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OZET

Elit atletik performans, fizyolojik, psikolojik, diyet, fiziksel egzersiz ve

sosyokiiltiirel etmenler gibi ¢esitli faktorler tarafindan belirlenen karmasik bir fenotiptir.

Bu calisma, milli ve amator atletizm sporcularinda ve sedanterlerde ACE
geninin Insersiyon/Delesyon ve ACTN3 geni R577X polimorfizmlerinin arastirilmasi
ve ilgili polimorfizmlerin atletik performans agisindan ele alinip degerlendirilmesini
amaclamaktadir. Calismamiz ACE I/D ve ACTN3 R577X polimorfizmlerini,

giic/kuvvet ve dayaniklilik iligkili fenotipleri incelemeyi amaglamaktadir.

Calismamiza 12 kisa mesafe milli atlet 10 kisa mesafe amator atlet, 6 orta
mesafe milli atlet, 6 orta mesafe amator atlet, 5 uzun mesafe milli atlet, 11 uzun mesafe
amatOr atlet ve 34 sedanter goniillii olarak katilmistir. Sporcularin genetik altyapilar
EDTA’L tiiplere kan alim isleminin ardindan, ticari kit kullanilarak DNA izolasyonu,
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi

(RFLP) gibi molekiiler temelli yontemler kullanilarak belirlenmistir.

Calisma sonuglarimiza gore; kisa mesafe amator atletlerde %60 ACE 11/%70
ACTN3 RX, kisa mesafe milli atletlerde %50 oraninda ACE DD %75 ACTN3 RX, orta
mesafe amator atletlerde % 66,7 ACE ID ve % 100 ACTN3 RX, orta mesafe milli
atletlerde %66,7 ACE II ve %66,7 ACTN3 RX, uzun mesafe amator atletlerde %54,5
ACE DD ve %81,8 ACTN3 RX, uzun mesafe milli atletlerde %80 ACTN3 RX ve %40
esit oranlarda olmak tlizere ACE II ve ACE ID genotipleri en yiiksek frekansta
bulunmustur. Atletizm sporculariyla kiyaslamak i¢in kullandigimiz sedanter grubunda
ise % 52,9 oraninda ACE II % 50,0 oraninda ACTN3 RX genotipinin frekansi en
yiiksektir.

Bu sonuglara gore gercgeklestirilen bu arastirma, Tiirk atletizm sporcularinda
ACTN3 R577X ve ACE I/D polimorfizmi dagilimlar1 ve atletik performansa etkileri

bakimindan bilgilendirici olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Dayaniklilik kapasitesi; Gii¢/Kuvvet; ACE; ACTN3; Atletik

Performans



ABSTRACT

Elite athletic performance is a complex phenotype determined by various factors

such as physiological, psychological, diet, physical exercise and sociocultural factors.

This study aims to investigate the insertion/deletion of the ACE gene and
ACTN3 gene R577X polymorphisms in national and amateur athletic athletes and
sedentaries and to evaluate the related polymorphisms in terms of athletic performance.
Therefore, objectives of the our study were: to examine the genotypic frequencies of the
ACE 1I/D, ACTN3 R577X polymorphisms, endurance performance and power/strength-
related phenotypes.

To our study, participated voluntarily; 12 short-distance national athletic
athletes, 10 short-distance amateur athletic athletes, 6 middle-distance national athletic
athletes, 6 middle-distance national athletic athletes and 5 long-distance national athletic
athletes, 11 long-distance amateur athletic athletes. Genetic infrastructure of athletes,
determined by used such as Restriction fragment length polymorphism (RFLP) and

Polymerase chain reaction (PCR) after isolated DNA by used commercial Kit.

As a results of our study, the highest frekans were found % 60 ACE Il and % 70
ACTN3 RX in short-distance amateur athletic athletes, % 50 ACE DD and % 75
ACTN3 RX in short-distance national athletic athletes; % 66,7 ACE ID and % 100
ACTN3 RX in middle-distance amateur athletic athletes, % 66,7 ACE Il and % 66,7
ACTN3 RX in middle-distance national athletic athletes; % 54,5 ACE DD and % 81,8
ACTN3 RX in long-distance amateur athletic athletes, % 80 ACTN3 RX and % 40
ACE (II-ID) genotypes. In the sedanter group we used to compare with athletic
athletes, the frequency of the ACTN3 RX and ACE Il genotypes was the highest at
52,9% and 50,0%.

According to these results, conducted this research we think that ACTN3 R577X
and ACE I/D polymorphism distributions in Turkish athletics athletes will be

informative in terms of the effects on athletic performance.

Keywords: Endurance Capacity; Power/Strength; ACE; ACTNS3; Athletic Performance
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

A : Adenin bazi

ACE : Anjiyotensin doniistiiriicii enzim
ACTN3 : a-aktinin 3

AGT : Anjiyotensin

Ala - Alanin

AMPD1 : Adenozin monofosfat deaminaz 1
AQP1 : Akua porin 1

Arg - Arjinin

Asp - Asparjin

B¢ : Baz ¢ifti

C : Sitozin baz1

CKM : Kreatin kinaz M-tip

CREM : cAMP yanit modiilator elementi
D : Delesyon

dbSNP : Tek niikleotid polimorfizmi veritabani
Dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

G : Gram

G : Guanin baz1

GALNT : Polipeptit N-asetilgalaktozaminil transferaz
Gln : Glutamin

Glu : Glutamik asit

Gly - Glisin

HFE : Insan hemokromatozis proteini

I : Insersiyon

Kb : Kilobaz

kDa : Kilodalton

KO : Nakavt
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ml
: Mililitre

mtDNA : Mitokondriyal DNA

ng : Nanogram

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PPARA : Peroksizom proliferator-aktive edici reseptor alfa

PPARD : Peroksizom proliferator-aktive edici reseptor
delta

PPARG : Peroksizom proliferator-aktive edici reseptor
gamma

PPARGC1A : Peroksizom proliferator-aktive edici reseptor
gamma koaktivator 1-alfa

RFLP : Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi

Rpm : Dakikadaki devir sayisi

Sn : Saniye

SNP : Tek niikleotid polimorfizmi

SOD2 : Siiperoksit dismutaz 2

T : Timin baz1

Thr : Treonin

m : Erime sicaklig1

UCP : Eslesmeyen protein (termogenin)

\ - Voltaj

Vd. : Ve digerleri

VO3 max : Maksimal oksijen kapasitesi

ml : Mikrolitre

% : Yiizde

°C - Santigrat derece

U : Mikron

ug : Mikrogram

uM : Mikromol
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1. GIRIS

Insan atletik kabiliyeti fizyolojik, psikolojik, cevresel, sosyo-kiiltiirel degiskenler
vb. gibi birgok faktdrden etkilenir (Eynon, vd., 2011). Tim bu faktorlerin spor
performansina katkida bulunan kilit unsurlar olarak kesinlikle kabul edilmesine ragmen
elit atletlerin basarisi i¢in genetik bir bilesen olduguna dair bir inang¢ zihinlerde biiyiik
bir yer tutmaktadir. Yakin tarihli bir ¢alismada, 240’tan fazla fitness-iliskili fenotip
baglantili genetik marker tanimlanmasina karsin, bu varyantlarin az miktar elit-diizey

atletik performansla iliskilendirilmistir (Bray, vd., 2009).

