalar i¢in kullanilmistir.
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3.4.3. Komplementer deoksiriboniikleik asit (cDNA) sentezi ve RT-PCR reaksiyonu

Bu calismada total RNA’dan mRNA ekspresyon diizeylerini kantitatif olarak 6lgmek i¢in
ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (reverse transcription polymerase chain
reaction, RT-PCR) kullanilmis ve total RNA’dan komplementer deoksiriboniikleikasit
(cDNA) sentezlenerek istenilen DNA dizisi PCR ile ¢ogaltilmigtir. PCR sonrasi elde edilen

tirtinler jel elektroforez yontemi ile goriintiilenmistir [78].

Total RNA’dan mRNA sentezlemek igin CDNA sentez kiti (RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit, K1622, Fermentas) kullanilmistir. Ureticiden temin edildikten sonra derin
dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilen kitin igerigi asagida belirtilmistir:

1. Niikleazdan arindirilmis su (1,25 ml)

2. Reaksiyon Tamponu (5X Reaction Buffer, 500 pl)

3. 10 mM dNTP Karigimi (dGTP, dATP, dTTP, dCTP, 250 pl)

4. Baglatic1 Primer (Random Hexamer Primer, 0,2 pg/ul, 120 pl)

5. Riboniikleaz Inhibitdr (RiboLock RNAase Inhibitor, 20 u/ul, 120 pl)
6. Ters Transkriptaz (RevertAid Reverse Transcriptase, 200 u/ul, 120 pl)

Enzimlerin sicakliktan etkilenmelerini 6nlemek amaciyla caligmalar buz {izerinde

yapilmistir.

Total RNA 6rneginden 2000 ng (Orn: Konsantrasyonu 500ng olan érnekten 2000/500= 4
ul) 200 pl hacimli steril ve niikleazdan arindirilmis PCR tiipiine konulmustur. Uzerine 1 pl
random hexamer primer eklenmis, karisim toplami 12 pl olacak sekilde niikleazdan
armdirilmis su eklenmis ve pipetajla karistirilmistir. 3-5 saniye santrifiij ile olusan
kopiikler giderilerek sivinin tiipiin dibinde toplanmasi saglanmistir. Karisim PCR cihazinda
(Thermocycler, PCR cihazi, Techne TC 412) +70 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. PCR
tiipii buz tizerindeki bloklara konularak, karisima sirastyla 4 pl 5X reaksiyon tamponu, 1 pl
Riboniikleaz inhibitérii, 2 pl 10 mM’lik ANTP karisimi eklenmistir. 3-5 saniye santrifiij ile
olusan kopiikler giderilerek sivinin tiipiin dibinde toplanmasi saglanmistir. Karigim PCR
cithazinda +25 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Tiipler PCR cihaz1 i¢indeyken karisima 1
ul revers transkriptaz eklenerek karisim hacmi 20 pl’ye tamamlanmis ve 10 dakika +25
°C’de, takiben 60 dakika +42 °C’de, 10 dakika +72 °C’de tutularak reaksiyon
sonlandirilmistir. PCR’da +4 °C’ye kadar sogutulduktan sonra elde edilen cDNA 6rnekleri

sonraki agamalarda kullanilmak iizere derin dondurucuda (-20 °C) saklanmustir.
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3.4.4. GAPDH, IL-6, hepsidin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

In vitro kosullarda, polimeraz zincir reaksiyonu ile niikleotid dizinleri bilinen DNA
molekiillerinin  tamami veya molekiilin belirli kisimlar1  bliylik  miktarlarda
olusturulabilmektedir. cDNA’daki 6zgiin bir bdlgenin ¢ogaltilabilmesi i¢in bu bolgedeki
niikleotid dizinlerinin bilinmesi ve o bdlgeye 6zgiin kopyalama islemini baglatabilecek
primerler gerekmektedir. Arastirilacak DNA’da eslenigi olan DNA oligoniikleotid dizileri
olan primerler, 15-20 bazdan olusmakta ve tamamlayict DNA ipliklerinden karsit yonlerde
DNA sentezi baslatabilmek i¢in forward ve reverse olmak tizere (GAPDH, IL-6, Hepsidin)
iki adet kullanilmaktadir. Kalpp DNA’nin iki ipligini aywrabilmek i¢in yiiksek sicakliga
cikarilarak reaksiyon baglatilip, primerlerin kalip DNA zinciri {izerinde kendilerine karsilik
gelen diziler ile eslesmeleri icin sicaklik diistiriilmektedir. Ortama eklenen yiiksek
sicakliga dayanikli polimeraz enzimi (Tag DNA polimeraz) primerleri kullanarak her iki
iplikteki kaliba tamamlayici yeni bir iplik sentezini baslatmaktadir. Coklu 1sitma sogutma

dongiileri ile 25 Y'S' _ 2 x siklus sayis1 kadar kopya elde edilmektedir.