Atletik performansin, uzun yillardir yogun egzersiz programlarina bagli olarak
gelisebilecegi bilinmektedir (Lortie, vd., 1982). Ancak bazi bireylerin dogustan atletik
kabiliyetli oldugu goriilmektedir. Bu dogustan kabiliyetin gorildigi bireylerin
ortalama performansi antrenman Oncesi ve antrenman sonrasinda bile miikkemmel bir
sekilde kusursuzdur. Atletik potansiyelin derecesi kalitilmis oOzellikler ile dnceden
belirlenir ve antrenmana yanit derecesinin antrenmanin gerceklestirilmesinden once
Oongoriilmesi bir¢ok tartismaya neden olmaktadir. Nasil olursa olsun bu, ¢ok biiyiik
ihtimalle genetik (nature-bireyin dogasi) ve ¢evrenin (nurture-beslenme kosullari)
sportif ~ performansa  katkilarindaki  giiclii  iliskiden = kaynaklanmaktadir.
Deoksiriboniikleik asit (DNA) diizeylerinin ¢esitliliginin 6l¢limii {izerine yapilmis
caligmalar atletik performansla iliskili spesifik genlerin oldugunu kesin olarak One
stirmektedir (Ahmetov ve Fedotovskaya, 2015). Bugiin i¢in biz, koordinasyon,
dayaniklilik, giic vb. atletik parametrelere etki edebilen ender DNA varyantlar1 ve
yaygin polimorfizmlerin genis resmini heniiz gérememekteyiz. Insan &zelliklerinin
ender DNA varyantlarinin ve yaygin DNA varyantlarinin karsilastirmali dagilimlart
kisisel ozelliklerin “genetik mimarisi” olarak adlandirilmaktadir (Genome Reference
Consortium Human Build 38, 2016). Birg¢ok ender genetik hastaliklarin ana belirleyici
faktorleri tek gen olsa da, hasta olmayan fenotipleri biiyiik olasilikla DNA

varyantlarinin ender ve yaygin her iki farkl tipleri araciligiyla etkilenir.



Atletik performans ve buna bagli olarak ortaya konan sportif faaliyetlerin bir
limitinin olup olmadigt da hala gizemini koruyan bir soru olarak kafalari
kurcalamaktadir. Tiirk toplumu olarak atletik kabiliyete bakis agimiz ise, herhangi bir
spor dalinda en iyi derecelerde bulunabilme kabiliyeti olarak degerlendirilmektedir.
Fakat atletik kabiliyeti yalin olarak bu sekilde tanimlamak dogru degildir. Atletik
kabiliyet bir¢ok sportif faaliyetin (kosma, atlama, donme) aym1 anda
degerlendirilmesiyle ortaya ¢ikar, bununla birlikte bu sportif faaliyetleri yapabilme
yetenegine sahip olan fakat herhangi bir alanda en iyi olmayan bir¢ok sporcu
bulunmaktadir. Yani, atletik kabiliyet bircok faktor tarafindan belirlenen fizyolojik
bircok etkilesimden olusmaktadir (Brown LE, 2000). Aynt sekilde sportif
performansta; sportif bir faaliyetin yapilmasi esnasinda basarinin elde edilebilmesi i¢in
sarf edilen cabalarmn biitiiniiyle meydana gelir. Iste bu baglamda atletik performans
cabalarin biitliinlinii kapsadigindan, multifaktoriyel bir kavram olarak ele alinmali ve
olumlu olumsuz birgok faktorle birlikte degerlendirilmelidir (Atasiir ve Yiicesir, 2004).
Insan gii¢/kuvvet ve dayaniklilik performansi cevresel ve coklu genlerin her ikisinden
de etkilenen multifaktoriyel ozellikler olarak bilinmektedir (Ahmetov, vd., 2015;
Hughes, vd., 2011).



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Atletik Performans ve Genetik

Elit atletik performans, diyet, fiziksel egzersiz ve sosyokiiltiirel faktorler gibi
cesitli cevresel faktorler tarafindan belirlenen karmasik bir fenotiptir. Olaganiistii
yetenekleri elinde bulunduranlarin bu 6zellikleri, kismen de olsa genlerine baglanir. Asil
marifet, atletik ve zeka igerenlerin ebeveyn veya biiyiikanne-biiylikbaba tarafindan alt
nesillere aktarilmasidir. Aslinda bir¢cok sporcu ge¢miste ve giinlimiizde benzer ailelere

tiyedirler.

Gen ekspresyonu, birden fazla ¢evresel faktor tarafindan etkilenirken, genetik
yatkinlik; fiziksel atletik performansin gelismesinde onemli rol oynamakta ve ¢ok
sayida gen polimorfizmi ile karakterize edilmektedir (MacArthur ve North, 2005).
Dayaniklilik performanst esasen kardiyo-respirator uyumun, iskelet kaslarindaki
metabolik siireglerin ve norolojik faktorlerin biitiinlestirilmesine baghdir ancak
biyomekanik, psikolojik, fiziksel, beslenme ve diger parametreler de bu siirecte
onemlidir (Joyner ve Coyle, 2008; Rusko, 2003). Dayaniklilik performansi esasen
kardiyorespiratuvar uyumun, iskelet kaslarindaki metabolik siireglerin ve norolojik
faktorlerin Dbiitiinlestirilmesine baghdir ancak, biyomekanik, psikolojik, fiziksel,

beslenme ve diger parametreler de dnemlidir (Joyner ve Coyle, 2008; Rusko, 2003).

Sekil 2.1. Atletik performansla iligkili DNA polimorfizmlerinin kesfinin yillara gore
degisimi (1998-2015) (M.Postmhumus ve Collins, 2016).

200
180
160
140
120 | Atletik Performans iliskili DNA
100 Polimorfizmlerinin Kesfinin
30 Yillara Gore Degisimi (1998-
2015)
60
40
0 T - T T T

1998 2005 2009 2012 2015




2.2  Spor Genomigi

Genetik faktorler, atletik performansta ve onunla iligkili olarak koordinasyon,
esneklik, aerobik kapasite, giic ve kuvvet gibi fenotiplerin belirlenmesinde anahtar rol
oynadig1 diisiiniilir. Sporcu durumu ve orta diizey fenotiplerin nispeten daha yiiksek
kalitsal olmasina karsin, genetik varyantlar i¢in arastirmalar belirli spor tiplerinde zorlu
gorevlerin basarilmasina yatkinliga katkida bulunur (Simoneau, vd., 1995; Alonso, vd.,
2014). Sporda genomik, elit sporcularin genomlarinin fonksiyon ve organizasyonlarina

odaklanan nispeten yeni bir bilimsel disiplindir (Ahmetov ve Fedotovskaya, 2015).

Spor genomigi c¢ag atletik performansla iliskili, ilk genetik markerlarin kesfi ile
(ACE, ACTN3, AMPDI, PPARGCI1A) 2000’lerin basinda basladi. Sekanslama,
genotiplendirme ve genis kullanim alanina sahip DNA mikroarrayin uygulamalar ile
elit sporcu durumlar iliskisi dogrulanmamis, aday gen varyantlarinin yayinlanmis ¢ok

sayida genetik caligmalar literatiirde bulunmaktadir (Ahmetov ve Fedotovskaya, 2015).

Literatiir taramas1 sonucunda, elit atletik durum ile iligskili en az 155 genetik
marker (X-Y kromozomlari, mitokondriyal DNA, 82 otozomal gende lokalize) oldugu
goriliir (Erisim Tarihi:15.01.2017). Bunlar markerlarin 93’ dayaniklilik iligkili 62’si
giic/kuvvet iligkili genetik markerlardir. Bu markerlardan dayaniklilik markerlari
olarak; ACE I, ACTN3 577X, ADRB2 16 Arg, AQP1 rs1049305 C, rs7181866 G, HFE
63Asp, KCNJ11 Glu23, mtDNA H haplogrup, mtDNA K haplogrup, PPARA
154253778 G, PPARD rs2016520 C, PPARGC1A Gly482, UCP rs1800849 T markerlar1
yaygin olarak bilinmektedir. Yaygin olarak bilinen gii¢/kuvvet iligskili markerlar ise;
ACE D, ACTN3 Arg577, AGT 235 Thr, AMPD1 GIn12, CKM rs1803285 G, CREM
rs1531550 A, GALNT13 rs2070744 T, PPARA rs4253778 C, PPARG 12Ala, SOD2
Alal6 seklindedir (Postmhumus ve Collins, 2016).

Olgu-kontrol ¢aligmalar1, spor genomiginde en yaygin c¢alismalar olarak
stirdiiriiliir ve yaygin olarak genel popiilasyona gore elit sporcu grubunda daha yaygin
bulunan DNA sekansinin bir alleli (gen veya kodlanmayan DNA bdlgesi)’nin olup
olmadig1 belirlenir. Bu yiizden bu alleller “performans destek alleli” olarak adlandirilir.

Olgu kontrol calismalarinda yanlis pozitif sonuglardan kaginmak i¢in ayni toplulugun



alt gruplar1 veya farkli popiilasyonlarin atletik veya atletik olmayan gruplarin en az 1

kopyasi eklenmektedir (Eynon, vd., 2013; Wang, vd., 2013; Ahmetov, vd., 2015).

Spor iligkili genetik markerlerin tanimlanmasi i¢in diger bir yol ise yarigma
sonuglarma gore en iyi ve en kotli sporcularin allelik frekanslar1 ve genotiplerinin
karsilastirilmasidir (O’Connell, vd., 2011; Brown, vd., 2011). Gii¢ ve dayaniklilik, kas
performans siireglerinin ekstrem noktalarina yerlestiginden beri; giiclii ve dayanikli
sporcular arasinda allelik ve genotip frekanslarinin karsilagtirllmasi dayaniklilik/gii¢
markerlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Drozdovska, vd., 2013; Ahmetov, vd.,
2014). Tipik 6rneklendirme caligmalar1 spor genomiginde ¢alisma dizayninin bir bagka
tipidir ve sporcularin geriye kalan sporcu olmayanlarla karsilastirilarak belirli aym
genotipte olup olmadigi ve bazi 6zellikleri (VO2 max, kosma zamani, hizli kasilan kas
fibrilleri ytizdesi, laktat) olgiiliir ve bu sonuglar degerlendirilir (Ahmetov, vd., 2009;
Mustafina, vd., 2014).

2.3 Polimorfizm ve Sportif Genomik

DNA dizi alternatifleri olarakta tanimlayabilecegimiz polimorfizmler,
popiilasyonda %1°’den daha yiliksek oranda karsilagabilecegimiz farkliliklardir.
Polimorfizmler, popiilasyonda yiiksek siklikta varyant alleler olarak bulunmalariyla
bilinirler. Polimorfik dizi varyantlar1 genelde gen disinda kaldiklarindan herhangi bir,
hastaliga veya anomaliye neden olmazlar, ancak bazi hastaliklar ile paralellik
gosterdikleri durumlarda marker olarak kullanilabilirler ve bdyle durumlarda ilgili

hastaliga yatkinliga neden olabilirler.
2.3.1 Tek niikleotid polimorfizmleri (Single nucleotide polymorphisms-SNP)

Insan Genom Projesi kapsaminda yapilan DNA klonlama ve dizi analizi
caligmalarinda her 100 bazdan birinde degisiklik (polimorfizm) oldugu saptanmustir.
Canli genomunda gizli kalmis bu farkliliklar, ilk basamakta canlinin ¢evreye uyumu ve
yasami i¢in gerekli goOriilmese bile bir zaman sonra, canliyr avantajli duruma
dontistiirecek preadaptasyon (6nuyum) niteligindeki varyasyonlardir. Ayrica bu genetik
varyasyonlarin DNA’nin kodlanmayan bdlgeleri arasinda bulunan genler arasi ve gen
yapisinda bulunan intron gibi yapilarda bulunmasinin yanisira, gen ekspresyonunda ¢ok

onemli rol oynayan promotor dizilerinde de yer almasi s6z konusudur. Bugiin i¢in



genin protein {riiniine yansimayan splaysing (alternatif kesim) ve post-translasyonel
modifikasyonlarin da, polimorfizmlerin ortaya ¢ikmasinda rol oynadig tespit edilmistir.
Genom projesi ile ilgili olarak baslatilan arastirma programlar1 arasinda SNP projesi
onemli yer tutmaktadir. SNP projesi kapsaminda DNA molekiiliinde bulunan ve
bireyler arasinda tek bir niikleotid farkliligi gosteren degisimlerin saptanmasi
amaglanmaktadir. Bu farkliliklar daha sonra diyabet kanser ve artrit gibi hastaliklarla

iliskisi olan genlerin haritalanmasinda ve tanimlanmasinda kullanilacaktir.

Insan genomunda kodlanan genler tiim DNA dizisinin ¢ok az bir kisminda
bulunur. Bu kodlanan bolgedeki DNA dizisinin %90’dan fazlasi belirli bir iiriin
kodlamamaktadir. Her 100 baz ¢iftinde meydana gelen SNP’lerin farkl etkileri olabilir.
Birgok SNP protein yapisinda ve fonksiyonunda degisiklige neden olmaz. Eger
aminoasitlerde degisiklige neden oluyorsa yanlig anlamli SNP denilir. Ama ¢ogu SNP,
ya kodlanmayan dizide meydana gelmeleri ya da ayni aminoasidi kodlayan varyantlar

olusturduklar i¢in fenotip tizerinde herhangi bir etkisi yoktur (Miller ve ark. 2001).

Son yillarda yapilan caligmalarla SNP’lerin tanimlanmasi ve genomda sik
bulunmalar ile genomda kararli bir sekilde dagilim gostermeleri nedeniyle SNP’ler
tercih edilen molekiiler ayraclar olmuslardir. Yiiksek islem hacimli genotipleme
yontemlerinin gelismesi ile bir defa da bir bireye ait milyonun iizerinde SNP
genotiplendirilebilir ve bir anlamda ilgili bireyin genom haritas1 ortaya koyulabilir hale
gelmistir.  Bu nedenle SNP mikrodizinleri, hem baglanti hem de asosiyasyon analizi

calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Gupta, vd., 2008).