PCR’de kullanilan primerlerin dizinleri ile ¢ogaltilan hedef DNA dizinlerinin niikleotid

sayilar1 Cizelge 3.1.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. GAPDH, IL-6, hepsidin i¢in primer dizinler, hedef DNA dizini niikleotid
sayisl

Hedef DNA
Dizini
Niikleotit
Sayis1

Hedef DNA Primer Dizinleri

GAPDH forward 5’>-TCC ACC ACCCTG TTGCTG TA-3’ 452
revers 5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3°

IL-6 forward 5>-GTC AAC TCC ATC TGC CCT TCAG -3’ 437
- revers 5’-GGC AGT GGC TGT CAA CAA CAT -3°

s | forward 5'-GAA GGC AAG ATG GCA CTA AGC A-3’ .
epsIdIN I evers 5°-TCT CGT CTG TTG CCG GAG ATA G-3’

Ureticiden temin edildikten sonra PCR asamasma kadar derin dondurucuda (-20 °C)
muhafaza edilen Taq DNA Polimeraz (Taq DNA Polymerase, 5 u/ul, 500 u, EP0402,

Fermentas) kitinin i¢erigi agagida belirtilmistir:



28

1. 25 mM MgCl;
2. 10X Tag tamponu (1,25 ml)
3. Tag DNA polimeraz (5 u/pl, 500 u)

On hazirlik asamas1 olarak 100 mM dNTP setten (100 mM dGTP, dATP, dTTP, dCTP,
Fermentas) 10 mM dNTP karisimi hazirlanmig ve liyofilize primerler son konsantrasyon
GAPDH i¢in 25 pmol/ul, Hepsidin i¢cin 100 pmol/ul, IL-6 i¢cin 50 pmol/ ul olacak sekilde

steril, riboniikleazdan arindirilmis (RNAase free) su ile ¢oziilmiistiir.

Enzimlerin sicakliktan etkilenmelerini Onlemek amaciyla caligmalar buz {izerinde

yapilmistir.

GAPDH protokolii [78]

Swrastyla 34 pl steril, riboniikleazdan arindirilmis su, 4 pl 25 mM’lik MgCly, 3 pl 10X Taq
tamponu, 2 ul 10 mM’lik ANTP karigimi, 2+2 pl (Forward + Reverse) primerler (25 pmol),
3 ul RT-PCR iiriinii (cDNA), 0,4 ul Tag DNA polimeraz 200 pl hacimli steril ve

niikleazdan arindirilmis PCR tiipiine konulmus ve pipetajla karistirilmistir.

Karisim PCR cihazinda (Thermocycler, PCR cihazi, Techne TC 412) +94 °C’de 3 dakika
inkiibe edildikten sonra 30 siklus boyunca; +94 °C’de 30 saniye, +60 °C’de 30 saniye, +72
°C’de 1 dakika inkiibe edilmis ve 5 dakika +72 °C’de tutularak reaksiyon sonlandirilmistir.
PCR’da +4 °C’ye kadar sogutulduktan sonra elde edilen DNA Ornekleri yatay jel

elektroforezi yapilincaya kadar derin dondurucuda (-20 °C) saklanmaistir.

IL-6 protokolii [79]

Swrastyla 29 pl steril, riboniikleazdan armdirilmis su, 4 pl 25 mM’lik MgClp, 5 pl 10X Taq
tamponu, 2 pl 10 mM’lik ANTP karigimi, 2+2 pl (Forward + Reverse) primerler (25 pmol),
4 ul RT-PCR iiriinii (¢cDNA), 2 ul Taq DNA polimeraz 200 pl hacimli steril ve niikleazdan

arindirilmig PCR tiipline konulmus ve pipetajla karistirilmistir.

Karisim PCR cihazinda (Thermocycler, PCR cihazi, Techne TC 412) +94 °C’de 4 dakika
inkiibe edildikten sonra 35 siklus boyunca; +94 °C’de 30 saniye, +60 °C’de 40 saniye, +72
°C’de 1 dakika inkiibe edilmis ve 7 dakika +72 °C’de tutularak reaksiyon sonlandirilmistir.
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PCR’da +4 °C’ye kadar sogutulduktan sonra elde edilen DNA Ornekleri yatay jel

elektroforezi yapilincaya kadar derin dondurucuda (-20 °C) saklanmaistir.

Hepsidin protokolii [79]

Swrastyla 29 pl steril, riboniikleazdan armdirilmis su, 4 pl 25 mM’lik MgClp, 5 pl 10X Taq
tamponu, 2 pl 10 mM’lik dNTP karigimi, 2+2 pl (Forward + Reverse) primerler (25 pmol),
4 pl RT-PCR iirlinii (¢cDNA), 2 ul Tag DNA polimeraz 200 pl hacimli steril ve niikleazdan

armdirilmis PCR tiipiine konulmus ve pipetajla karigtirilmstir.

Karisim PCR cihazinda (Thermocycler, PCR cihazi, Techne TC 412) +94 °C’de 4 dakika
inkiibe edildikten sonra 32 siklus boyunca; +94 °C’de 30 saniye, +60 °C’de 40 saniye, +72
°C’de 1 dakika inkiibe edilmis ve 7 dakika +72 °C’de tutularak reaksiyon sonlandirilmistir.
PCR’da +4 °C’ye kadar sogutulduktan sonra elde edilen DNA Ornekleri yatay jel

elektroforezi yapilincaya kadar derin dondurucuda (-20 °C) saklanmuistir.

3.4.5. GAPDH, IL-6, hepsidin jel elektroforezi ve goriintiilenmesi

Molekiillerin elektrik akimi altinda go¢ etme hizlarina gore ayrilmalarini temel alan jel

elektroforezi teknigi ile PCR {iriinleri goriintiilenerek 6l¢iilmiistiir.

Jel elektroforezi sirasinda yatay elektroforez jel sistemi (Minicell Primo Model, EC320,
Thermo), gii¢ kaynagi (EC250-90, Mid-Range Power Supply, Thermo) ve 1siticili
magnetik karistirict (Isotex, SH-4) cihazlar1 kullanilmistir. Kofaktor olarak Mg kullanan
enzimler araciligiyla DNA’nin enzimatik degradasyonunu engellemek iizere Mg i¢in
selator gorevi yapan disodium EDTA (2 mM), DNA’nin deprotonize edilmesi ve suda
¢coziinmiis halde kalmasini saglayan Triborikasit (89 mM) iceren 1X TBE c¢ozeltisi tampon
cozelti olarak kullanmilmistir. Yiiklemenin yapilacagi jel icin agar (Prona Agarose), 6X
yiikleme boya soliisyonu (Fermentas, R0611), agaroz jel igindeki DNA’nmn goriiniir hale

getirilmesi i¢in floresan 6zellikteki % 5’lik etidyum bromiir ¢ozeltisi kullanilmastir.

Jel elektroforezinin yapilacagi tanka 1X TBE c¢ozeltisi konulup 10 pl etidyum bromiir

coOzeltisi eklenmistir.
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% 2’lik agaroz jel hazirlamak igin:

50 mI’lik beher i¢cine 600 mg agar, 1X TBE ile 30 ml’ye tamamlanarak 50 ml’lik beher
icine konulmustur. i¢ine manyetik balik konulup agzi parafilm ile kapatildiktan sonra,
beherin boyunun yarisina denk gelecek kadar sicak su igeren 500 ml’lik beher igine
yerlestirilmig, 250 rpm ve 300 °C’ye ayarlanan 1siticili manyetik karistirici tizerinde agarin
erimesi saglanmistir. Agar kaynamaya basladigi anda agar iceren beher c¢ikarilarak 1,5 pl
% 5’lik etidyum bromiir eklenmistir. Kuyularm olusumu i¢in sekizli taragm kullanildigi jel
tabakasmin i¢ine etidyum bromiirlii agar jeli dokiilmiis ve jelin donmasi beklenmistir. Jel
donduktan sonra tarak ¢ikarilarak jel tablasi tank i¢ine yerlestirilmistir. IL-6 ve hepsidin
iirtinlerinden 20 pl ve 6X yiikleme boyasindan 4 pl, GAPDH f{iriinlerinden 10 pl ve 6X
yiikleme boyasindan 2 pl pipetajla karistirilip jeldeki kuyulara yiiklenmistir. Bir jelde
ornek dokularin PCR fiiriinleri ve bunlarin kontrolii olan GAPDH PCR iiriinii yliklenmistir.
60 dakika 100 voltluk akimda yiiriitiilen {irtinler, yiiriitiilme sonrasi 15 dakika i¢inde

goriintiilenmislerdir.

Elektroforez sonrasi agaroz jel goriintiilenmesi UV kamera (Cleaver Scientific, DI-HD)

kullanilarak elde edilmistir.

3.4.6. istatistiksel analiz

‘National Institues of Health’ sitesinden serbest olarak indirilip kullanilabilen Image J
analiz programi ile agaroz jel goriintiilerindeki bant yogunluklar1 hesaplanmistir. Her
denegin kalp dokusu IL-6 ve hepsidin bant yogunlugu, ayni dokunun GAPDH bant
yogunlugu ile oranlanmistir (IL-6/GAPDH ve Hepsidin/GAPDH).

Istatistiksel degerlendirme p<0,05 degerleri anlaml kabul edilerek SPSS 20.0 program ile
yapilmistir. Gruplar arasi karsilastirma One-Way ANOVA analiz testi ve posthoc Tukey
HSD testi ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tikenme Siireleri

Tiiketici egzersiz yaptirilan akut ve kronik gruplarin ortalama tikkenme siireleri Cizelge

4.1.°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Akut ve kronik gruplarm tiikenme siireleri (p<0,0001)

Akut Gruplar (n=12) Kronik Gruplar (n=12)

84 +£26 dk 149 + 35 dk

4.2. MRNA Ekspresyon Oranlar

Tim deneklerin mRNA ekspresyon seviyeleri ortalama + standart sapma seklinde Cizelge

4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Deneklerin IL-6 ve hepsidin mMRNA ekspresyon seviyeleri

Kronik

Hermen Kronik 1

Kontrol Akut Hemen Akut 1

IL-6 0,001 + 0,000 1,263 +0,306* 0,116 £0,111 0,462 +0,349* | 0,626 +0,266*

Hepsidin| 0,099 +0,144 0,443 + 0,151 0,434 + 0,304 0,352+ 0,253 1,307 £ 0,464*

4.2.1. interlokin-6 mMRNA ekspresyonu degisiklikleri

IL-6 mRNA ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore, akut hemen (p=0,000), kronik
hemen (p=0,024) ve kronik 1 (p=0,001) grubunda anlamli artig géstermis, akut 1 (p=0,923)

grubunda anlamli farklilik géstermemistir.
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Akut hemen grubunda diger tiim gruplara nazaran daha yiiksek IL-6 ekspresyonu
bulunmustur (akut hemen vs. kontrol p=0,000, akut 1 p=0,000, kronik hemen p=0,000 ve
kronik 1 p=0,001).

Akut 1 grubu, akut hemen (p=0,000) ve kronik 1 (p=0,011) gruplar1 ile anlamli farklilik
gostermis, kontrol (p=0,923) ve kronik hemen (p=0,136) gruplar1 ile anlaml farklilik

gostermemistir.

Kronik hemen grubu, kontrol (p=0,024) ve akut hemen (p=0,000) gruplari ile anlamli
farklilik gostermis, akut 1 (p=0,136) ve kronik 1 (p=0,771) gruplari ile anlamh farklilik

gostermemistir.

Kronik 1 grubu, kontrol (p=0,001), akut hemen (p=0,001) ve akut 1 (p=0,011) gruplar1 ile
anlamh farkliik gostermis, kronik hemen (p=0,771) grubu ile anlamh farklilik

goOstermemistir.