Spor genetigi ¢alismalart; 3 ana temele dayanir. Bunlar; fiziksel 6zelliklerin
kalitsal geg¢isinin arastirilmasi, fiziksel Ozellikleri uyumlu biiytik gruplarin gen
haritalarinin ¢ikarilmas: ve fiziksel Ozelliklere etki ettigi diisliniilen aday genlerin
spesifik olarak arastirilmast seklindedir. Spor genomigi kapsaminda SNP, aday gen
tayini ve gen haritalamak amaciyla tercih edilir. Aday gen tayinin yapilmasinin
ardindan ilgili gen genis toplumlarda detayli bir sekilde arastirtlir. Gen haritalama
caligmalarinda ise performans oOzelliklerini belirleyen genlerin lokalizasyonunu
belirlemek amaciyla ve her bir genin performansa spesifik etkisinin yaninda birden fazla
genin etkisi altinda olan fenotipik Ozellikleri belirlemek amaciyla yapilmaktadir

(Perusse L, vd., 2002). Tek niikleotid polimorfizmleri iki farkli bireyin gen dizilimi



acisindan aralarindaki farkliligi ortaya koyar ve sonraki asamalarda ilgili dizilimin
sporcu grubunda mi normal popiilasyonda mi1 daha yaygin oldugunun arastirilmasina

olanak tanir.
24 Spor Genetigi Kapsaminda Geleneksel, Ailesel ve Ikiz Calismalar

Atletik yetenegin genetik temeli 30-40 yi1l 6nce calisilmaya baslanmistir. 1970
ve 1980’lerde egzersiz ve atletik performans iizerine genetigin etkisi baslica ikiz ve
ailesel caligmalar {izerinden yonlendirilmistir.  Bu calismalar genetigin, atletik
performans ve egzersize, ¢evresel faktorler de esit olarak ayarlandiginda Snemli
katkilart oldugunu ortaya koymaktadir. Daha giincel olarak 7 Avrupa iilkesinden
37.051 ikiz ciftinin meydana getirdigi genis skala ikiz ¢ifti ¢aligmas1 kalitsal olarak
aktarilmis egzersize ayrilmig giinlilk zamanlarin %48 ile %71 arasinda oldugunu ortaya
koymaktadir (Stubbe, vd., 2006). Atletik durum i¢in genis genom iliskili tarama 700
Ingiliz disi dizigotik ikizlerde, atletik durumun asag1 yukar1 %66 kalitsal oldugu rapor
etmektedir (De Moor, vd., 2007). Health Risk Training and Genetic (HERITAGE) aile
calismasinda, beyaz veya siyah soydan gelen standart olarak 20 hafta egzersiz
antrenmanlar1 yapmis 742 saglikli sedanter katilimcinin birkag egzersiz iliskili, kalitsal
ozellikleri dl¢iilmiistiir (Bouchard, vd., 1995). Olgiit alinan parametreler viicut kitle
indeksi, cinsiyet, yas ayarlamasindan sonra submaksimal egzersiz kapasitesi,
submaksimal egzersiz kalp orani, maksimal oksijen alimi i¢in antrenman yanitinin
kalitimu sirasiyla; %26 (Perusse, vd., 2001), %34 (An, vd., 2003), %47 (Bouchard, vd.,
1999) olarak ol¢iildii. Kas giicli ve kiitlesinin genetik faktorler tarafindan etkilendigi
rapor edilmistir. Kas giicii ve kiitlesi i¢in tahmini kalitsal 6zellikler ikiz ve ailesel
calismalarla belirlenmistir (Peeters, vd., 2009). Ikiz ve ailesel ¢alismalar spor genetigi
alan1 i¢in onemli doniim noktas1 olmustur. Ancak, caligmalarda kullanilan yaklagimlar
performansi etkileyen belirli genleri tanimlayamamustir. Insan Genom Projesi’sinin
2003’te tamamlanmasinin ardindan spor genlerinin spesifik olarak tespiti ve belirli
genlerle atletik performans arasindaki iliskinin direkt olarak analiz edilebilmesi gibi

daha hassas molekiiler DNA testleri iceren genetik arastirmalar gelismistir.



25  Elit Atletik Yetenek ile Spesifik Gen Varyantlar1 Arasindaki liskinin

Tanimlanmasi

Genetik varyantlar, belirli gruplar ve popiilasyonlar arasindaki farkliliklar1 ifade
eder ve insan genomu boyunca ortaya koyar. Genetik varyantlar yaygindir ve benzer
popiilasyonlarda farkli fenotiplere neden olabilirler. 2005°te elit performansla iliskili
birka¢ genetik varyant bulunmustur ve giinlimiizde bu konudaki paradigma ise elit
performansin poligenik bir 6zellik oldugu yani bir¢ok farkli genin etkisi altinda olan
varyantlar oldugu ve her bir varyantin mindr istiraki ile essiz atletik fenotip meydana

gelmektedir (Williams ve Folland, 2008).

Anjiyotensin  doniigtiiriici  enzim gen insersiyon/delesyon (ACE 1/D)
polimorfizmi (rs4340) ve a-aktinin-3 geni (ACTN3) R577X polimorfizmi (rs1815739)
son yillarda insan fiziksel performansi ile baglantili olarak zihinlerde en fazla soru
isretine neden olan iki gendir (Pokrywka, vd., 2013). Her iki gendeki varyantlar genel
poplilasyonda niceliksel fiziksel performans o6zelliklerini normal ve elit atletik
performans ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Bustamante-Ara, vd., 2010 ; Pereira vd.,
2013; Wang, vd., 2013; Drozdovska, vd., 2013).

2.6 Sportif Performans ve ACE Geni

Insan anjiyotensin doniistiiriicii enzim geni (ACE) kromozom 17 iizerinde 23.3
pozisyonunda bulunur (Rieder, vd., 1999). Bu genin (anjiyotensin I'i II'ye doniistiiren
bir enzim) iirlinii kan basincinin diizenlenmesinden sorumlu bir sistem olan renin
anjiyotensin sisteminde (RAS) anahtar bir unsur olarak kabul edilmektedir. Renin-
anjiyotensin sisteminin bir pargasi olarak, ACE (anjiyotensin doniistiirlicli enzim),
kaslarda kardiyovaskiiler fonksiyon ve metabolik siire¢lerin diizenlenmesinde 6nemli
bir role sahiptir. ACE, anjiyotensin I'in fizyolojik olarak aktif anjiyotensin Il'ye
doniisimiinii katalize eder ve vazokonstriksiyona (damar biiziilmesi) neden olur ayrica,
aldosteronun salinmasi yoluyla elektrolitlerin ve suyun diizenlenmesini etkiler. Ek
olarak ACE, bradikininin kan basincinda bir artisa neden olan vazodilator (damar
genisletici) etkisini azaltir (Thompson ve Binder-Macleod, 2006). En ¢ok calisilan
ACE polimorfizmi, intron 16'daki bir 287 baz cifti Alu tekrar dizisinin varlig

(insersiyon, I) veya yoklugu (delesyon, D) iceren restriksiyon fragmani uzunlugu



polimorfizmidir. Bu durumda, i¢ ACE genotipi DD ve II homozigotlar1 ve ID
heterozigotlarini igerir. 1 alleli, D alleli ile karsilastirildiginda hem serumda hem de
dokuda diisiik ACE aktivitesi ile iliskilidir (Rigat, vd., 1990). Insan ACE I / D'sinin
fonksiyonel polimorfizmi, intron 16'da bir 287 baz ciftli (bp) segmentin varlig
(insersiyon, | alleli) veya yoklugu (delesyon, D alleli) ile ilgilidir. Alvarez vd.,(2000),
DD homozigotlarindaki ACE enzim aktivitesinin II homozigotlarindan 3-4 kat fazla
oldugunu bildirmistir. I aleli gelismis dayaniklilik performansi ile iliskilendirilirken D
alleli daha yiliksek ACE aktivitesi, artmig kuvvet ve sprint performansi ile

iliskilendirilmistir (Myerson, vd., 1999 ; Thompson ve Binder-Macleod, 2006).