Resim 4.1. IL-6 mRNA ekspresyon bant goriintiileri
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MmRNA ekspresyon orani
(IL-6/GAPDH)
1,80 -
1,50 -
1,20 -
0,90 -
0,60 -
0,30 -
0,00 | , %
KONTROL AKUT HEMEN AKUT 1 KRONIK KRONIK 1
HEMEN

Sekil 4.1. Gruplara gore kalp dokusu IL-6 mRNA ekspresyon seviyeleri

4.2.2. Hepsidin mRNA ekspresyonu degisiklikleri

Hepsidin mRNA ekspresyon seviyesi, kronik 1 grubunda diger tiim gruplara gore anlamli
artis gostermistir (kronik 1 vs kontrol p=0,000, akut hemen p=0,000, akut 1 p=0,000,
kronik hemen p=0,000).

Diger gruplar birbirleriyle anlamli farklilik gdstermemistir.

Resim 4.2. Hepsidin mRNA ekspresyonu bant goriintiileri
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mRNA ekspresyon orani
(HEPSIDIN/GAPDH)
1,80 +
1,50 -
1,20 -
0,90 -
0,60 -
0,30 - - ﬁ
0,00 - T T T 1
KONTROL  AKUT HEMEN AKUT 1 KRONIK KRONIK 1
HEMEN

Sekil 4.2. Gruplara gore kalp dokusu hepsidin mRNA ekspresyon seviyeleri
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada, akut olarak tiiketici egzersize zorlanan siganlar ile uzun siireli antrenmandan
sonra tiiketici egzersize zorlanan sicanlarm kalp dokusunda IL-6 ve hepsidin mRNA
ekspresyon diizeylerinin degisimi incelenmis, uzun siireli (kronik) antrenmanin bir fark

yaratip yaratmadigi sorgulanmistir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular su sekilde 6zetlenebilir;

1. Kontrol grubuna gore, akut egzersizden 1 giin sonra tiiketilen sicanlar disinda, diger tiim
gruplarda IL-6 mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel anlamli artis oldugu ve akut
egzersizden hemen sonra tiiketilen sigan kalp dokularinda goriilen artisin diger tiim

gruplardan daha yiiksek oldugu saptanmaistir.

2. Kontrol grubuna gore, antrenman yapmis siganlarin kalp dokularinda egzersizden 1 giin
sonra hepsidin mMRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak onemli artis saptanmis,
akut olarak tiiketici egzersiz yaptirilan sicanlarda egzersizden 1 giin sonra buna benzer

anlaml bir artis saptanamamastir.

Bu bulgular 1s1ginda, antrenmanin tiiketici egzersizin kalp dokusunda meydana getirdigi
inflamasyon etkisini azalttig1 ve antrenman ile kalp dokusunda hepsidin seviyesinin artig1

saglanarak tiiketici egzersizin olumsuz etkilerinin azaltilabilecegi gosterilmistir.

Tiiketici egzersiz yaptirilan siganlarin kalp dokularinda IL-6 ve hepsidin mRNA
ekspresyon seviyesinde anlamli artis bulunmustur. Siddetli egzersiz sirasinda artis gdsteren
IL-6 seviyesinin kardiyak hasarla iliskili olabilecegi [80] ve Kkalpte hepsidin
degisikliklerine neden olabilecegi bilinmektedir [4].

Uzun ve siddetli egzersiz sonrasi atletlerde, egzersiz iliskili kardiyak hasar ve/veya
disfonksiyon belirtileri olarak kardiyak troponinler (cTnT wve cTnl), iskemi modifiye
alblimin (IMA) ve beyin kaynakli natriliretik peptit (BNP) gibi kardiyak belirteglerin
sistemik dolagimda arttig1 rapor edilmistir [81]. Yiiksek siddetli egzersizden sonra artis
gosteren kardiyak belirtecleri agiklamak icin ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Birincisi,

siddetli egzersizin indiikledigi oksidatif stres ve sistemik inflamasyonun kardiyak hasara
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neden olabilecegidir [82]. Siddetli egzersizin indiikledigi IL-6 ve TNF gibi inflamatuvar
sitokinlerdeki artis, kardiyomiyosit disfonksiyonuna neden olabilmektedir [83]. Ikincisi,
etkili egzersiz sirasinda kardiyak debinin artis1 ve kardiyomiyosit integrinleri araciligiyla
gerim iliskili mekanizmalarm cTn salmimma neden olabilecegidir [84]. Ucgiinciisii,
kardiyak hasarli yashi maraton kosucularinda goriildiigii gibi, iskeminin, egzersizin
indiikledigi kardiyak enzimlerde artisa neden olabilecegidir [85]. Dordiinciisii, azalmis
renal eliminasyon nedeniyle bozulmus renal ekskresyonun cTnT seviyelerinde artisa neden
olabilecegidir [86]. Ancak, bir¢ok durumda siddetli egzersizden birkag¢ giin sonra kardiyak
belirtegler bazal seviyelerine donebilmektedir [87]. Muhtemelen, kardiyak troponin
salmimi, miyokardiyal isteki artisla (dolayisiyla miyokardiyal oksijen alinimi ile)
iliskilidir, bu da egzersiz iliskili kalp hizinda ve oksidatif streste artis tarafindan

etkilenmektedir [88].

McKay ve digerleri (2009) siddetli egzersizin oksidatif etkilerini, ¢ogunlukla akut egzersiz
yaptirilan hayvanlarda gostermistir. Buna karsilik uzun siireli fiziksel aktivitenin anti-
oksidan enzimlerin up-regiilasyonu yoluyla anti-oksidan savunma mekanizmalarini

arttirdigma dair kanitlar bulunmaktadir [89].

Bu ¢alismada, maksimum IL-6 ekspresyonu akut hemen grubunda bulunmustur. Edwards,
Burns, Ring ve Carroll (2006), bazale gére IL-6 artisinin maksimal siddetteki egzersizden
hemen sonra oldugunu fakat submaksimal siddetteki egzersizden hemen sonra boyle bir
artisin goriilmedigini saptamuslardir [90]. Bizim bulgularimizla uyumlu olarak egzersizden
hemen sonra plazma IL-6 seviyesinin arttigin1 gosteren c¢alismalar mevcuttur. Bir
calisgmada erkek atletlerde ortalama plazma IL-6 konsantrasyonunun 2,5 saatlik tredmil
kosusu bitiminde kosu Oncesi degere gore 25 kat artarak pik yaptigi rapor edilmistir [91].
Margeli ve digerleri (2005), 246 kilometrelik (32 saatlik) Spartatlon yarigi bitiminde
plazma IL-6 seviyesinin 8000 kat arttigini, 2 giin sonra normal seviyeye dondiigiini
bildirmislerdir [59]. Gusba, Wilson, Robinson ve Graham (2008), tiikenene kadar (~ 2
saat) bisiklete binme egzersizi yaptirilan erkek sporcularda, sistemik IL-6 seviyesinin
egzersiz sonrasinda 10-15 kat arttigini, tilkenme aninda pik yaptigini, egzersiz bitiminde
azalmaya basladigin1 saptamuglardir. iskelet kasinda ise IL-6 ekspresyonu egzersiz sonunda
14,5 kat artmug, dinlenimin ilk yarim saati yiiksek kalmig ve 60 dakika sonra bazal

seviyeye donmiistiir [92].
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Diger bir yandan, kontrole kiyasla kronik hemen grubunda da anlamli IL-6 ekspresyon
artisi olmasina ragmen, bu artis akut hemen grubuna gore diisiik kalmistir (p<0.05).
Tiiketici egzersizden sonra goriilen, akut ve kronik gruplardaki IL-6 ekspresyon seviyeleri
arasindaki farklilik, IL-6’nin gruplar {izerine olan etkisinin farkli olduguna isaret
etmektedir. Son caligmalar, IL-6’nin inflamasyon {izerine etkisinin bazi patolojilerde
makrofajlarda (ekspresyon, NFkB sinyal yolagmin aktivasyonuna bagmmlidir) veya siddetli
egzersizden sonra kaslarda (ekspresyon, Ca*? /NFAT ve glikojen/p38 MAPK yolagini
iceren sinyal kaskadi ile diizenlenir) eksprese edilmesine bagli olarak farkli olabilecegini
one siirmektedir. Bu nedenle, IL-6 sinyali, monositlerde veya doku makrofajlarinda hasara
bagl olarak pro-inflamatuvar yanit olustururken; artmis metabolik aktivite ve oksidatif

stres dolayisiyla kaslarda anti-inflamatuvar yanit olusturabilmektedir [93].

Biz de akut grupta, tiiketici egzersizin kalpte daha ciddi hasara neden oldugunu, IL-6’nin
pro-inflamatuvar bir ajan olarak iiretildigini; kronik hemen grubunda ise kalp dokusunda
cok ciddi bir inflamasyon ger¢eklesmemis olabilecegini diisiinmekteyiz. Sicanlarda kalp
dokusunda inflamasyon olup olmadig1 ve tiiketici egzersize bagli olarak kalpte IL-6
ekspresyonunun hangi yolagi kullandigi bu calismada O6lgiilmemistir. Ancak, tiiketici
egzersiz ile sitokinler arasindaki iliski hakkindaki literatiir bilgileri [94, 95] g6z Oniine
almdiginda, kronik hemen grubuna gore Ozellikle akut hemen grubunda goriilen 1L-6
ekspresyon seviyesindeki anlamli artig, patolojik sebep her ne olursa olsun (iskemi, anoksi,
oksidatif streste artig) tiiketici egzersizin neden oldugu inflamasyonun akut olarak

kosturulan siganlarin kalplerinde daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Baz1 caligmalar, egzersiz programi iceren uzun siireli davranmigsal degisikliklerin
inflamasyon belirteclerini azalttigmi; 6zellikle IL-6’nin pro-inflamatuvar belirte¢ olarak
yanlis degerlendirildigini, o tip kosullarda anti-inflamatuvar ajan olarak gorev yaptigini
gostermektedir. Ornegin, IL-6’nin uyarilmasiyla ortaya g¢ikan anti-inflamatuvar etki
dolayis1 ile diger klasik anti-inflamatuvar sitokinler; IL-1ra ve IL-10’un {iretildigi
gosterilmistir [93]. Kronik grupta orta dereceli artis gosteren IL-6 ekspresyon seviyesinin,
anti-inflamatuvar ajan olarak gorev yaptigini ve kardiyomiyosit hasar1 belirteci
Olmayabilecegini diisiinmekteyiz. Bu Onerimiz, uzun siireli ve tekrarli iskemik aligtirma
uygulanan deneklerde, miyokardiyal hasar kaniti, belirgin aritmi veya sol ventrikiiler