ACE genotipi ile antrenman arasindaki iliskiye iliskin raporlarda, DD genotipi,
kisa siireli aerobik performans gelisiminde bir avantaj sagladigr gorilmektedir (Cam,
vd., 2007). Dabhasi, en az bir D alleli olan katilimcilar, kuadriseps kaslarinda izometrik
kuvvet antremanindan sonra daha biiylik giic kazanclar1 ve kas hacmi gostermistir
(Charbonneau, vd., 2008). Son olarak, birka¢ rapor D alelinin elit bir gii¢ sporcusu
statlisii ile iliskili oldugunu kanitladi. Diger yandan, I allelinin fazlali§1 dayaniklilik
performansinin bazi yonleriyle iligskilendirilmistir (Bray, vd., 2009). Allel 1 ve Il
genotipleri kaslarin dayanikliligi ve etkinliginde artis ile baglantili olmanin yam sira
orta siireli aerobik performansta daha fazla diizelme ile iliskilidir ve ayrica serbest
liflerin (tip 1 kas lifleri) oranindaki artistan da sorumludurlar (Cam, vd., 2007,
Macarthur ve North, 2005). Onceki arastirmalarin aksine, ACE I/D polimorfizmi ile
artmis fiziksel performans arasindaki korelasyonu gostermeyen ¢aligmalar da

bulunmaktadir (Rankinen, vd., 2000; Taylor, vd., 1999).

Cizelge 2.1. ACE geni ozellikleri.

Gen Lokasyon Polimorfizm Dayaniklhihk Gii¢/Kuvvet
Mliskili Marker Tliskili Marker
ACE 17923.3 Alu I D

1/D(rs4646994)
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2.7 Sportif Performans ve ACTN3 Geni

Spor genetigi kapsaminda atletik performansa etkisi en yaygin arastirilan ikinci
gen, o-aktinin-3 proteinini kodlayan ACTN3 genidir. ACTN3 geni, iskelet kasinin hizli
kasilan kas liflerinin sarkomerik Z hattinda bir aktinin baglama proteinini kodlar
(North, vd., 1999; Mills, vd., 2001). Alfa-aktininler, hiicre i¢i iskelet sisteminde yapisal
ve diizenleyici rol oynayan eski bir aktin baglayici protein ailesidir (Mills, vd., 2001).
Iskelet kasinda, iki alfa-aktinin proteini (a-aktinin-2 ve a-aktinin-3), aktin ince
filamentlerini tutturarak miyofibriler dizininin korunmasina yardimei olan Z diskinin
Oonemli bir yapisal bilesenini olusturmaktadir. Mekanik rollerinin yani sira, her iki
sarkomerik alfa-aktinin sayisiz sinyal ve metabolik yollarla ilgili proteinlerle etkilesime
girer (Mills, vd., 2001). Her tiirlii kas lifinde eksprese edilen a-aktinin-2’nin aksine, o-
aktinin-3 ifadesi neredeyse tamamen, glikolitik tip II hizli kasilan liflerle sinirlidir
(Clarkson, vd., 2005). North ve digerleri (1999) diinya ¢apinda bir milyardan fazla
insanda a-aktinin-3 eksikligine neden olan ACTN3 R577'de (dbSNP rs1815739) yaygin
bir polimorfizm tespit etmistir. ACTN3 geninde ortak bir genetik varyasyon argininin
(R) bir aminoasit 577'de bir stop kodonu (X) ile degistirilmesidir. (Ekson 16'da 1747
pozisyonunda C — T gecis) (North, vd., 1999). Insan ACTN3 geninin R577X
polimorfizmi iki allel varyantina neden olur, bu varyantlar; fonksiyonel bir R alleli ve
fonksiyonel olmayan bir X allelidir (Kuzey, vd., 1999; Mills, vd., 2001). ACTN3
kodlama dizisindeki 1747 niikleotid pozisyonundaki doniisiim (C> T) arjinini (R)
577'de bir durdurma kodonuna (X) doniistiiren ACTN3 geninin R577X polimorfizmi
ACTN3 geninin iki farklt versiyonunu olusturur, ki bunlarin her ikisi de genel
popiilasyonda ¢ok yaygindir: 577X alleli fonksiyonel a-aktinin-3 proteininin tretimini
tamamen engelleyen bir dizi degisikligi igerirken; 577R alleli genin normal, islevsel
versiyonudur (North, vd., 1999). ACTN3 geninin 577R alleli ve 577RR genotipi ¢ok
cesitli etnik gruplarda {ist diizey, glic odakl: atletik performans ile iliskilendirilir (Yang,
vd., 2003; Niemi vd., 2005; Cigszczyk, vd., 2011). Bunlara ek olarak, R allelinin varlig
kuvvet antrenmani kapasitesi arasinda pozitif bir iliski vardir (Clarkson, vd., 2005).
Ayrica Vincent ve ark. (2007) yiizeysel alan yiizdesinin ve tip IIx (hizli glikolitik yikim)
liflerin RR'de geng saglikli erkeklerin XX genotipinden daha yiiksek oldugunu gosterdi.
XX genotipi bilinen herhangi bir hastalik fenotipiyle iliskili olmasa da, bir a-aktinin-3
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eksikliginin "saf" gilic ve sprint sporunda iist diizey atletik performansi engelledigine

inaniltyor (North ve digerleri., 1999).

Cizelge 2.2. ACTN3 geni ozellikleri.

Gen Lokasyon Polimorfizm Dayamkhhk Gii¢/Kuvvet
Iliskili Marker Iliskili
Marker
ACTN3 11913.1 R577X 577X Arg577
(rs1815739 C/T)

2.8 ACTN3 Knock-Out Fare Modeli

Arastirmacilar tarafindan inaktive edilmis (KO-Knock-Out) veya over aktive
edilmis belirli genlerle genetik olarak dizayn edilmis fare modeli egzersiz
antrenmanlarina iskelet kaslarinin adaptasyonundaki temel mekanizmanin anlagilmasi
icin yapilacak calismalara bir ara¢ olarak hizmet edebilir. Egzersiz antrenmanlarina
yanitta, metabolik ve fizyolojik fonksiyonda Ol¢iit alinan parametreler (antrenman
oncesi) lizerinde ACTN3 R577X polimorfizminin daha iyi anlasilmasi i¢in ACTN3 KO
fare modeli gelistirildi. Bu fare modeli a-aktinin 3 proteinini tam olarak eksprese eden
yabani tiplere gore, o-aktinin 3 protein bakimindan incelendiginde yetersizdir
(MacArthur, vd., 2007). Yabani tiplere gore ACTN3 inaktivasyonu gergeklestirilmis
fareler hizli kas fibrillerinin ¢aplarinin azaltilmas: dolayisiyla diisiik kas kiitlesine sahip
oldugu, kavrama giiclinde azalma goriildigii ve dayaniklilik kapasitesinde artis
goriildiigii ve son olarak ACTN3 inaktivasyonu gercgeklestrilmis fare modelinde 6l¢ii
alinan temel parametrelerde kosunun %33 daha diisiik oldugu goriilmiistiir (MacArthur,
vd., 2007, 2008) a-aktinin 3 protein yoklugu kas elemanlarinin karsi yondeki kas
fibrillerine daha yavas rotasyonuna neden olur. ACTN3 inaktivasyonu yapilmis
farelerde hizli kas fibrilleri (tip 2/X) anaerobik enzim aktivitesinde énemli derecede
azalma  goriilirken,  fibril  tipleri dagiliminda yer degisikligi olmaksizin
oksidatif/mitokondriyal enzim aktivitesi artar. izole edilmis KO fare modeli kaslar1
daha uzun yar1 gevseme-gekilme zaman1 gdstermis ve yabani tiplere gore yorgunlugun
tyilestirilme siiresi de daha uzun 6l¢iilmiistiir (MacArthur, vd., 2007, 2008). Bu yiizden
ACTN3 KO farelerin fenotipleri insanda uygulanmis gen iligkili ¢alismlarin aynasidir

ve sprint performansin azaltilmasi, insanda olasi1 gelismis dayaniklilik genotipi olan
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ACTN3 R577XX genotipi hakkinda mantikli agiklamalar saglar (Berman ve North,
2010). Oksidatif metabolizmaya karsi kas metabolizmasindaki degisimler, ACTN3
577X alleli insan evrimi boyunca pozitif secilim i¢in gbz Oniinde bulundurulabilir.
Ayrica aglik toleransin1 ve metabolik etkinligi arttirabilir.  Son zamanlarda
calcineurine(kalsinotirin), spesifik hiicre sinyal yolagi, degismis kas metabolizmast ve
gelismis  yorgunluk direncinin  belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda
kullanilmaktadir. ACTN3 KO farelerde yabani tiplere nazaran yaklasik 1,9 fold
calcineurine(kalsinoiirin- a calcium dependent protein phosphatase) artis1 gérilmiistiir
(Seto, vd., 2013). Sonug olarak; ACTN3 KO modelden elde edilen veriler atletik
performans lizerine gen varyantlarinin etkileri hipotezi i¢in biyolojik agiklamalar

iiretmeye yardimci olur.

Cizelge 2.3. ACTN3 genotipi ve sportif performans arasindaki iliski(Ozveren,
vd.,2014).

ACTN3 Varyant Spor Performansi Onerilen Baz1 Sporlar
genotipi
Homozigot RR e (Cabuk kuvvet e Viicut gelistirme
normal e Siirat/glic o Halter
CC e Max. Kuvvet e Judo
e Kisa stireli e Atletizm(kisa mesafe)
dayaniklilik e Yiizme (kisa mesafe)
o Bisiklet (kisa mesafe)
Homozigot XX e Uzun stireli e Maraton
degisim dayaniklilik e Triatlon
TT o Kuvvette e Yiizme(uzun mesafe)
devamlilik o Bisiklet(uzun mesafe)
e Siiratte
devamlilik/gii¢
e Orta siireli
dayaniklilik
Heterozigot RX e (Cabuk kuvvet e Viicut gelistirme
degisim o Siirat/glic e Futbol
CT e Max. Kuvvet o Basketbol
e Uzun stireli e Hentbol
dayaniklilik e Tenis
e Yirime (kisa/uzun
mesafe)
e Yiizme (kisa/uzun
mesafe)

e Bisiklet (kisa/uzun
mesafe)
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Bazi c¢alismalar nakavt fare modelinde a-aktinin-3 ekspresyonunun
kaybedilmesinin, hizli kas metabolizmasinda daha etkin aerobik yola dogru bir degisime

ve ig¢sel dayaniklilik performansinda bir artisa neden oldugunu bildirdi (MacArthur ve

North, 2007).

Saglik, risk faktorleri, egzersiz anternmanlar1 ve genetik faktorlerini inceleyen
HERITAGE adli, ailesel ¢aligmalarda, sedanter grupla yapilan ¢alismalarda VOaznax i¢in
maksimal kalitsallik %50 civarinda oldugu gorilmiistir (Bouchard, vd., 1998).
Ortalama olarak, kadinlarin VOpmax degerleri, viicut yag kiitlesi ve daha diisiik
hemoglobin seviyeleri nedeniyle erkeklere kiyasla% 10 daha diisiiktiir (Pate, vd., 1987,
Durstine, vd., 1987). 11-17 yaslarindaki insanlardaki biiylime ve olgunlagsma
doneminde, VO, tepe noktasi artist Oncelikli olarak viicuttaki yagsiz kiitlelerden

etkilenir (Armstrong ve Welsman, 2001).
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1 Katihhmcilar

Calismamizda 23 milli atlet (n:12, kisa mesafe; n:6, orta mesafe; n:5, uzun
mesafe), 27 amator atlet (n:10, kisa mesafe; n:6, orta mesafe; n:11, uzun mesafe) ve 34
sedanter olmak iizere kadin ve erkeklerden olusan toplam 84 kisi goniilli olarak
katilmistir.. Calismamiz kapsamina giren biitlin sporcu ve sedanterlerden kan alimi
gerceklestirilmeden oOnce katilimcilar c¢alismanin riskleri ve yararlari hakkinda
bilgilendirilmis olup, goniilli olur formlarma istinaden yazili onaylar1 alinmistir.
Katilimeilar ¢alismalar ilerlerken ve ¢alismanin sonunda verdikleri iletisim kanallari

araciligiyla kendi sonuglar1 hakkinda bilgilendirilmistir.

Yaptigimiz ¢alisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (2016/22) ve Diinya Tip Birligi

Helsinki Bildirgesi’ne uygun olarak yapilmistir.

Bu c¢alisma, Bilecik Seyh Edebali Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

tarafindan desteklenmistir (2015-02.BSEU.13-01).

3.2 Kan Alimi

Konu kapsaminda calismaya dahil edilecek goniilliilerin kanlart EDTA’11 tiiplere
alimmigtir. Kan alma islemi uzman hemsireler tarafindan yapilmistir. Alinan kan
numuneleri siniflandirilarak uygun sartlarda Bilecik Seyh Edebali Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’'nde DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmek {lizere

+4 °C’de saklanmustir.



3.3

Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3.1. Calismamizda kullanilan cihazlar.

15

Pipet takimi ( Thermo Scientific, Biohit Proline Plus )

PCR cihaz1 (Thermal Cycler) ( Thermo Scientific ARTIK, Techne Tc-Plus)

Vorteks (JEIO TECH, Lab Companion)

Santrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 21R)

Jel dokiimantasyon cihaz (Gel Logic, 212 PRO Carestream)
Hassas Terazi (Pioneer, Ohaus)

Deep- freze (-20, Bosch)

Buzdolabi ( +4, Regal)

Panasonic (-86)

Jel elektroforez (Cleaver Scientific, MAX FILL) Mikro dalga (Kenwood)
Buz makinasi (Hoshizaki)

BioSpec-Nano (Shimadzu-Biotech)

Otoklav (Niive Steam Art, OT-90L)

Pastor Firim (Lab Companion, ON-12)

Distile Su Cihaz (Niive, NS103)

Termal Calkalamal Inkiibator

Eppendorf tiipii (1.5 mI’lik)
Micro amplifikasyon tiipii (0.2 mI’lik)
Toplama tiipii (2 mI’lik)
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3.4  Cahsmada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

MACHEREY-NAGEL NucleoSpin® Blood DNA Izolasyon Kiti

ACE Forward ve Rewerse Primer Cifti
ACTN3 Forward ve Rewerse Primer Cifti
Ddel Restrikisiyon Kesim Enzimi
DNase/RNase Free Water (Gibco)
AmpMaster Tag master mix GeneAll

Taqg DNA polimeraz NEB

Distile Su 10 mM dNTP,x NEB
CutSmart® Buffer NEB

50 mm MgClI2 NEB

10x PCR Reaction Buffer NEB
SIGMA Trizma Base

EDTA (Carlo Erba Reagents)
Agarose Basic (AppliChem)
Ethidium Bromide (AppliChem)
Gel Loading Dye, Purple (6X)
50 bp DNA Ladder NZY

100 bp DNA Ladder NEB
IXTAE

50xTAE

%70’ lik etil alkol

%100 liik etil alkol

3.5 Kandan DNA izolasyonu
Laboratuvara gelen numaralandirilmis (1’den baslayarak) ornekler soguk
transfer zinciri bozulmadan aciliyetle +4 °C’ye alinmustir.