disfonksiyon olmadigimni 6ne siiren bir ¢aligma ile paralellik gostermektedir [96].
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Kronik gruplarda goriildigi tizere, kalp dokusu IL-6 eksprese etmesine ragmen,
ekspresyon seviyesi akut gruplarda oldugu kadar yiiksek degildir. Kronik gruplardaki
diisiik IL-6 seviyesi, uzun siireli antrenmanin inflamasyona kars1 kalpte 6nemli derecede
onleyici (koruyucu) oldugu anlamina gelmektedir. Diizenli egzersizin endotel
fonksiyonunu gelistirerek inflamasyon seviyesini azalttig1 bilinmektedir. Akut ve siddetli
egzersiz oksidatif metabolizmay1 ve stresi artirmakta, uzun siireli fiziksel aktivite ise
antioksidan enzimler ve nitrik oksit up-regiilasyonu araciligiyla oksidatif stresten korumay1
saglamaktadir [97]. Pek cok arastirmaci uzun siireli fiziksel aktivitenin inflamasyonu
diistik seviyelerde tuttugunu savunmaktadir [98]. Yine bazi ¢alismalarda diizenli fiziksel
aktivite ile bazal plazma IL-6 seviyesi arasinda negatif bir iliski oldugu (fiziksel aktivite
arttikga, bazal IL-6 seviyesinin azaldigini) ileri siiriilmektedir [72]. Bizim ¢aligmamiza
benzer sekilde Kasapis ve Thomson (2005), inflamatuvar belirteg seviyelerinin
kosucularda ve aerobik danscilarda, nadiren egzersiz yapan geng ve saglikli insanlara gore
daha diisiik oldugunu bulmuslardir [99]. Gokhale, Chandrashekara ve Vasanthakumar
(2007), siddetli egzersiz sonucu atletler ve atlet olmayan bireylerde IL-6 seviyesinin
arttigin1 fakat atletlerde bu artisin daha az gerceklestigini saptamis, diizenli fiziksel
egzersizin, egzersize karst immiin yanit1 hafiflettigini 6ne siirmiistir [100]. Yfanti ve
digerleri (2012), saglikli geng erkeklerde, akut egzersize yanit olarak hem plazmada hem
de iskelet kasinda IL-6 mRNA ekspresyonunun arttigini saptamislardir. On iki haftalik
antrenmandan sonra uygulanan egzersize yanit olarak ise plazma IL-6 seviyesinde ve
iskelet kas1 IL-6 mMRNA ekspresyonundaki artisin ¢ok daha diisiik diizeylerde kaldigini
gbzlemlemislerdir [101].

Tiiketici egzersizin sistemik veya doku inflamasyonu yaratan bir faktor olmasina karsin,
antrenmanli siganlarin pro-inflamatuvar aktiviteye karsi direng gostermesi ve bu siganlarin
akut kosturulan sicanlara gore tilkkenme seviyesine gelmeden daha uzun siire kosabilmeleri
bu ¢alismanin bulgularindan biridir (Bkz Cizelge 4.1.). Akut ve kronik gruplarda kalp
dokusunda IL-6 ekspresyon pik seviyeleri arasindaki farkliliklar hakkindaki bulgularimiz,
kalp dokusundaki inflamasyon seviyesinin farkli patofizyolojik mekanizmalar nedeniyle

her iki grupta farkli olduguna isaret etmektedir.

Kronik grupta, tiiketici egzersiz sirasinda asir1 IL-6 ekspresyonu artisindan kalbi koruyan
faktorlerden biri, egzersiz swrasinda IL-6’nin anti-inflamatuvar etkisine paralel olarak

sentezlenen hepsidin olabilir. Peeling ve digerleri (2009a), 1 saatlik kosu sonrasi, antrene
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erkek atletlerde yiiksek siddetli egzersizin, serum demiri ve IL-6 seviyesindeki artigsa bagl
olarak artan hepsidin seviyesinden sorumlu oldugunu 6ne siirmislerdir [102]. Bir diger
caligmada 120 dakikalik tredmil kosusu yapan antrene geng erkeklerde egzersiz sonrasi
artan IL-6 ve hepsidin arasinda pozitif korelasyon bulundugu gdosterilmistir [51].
Liu, Chang, Zhao, Wang ve Duan (2011) da 5 haftalik tredmil kosusu yaptirilan sicanlarda
siddetli egzersizin indiikledigi inflamasyonun hepatik hepsidin gen ekspresyonunda artisa
neden oldugunu bildirmislerdir [103]. Bu c¢alismalara karsilik Ausperger ve digerleri
(2012), 8 haftalik aralikli veya siirekli kosu antrenmani sonrasinda, 10-21 km’lik maraton
yarist yapan bayan atletlerde, serum hepsidininin ve soluble transferrin reseptoriiniin
etkilendigini saptamislar; ancak bu artislarin inflamasyonla (CRP) pozitif iligkisinin
olmadigini rapor etmislerdir [104]. Antrene judo atletleri ve antrene olmayan kontrol
bireylerde yapilan bir ¢alismada, egzersiz sonrasi serum IL-6, demir ve ferritin seviyeleri
ile hepsidin konsantrasyonundaki degisikliklerin korele olmadig1 goriilmiis, yiiksek siddetli
ve aralikli egzersizi takiben artan hepsidinin, IL-6 ve demirden bagimsiz oldugu iddia
edilmistir [105]. Peeling ve digerleri (2014), atletlerin demir depolarmin bazal hepsidin
seviyesini ve egzersiz sonrast hepsidin yanitinin biyiikliigiinii belirledigini; diisiik demir
depolarinin, inflamatuvar odakli artiglar1 gegersiz kilarak egzersiz sonrast hepsidin

seviyesini baskiladigini 6ne siirmiislerdir [106].

Isoda ve digerleri (2010), kalpte artan inflamatuvar sitokinlerin kardiyomiyosit ve
karacigerde hepsidin gen ekspresyonunu indiikleyebildigini belirtmektedir [107]. Hepsidin
ekspresyonu IL-6 tarafindan arttirilmakta fakat IL-1a veya TNF-a gibi diger inflamatuvar
sitokinler tarafindan artirilmamaktadir [108, 109]. Miyoglobin igeren kardiyomiyositler
biiylik miktarda demirin primer hiicresel kaynagidir. Bu nedenle, kardiyak doku yikiminin
ekstraseliiler alana biiyiik miktarda demir salinimina neden olacagi diisiiniillmektedir [110].
Gegici koroner okluzyonuna maruz birakilmis deney hayvaninda, artmis doku demirinin
biiyiik infarktlar ve daha fazla apoptozis ortaya ¢ikardigi gosterilmistir [111]. Iskemi
kendiliginden miyokardiyumda demir birikimine neden olmakta ve artmis miyokardiyal
demir igerigi iskemi-reperfiizyon hasarina yol agmaktadir [112]. Hepsidin, kalpte yiiksek
ferroportin ekspresyonu yapan makrofajlardan veya non-kardiyomiyotik non-inflamatuvar
hiicrelerden demir salimimimi inhibe edebilmektedir [107]. Akut tiiketici egzersizin
antrenmansiz siganlarda koroner yetersizlie neden olabilecegi diisiiniildiigiinde, bu
hayvanlarm iskemi ve iskemi-reperfliizyon hasarmna bagli olarak demir metabolizmasi

degisikliklerine kars1 duyarl oldugu 6ne siiriilebilmektedir [113]. Ciinkii intraseliiler demir


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20YQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21411831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20YZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21411831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21411831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21411831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duan%20XL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21411831

40

ayrilmis, depolanmais ve biitiin hiicrelerde yiiksek derecede eksprese edilen ferritin seklinde
detoksifiye edilmistir. Hepsidin ekstraseliiler serbest radikal olusumuna kars1 ekstraseliiler

demir artigini inhibe ederek, 6nemli sitoprotektif rol oynayabilmektedir [114].

Calismamizda, sedanter kontrollerde kalp dokusunda IL-6 eckspresyonu olmamasina
ragmen, minumum miktarda hepsidin (belki fizyolojik miktar) ekspresyonu varligi
saptanmistir. Antrenmanli grupta hepsidin maksimum seviyeye, tilkenmeden hemen sonra
degil, tiikkenmeden bir giin sonra ulagsmistir. Egzersizin sigan kalp dokusunda hepsidin gen
ekspresyonuna olan etkileri ile ilgili literatiir bilgisine ulasilamamistir. Yapilan ¢aligmalar
cogunlukla insan deneylerini kapsadigi i¢in, hepsidin aktivitesi genellikle idrar ve plazma
orneklerinde bakilmistir. Troadec ve digerleri (2009), normal goniilliillerde submaksimal
bisiklete binme egzersizinin serum ve idrar hepsidin konsantrasyonuna etkisinin
olmadigmni bildirmislerdir [54]. Peeling ve digerleri (2009a) ise 1 saatlik kosu sonrasi
antrene erkek atletlerde iiriner hepsidin seviyesinin kosudan sonra 3, 6 ve 24. saatlerde
(1.7-3.1 kat) artis gosterdigini; pik seviyeye 6. saatte ulastigini bulmuslardir [102]. Ayni
aragtirmacilar (2009b), {iriner hepsidin seviyesinin atletlerde 10 km siirekli kosu ve 10x1
km aralikli kosudan 3 saat sonra yiiksek oldugunu tespit etmislerdir [115]. Serum hepsidin
konsantrasyonu bir kadin sporcu grubunda 60 ve 120 dakikalik tredmil egzersizinden 3
saat sonra belirgin artis géstermis; 6 ve 9 saat sonra diigmeye baslamis ancak 24 saat sonra,
hala, bazal seviyeden yiiksek Olgiilmiistiir [116]. Sim ve digerleri (2012) de, erkek
dayaniklilik sporu yapan erkek atletlerde bir hafta arayla 90 dakikalik kosu sonrasi serum
hepsidin konsantrasyonunun egzersizden 3 saat sonra belirgin olarak yiikseldigini ancak 24
saat sonrasinda normale dondiigiinii saptamislardir [53]. Bizim bulgularimizi destekler
nitelikte bir caligmada ise bayan atletlerde, maraton yarisindan 1 giin sonra iriner
hepsidinin pik seviyeye ulastigi saptanmustir [52]. Yine, iskemik bir siire¢ bagli infarkt
basladiktan ilk 24 saat sonra kalbin iskemik alaninda hepsidin mMRNA ekspresyonunun
gecici olarak up-regiile oldugu gosterilmistir [113]. Simonis ve digerleri (2010) bu siirecin
hemojuvelin ve demir diizenleyici gen 1 (IREG-1) tarafindan diizenlenen hepsidine mi
yoksa diger demir diizenleyici proteinlere mi 6zel oldugunu test etmisler ve demir

diizenleyici proteinlerin de paralel sekilde oldugunu bulmuslardir [113].

Bizim c¢aliymamizda akut hemen grupta goriilen asir1 IL-6 ekspresyon artisi, hepsidin
ekspresyonunda maksimum artisa neden olmamistir. Bu sonug¢ sasirtict olmustur, ¢linkii