+4 °C’deki bu ornekler bekletilmeden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Izolasyon igin MACHEREY-NAGEL NucleoSpin® Blood ticari kiti kullanilmustur.

- 1,5 ml mikrosantrifiyj tiiplerine 25 pl proteinaz K eklenir.
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- EDTA’L tiip iki-li¢ defa alt iist edilir, ardindan 200 pl kan mikrosantrifiij
tiiplerine eklenir. Daha sonra 200 pL Buffer B3 eklenir.

- Karisim 20 sn. vorteks edilir.

- Ardindan 6nceden 70 °C’ye onceden ayarlanmis su banyosunda 15 dk. inkiibe
edilir.
- Karisima 210 pL etanol (%96) eklenir.

- Karigim kolonlara aktarilir. 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilir. Toplama tiipii

akan siviyla birlikte atilir.

- Filtreler yeni toplama tiipiine aktarilir. 500 pL Buffer BW eklenir.1 dakika
11.000 g’de santrifiij edilir. Toplama tiipli akan siviyla birlikte atilir.

- Filtreler yeni toplama tiipiline yerlestirilir. 600 uL. Buffer B5 eklenir. 1 dakika
11.000 g’de santrifiij edilir.

- Akan s1v1 atilir, toplama tiipti tekrar kullanilir.

- Yeni toplama tiipiine tekrar aktarim yapilmadan 11.000 g’de 1 dakika santrifiij
edilir.

- Kolonlar 1,5 ml mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilir. 100 pL 6énceden 70 °C’de
3 dakika inkiibe edilmis Buffer BE silika membranin yiizeyine dagitilir.

- 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

- 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edilir.

- Mikrosantrifiij tiipleri ve istege bagli olarak filtreler -20 “C’de saklanr.

DNA izolasyon islemi tamamlanmis DNA Ornekleri Nanodrop (Shimadzu
Biotech)’da oSlgiimleri saflik orant A260/A280 de Olclilmiistiir. Saflik derecesi 1.60-

1.90 ng/ml olan numuneler ¢alismaya dahil edilmistir.

DNA izolasyonu yapilan 6rnekler, herhangi bir aksilik durumuna kars: tekrar +4

°C’de saklanmistir. izole edilen DNA’lar ise -20 °C’de saklanmustir.
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3.6  ACE ve ACTN3 Primer Dizaym

ACE ve ACTN3 genlerinin primerlerini dizayn ederken oncelikle yaygin olarak
kullanilan ve calismamizla iligkilendirebildigimiz bolgeleri belirledik. Daha sonra
belirledigimiz bu bodlgelerin uygunlarimi test etmek igin In-Silico PCR gibi online
biyoinformatik araglar kullanildu.

Cizelge 3.3. ACTN3 geni i¢in kullanilan primerler.

SNP ACTN3 R577X

Forward Primer 5-CTGTTGCCTGTGGTAAGTGGG-3'
Reverse Primer 5-TGGTCACAGTATGCAGGAGGG-3'
Annealing 60 °C

Temperature

Restriction Ddel/37 °C

Enzyme/Digestion

Temperature

Cizelge 3.4. ACE geni i¢in kullanilan primerler.

SNP ACE Ins/Del

Forward Primer 5-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3'

Reverse Primer 5-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3'

Annealing 55 °C

Temperature

Liyofilize halde 100 uM seklinde ticari olarak satin alinan ACE ve ACTN3
forward ve reverse primerleri, firmanin Onerileri dogrultusunda PCR ig¢in uygun
safliktaki DNA/RNA free water eklenerek c¢oziilmiistir ve -20°C’de muhafaza

edilmistir.
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Cizelge 3.5. ACE geni stok primer sulandirma.

ACE Geni Stok Primer Sulandirma

ACE Forward 583 uL
ACE Reverse 703 uL

Cizelge 3.6. ACTN3 geni stok primer sulandirma.

ACTN3 Geni Stok Primer Sulandirma
ACTNS3 Forward 736 uL
ACTN3 Reverse 636 pL

3.7  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Orneklerin DNA izolasyonu sonucunda elde edilen izolatlarm amplifikasyonu
icin PCR islemi yapilmistir. (Thermo-SCIENTIFIC PCR) PCR amplifikasyonu igin
PCR mix’i hazirlanir. Bu islem igin 1,5 ul’lik saklama tiipii igerisine asagidaki
cizelgedekiler sirasiyla konularak pipetaj yapilmistir. PCR reaksiyon bilesenlerinin
miktarlar1 ve primer baglanma sicakliklarinin belirlenmesi igin oncelikle gradient PCR
uygulamas1 gerceklestirilir. Uygun reaksiyon ve PCR dongii kosullar1 belirlendikten

sonra elimizdeki verilere uygulanmustir.



Cizelge 3.7. PCR reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari.

PCR Reaksiyonu Bilesenleri

Standart Taq Buffer 2,5uL

MgClg 1,5 uL

Reverse primer 1,0 uL

Template DNA 3,0 uL

Cizelge 3.8. ACTN3 geni i¢in PCR kosullari.

ACTN3 Geni Icin PCR Kosullar

95 °C denatiirasyon 1 5dk

65 °C inkiibasyon 35 30sn

72 °C inkiibasyon 1 7 dk




21

Cizelge 3.9. ACE geni i¢in PCR kosullart.

ACE Geni I¢in PCR Kosullar

Inkiibasyon Déngii Zaman
94 °C denatiirasyon 1 5 dk.
58 °C inkiibasyon 1 1dk.
72 °C inkiibasyon 1 2 dk.
94 °C denatiirasyon 30 1dk.
62 °C inkiibasyon 30 1 dk.
72 °C inkiibasyon 30 2 dk.
94 °C inkiibasyon 1 1 dk.
58 °C inkiibasyon 1 1dk
72 °C inkiibasyon 1 7 dk
4 °C inkiibasyon ©

3.8 RFLP Protokolii (Restriction Fragment Length Polymorphisms-

Siirlandirilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi)

Restriksiyon islemi uygulanacak olan 6rneklere 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiinde
mix hazirlanip PCR tiiplerine dagitilmasimin ardindan 12 pL Pcr iriiniide {lizerlerine
eklenir. Kesim islemi sadece ACTN3 genine Ddel enzimi kullanilarak uygulanmistir.
Bu enzim i¢in reaksiyon kosullar1 37 °C’de 40 dakika aktivasyon ve 65 °C’de 20 dakika

inaktivasyon seklinde uygulanmustir.
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Cizelge 3.10. RFLP protokolii.

RFLP Protokolii

dH,O 10 pL
CutSmart Buffer 1X
PCR Uriinii 1 ug
Ddel Kesim Enzimi 0,5 uL

5. CTNAG...3
3...GANTC...5

Sekil 3.1. ACTNS3 geni Ddel enzimi kesim bolgesi.

3.9 Jel Elektroforezi

PCR ve RFLP uygulanmis orneklerin jele yiiklenmesi asamasinda standart

olarak PCR iiriinleri i¢in %1,5; RFLP kesim {iriinleri i¢in ise %3 liik jel kullanilmistir.

Cizelge 3.11. 50X TAE Buffer icerigi.