hepsidin artiginin IL-6 artis1 ile paralellik gdstermesini ve akut grupta maksimum
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seviyesine ulagmasmi beklemekteydik. Ancak, hepsidin artist IL-6 ile paralellik
gostermemis, aksine en yiiksek seviyeye kronik 1 grubunda ulasmistir. Bazi son ¢alismalar
bizim bulgularimizi desteklemektedir. Newlin ve digerleri (2012), uzun egzersiz siiresinin
daha fazla hepsidin artis1 ile sonuclandigini savunmaktadir [116]. Disiik IL-6
konsantrasyon dnkosullamasi, hiicreleri oksidatif hasardan korumak i¢in hiicresel savunma
mekanizmalarini aktive ederek hiicre canliigini kurtarabilmektedir [117]. Bu Oneriye
benzer sekilde biz de akut olarak kosturulan siganlarda artmig IL-6 ekspresyonunun
patolojik bir siirece isaret edebilecegini; antrenmanli siganlarda IL-6 ekspresyonu artiginin
nispeten daha diisiik diizeyde kalmasmin ise IL-6’nin bu grupta bir anti-oksidan ajan olarak
gorev yapmasina bagh oldugunu diisiinmekteyiz. Robson-Ansley ve digerleri (2011), IL-6
ile hepsidin arasinda doz-yanit iliskisinin yetersiz oldugunu ve miktarindan bagimsiz
olarak IL-6’a daha uzun siire maruziyetin hepsidin aktivite artisindan sorumlu olabilecegini
onermektedir [51]. Bu c¢alismada bizim tereddiitimiiz IL-6 ve hepsidin mRNA
ekspresyonunun farkli evrelerde pik yapmis olmasidir. Yukarida degindigimiz bazi
literatiir bilgilerine dayanarak, antrenmanli siganlarin daha uzun siirede kostugunu (Bkz
Cizelge 4.1.) ciinkii antrenmana bagli dnkosullama ile kalbi hasardan korumak i¢in daha
fazla hepsidin iiretildigini diisiinmekteyiz. Son yillarda bu konularda yapilan c¢aligmalar,
siddetli ve/veya uzun siireli egzersize yanitta IL-6’nin yaninda, diger biyolojik sinyallerin
de transkripsiyonel diizeyde hepsidini aktive edebilecegini onermektedir [55]. Bu bilgi;
hepsidin ekspresyonunun IL-6 disinda diger bazi faktorler tarafindan tetiklenebilecegini
akla getirmektedir. Egzersize bagh IL-6 artismin hepsidin ve devaminda demir yanitini
degistirmedigini gosteren ve hepsidin yanitinda patolojik olarak indiiklenen IL-6 degil;
egzersiz tarafindan indiiklenen anti-inflamatuvar IL-6’nin ekspresyonunun etkin olduguna
dair ¢aligmalar vardir [51]. Biz de hepsidin artiginin isaret ettigi doku korunmasinin daha
Ziyade antrenmanl siganlarda ortaya ¢iktigini diistinmekteyiz. Bu aragtirmanin sonuglarina
gore de, pek ¢ok arastirmacinin onerdigi gibi [70], demir ve hepsidin metabolizmasini

etkileyen farkli sinyal yollarinin arastirilmasi gerekmektedir.

Akut egzersize yanit olarak, lokositlerin, proinflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin
dolasimda artis1 ile (pro-inflamatuvar cevaplar) olusan potansiyel zararlar, anti-
inflamatuvar mekanizmalarin eszamanl aktivasyonu ile smirlandirilmaya ¢aligilir. Tekrarh
egzersiz antrenmanlar ise bizim ¢alismamizda da vurgulandigi gibi inflamasyona isaret
eden IL-6 ekspresyonunun daha diisiik diizeyde kalmasini saglamis, ancak bu grupta

hepsidin ekspresyonu, IL-6’dan bagimsiz olarak yiiksek ¢ikmis veya bu sentezde IL-6’nin
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pro-inflamatuvar degil, anti-inflamatuvar nitelikli sinyalleri hepsidin sentezini tetiklemistir.
Rosa ve digerleri, (2011), egzersizin saglkla ilgili bitiin iligkisinin, pro- ve anti-

inflamatuvar etkilerin dengelenmesi sayesinde ortaya ¢iktigmi vurgulamaktadir [27].



43

6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, akut olarak kosturulan siganlarla, egzersiz egitimine tabi tutulmus
sicanlarda, tiiketici egzersizin, farkli inflamatuvar ve/veya koruyucu yanitlar ortaya
cikardigi gosterilmistir. Akut tiiketici egzersizin kalpte olusturdugu yiliksek diizeyde 1L-6
ekspresyonu, ayni diizeyde hepsidin ekspresyonuna yol agmamis ve olasilikla pro-
inflamatuvar etki gostermistir. Antrenmanli siganlarin kalbinde ise IL-6 ekspresyon
diizeyleri daha diisiik kalmakla birlikte; kalbi demir birikimine bagl oksidatif stresten
korudugu bildirilen hepsidin ekspresyonu, 6zellikle tiikenmeden 1 giin sonra, en yiiksek

diizeylere ulagmaistir.

Bu calismada, IL-6 ve hepsidin diizeylerinin birbirine paralel olarak artmadiginin
gosterilmesi, Brandt ve Pedersen (2010)’nin de savundugu gibi hepsidin sentezini
tetikledigi savunulan IL-6 nin akut kosturulan grupta pro-inflamatuvar; kronik
egzersizden sonra kosturulan grupta anti-inflamatuar sinyal yolaklarini kullandigini

diistindiirmektedir.

Bu sonuglara ve savimizi destekleyen bazi literatiir bilgilerine dayanarak; hepsidinin
oksidatif stres ve inflamasyona karsi koruyucu etkisinin, uzun siireli antrenman yapmis

sicanlarda daha gii¢lii oldugunu diisiinmekteyiz.
Arastirmay1 Sinirlayan Faktorler:

Bu arastirma, daha 6nceki bir projenin devami olup, kalp dokusunun incelenmesi igin
yeniden deney hayvami feda edilmesinin israf olacagi diisiiniilerek, sadece kisith
parametrelerin tayini ile gerceklestirilen bir 6n ¢aligmadir. Arastrmanin, doku hasar1
belirtecleri, immunohistokimya, kan ve idrarda IL-6 ve hepsidin analizleri gibi daha genis

parametrelerle ¢alisilmasi, sonuglarin yorumu agisindan daha uygun olacaktir.
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