50X TAE Buffer Icerigi

- Tris base Mw: 121,14 g/mol

- 0.5 M EDTA(Etilen Diamin Tetra Asetik asit) pH 8.0

- %100 Glasiyal Asetik Asit Mw:60,05 g/mol

Tris base’dan 242 g tartilir. Glasiyal asetik asitten 57,1 ml, 0,5 M EDTA’dan
100 ml alinir ve 1000 ml’ye distile su ile tamamlanir. Bdylece 50x stok TAE elde
edilir. Kullanilirken stoktan 20 ml alinip, 1000 mI’ye distile su ile tamamlanir. Bdylece

1x TAE elde edilmis olur.
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3.10 9%1,5 ve %3°liik Jel Hazirlanmasi

PCR ve RFLP uygulanmis orneklerin jele yiiklenmesi asamasinda standart
olarak PCR firiinleri i¢in %1,5; RFLP kesim {irtinleri i¢in ise %3 liik jel kullanilmistir.
3-6 gr agaroz hassas terazi yardimiyla tartilir. Bir erlen igerisine alinir ve lizerine 200
ml 1x TAE buffer eklenir. Agarozun buffer icerisinde karigmasi saglanir ve mikrodalga
firmda homojenize hale getirilir. Homojenize hale getirilen jel icerisine 1,5 pl etidyum
bromid eklenir ve karistirtlir. Tarak yerlestirilir, agaroz jel tablasina dokiiliir. Jelin
donmasi beklenir. Jelin donmasinin ardindan kuyucuklara PCR ve RFLP 6rneklerinin

yiiklemesi islemi gergeklestirilmistir.
3.11 PCR ve RFLP iiriinlerinin goriintiilenmesi

PCR ve RFLP amplifikasyonundan sonra kuyucuklara sirasiyla; 1 pl loading
buffer +1 pl 50 bp DNA marker (NZYDNA Ladder VI) veya 100 bp DNA marker, 1 pl
loading buffer + kontrol amagli 5 ul H20O, 1 pl loading buffer + 5 PCR iiriinleri 1.5 pl
etidyum bromid ile boyanmis %1,5-3’liik agaroz jeline yiiklenen 6rnekler 90-120 V’ da
45-75 dk yiritilir. Yiritilen 6rnekler jel goriintileme cihazinda goriintiilenmistir.

(Gel Logic, 212 PRO Carestream)

3.12 istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in, SPSS 22
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi kullanilmistir. ACE geni ve ACTN3
geni genotip dagilimi ile R, X, I, D alel frekansinin istatiksel dagilimlari SPSS programi

tizerinden cross tablo olusturularak yiizde degerleri karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

Profesyonel, amator Tiirk atletlerde ve sedanterlerde a-aktinin-3 kodon 577 ve
anjiyotensin-1 doniistiirici enzim insersiyon/delesyon polimorfizminin dagilimini
arastirdik. Katilimeilarin DNA ekstraksiyonunun ardindan bu DNA’lara konvansiyonel
PCR metodu uygulanarak hedef gen boélgelerimizi amplifiye ettik. Amplifikasyon
islemi ACE geninde kademeli olarak gergeklestirildi. ACE geni kademeli olarak
amplifiye edilirken 490 ve 190 bp’de insersiyon ve delesyon varligina gore farklh
bantlar veren bir gendir. ACTN3 genine ise PCR uygulamasinin ardindan Ddel
restriksiyon enzimiyle muamele sonucu kesime ugrattik. Yaptigmiz ¢alismalari,
incelemeyi amacgladigimiz genler ve atletizm sporuna uygun bir sekilde gruplandirmalar
yaparak gerceklestirdik. Calismamiz temel olarak incelemeye konu olan sporcu ve
atletizm alanindaki bransinin ilgili gen bakimindan hangi genetik altyapiya sahip
oldugunu belirlemeyi amaglamaktadir.  Genetik 0Ozellik belirlendikten sonra ilgili
atletizm alanindaki bransinda ne gibi bir istatistiksel dagiliminin oldugunu inceledik.
Bu uygulamalar sonunda ¢alismamiz ACE ve ACTN3 genlerinin amator ve milli Tiirk
atletlerde ve sedanterlerde ne gibi bir dagilima sahip oldugunu ve bu dagilimin genetik

altyapiya katkisinin olup olmadigini ortaya koymaktadir.
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4.1  Atletizm Sporcularinda ACE(I/D) Geni Jel Goriintiileri

0 18

e — 490 bp

!
:

D S e e s 190 bp

Sekil 4.1. Atletizm sporcularinda ACE(I/D) geni jel goriintiisii.

Atletizm sporcularinda ACE(I/D) uygulamasinin jel goriintiisiinde 1. kuyucuga
bant biiyiikliigiimiizii karsilastirabilmek i¢in kullandigimiz marker vardir. Ikinci
kuyucukta ise ortamda bizim Orneklerimiz disinda DNA olup olmadigini kontrol
amaciyla yiikledigimiz ve sadece DNA/RNA’s1z su iceren negatif kontroliimiiz vardir.
Markerimiz 100 baz giftlik(bp) oldugundan bantlar 100°er 100’er artis gostemektedir.
Markerin 2. bandinin hemen alt1 190 bp’ye 5. bandinin hemen alt1 ise 490 bp’ye denk
gelmektedir. ACE geni II genotipi i¢in 490 ve 190 bp’de iki bant, ID genotipi i¢in 490
bp’de tek bant, DD genotipi i¢in ise yalnizca 190 bp’de tek bant beklenmektedir.

Sekil 4.1 iizerinde II, ID, DD genotipinde olanlar numaralariyla birlikte

gosterilmistir.
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4.2  Atletizm Sporcularinda ACTN3 Geni Ddel Restriksiyon Enzimi ile Kesim
Sonucunda Elde Edilen Jel Goriintiileri

Sekil 4.2. Atletizm sporcularinda ACTN3 geni Ddel restriksiyon enzimi ile kesim
sonucunda elde edilen jel goriintiisii.

Atletizm sporcularinda ACTN3 R577X polimorfizmi incelemesinin jel
goriintiistinde 1. kuyucuga bant biiylikliiglimiizii karsilastirabilmek i¢in kullandigimiz
marker vardir. Ikinci kuyucukta ise ortamda bizim &rneklerimiz disinda DNA olup
olmadigini kontrol amaciyla yiikledigimiz ve sadece DNA/RNA’s1z su igeren negatif
kontroliimiiz vardir. Markerimiz 100 baz ¢iftlik(bp) oldugunudan bantlar 100’er 100’er
artis gostemektedir. Markerin 2. bandinin hemen iistii 108 bp’ye alt1 ise 97 ve 85 bp’ye
denk gelmektedir. 2. bandin hemen {istii ise 205 bp’ye denk gelmektedir. ACTN3 geni
RR genotipi i¢in 205 ve 85 bp’de iki bant, RX genotipi i¢in 205, 108, 97, 85 bp’de 4
bant, XX genotipi i¢in ise 108, 97, 85 bp’de tek bant beklenmektedir.

Sekil 4.2 iizerinde RR, RX, XX genotipinde olanlar numaralariyla birlikte
gosterilmistir. Calismamizda PCR ve RFLP islemleri uyguladigimiz tiim sporcu ve spor

gruplarina ait jel goriintiileri elimizde mevcuttur.
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4.3  Atletizm Sporcularinda ACE Geni Istatistiksel Dagilim

Cizelge 4.1. Atletizm sporcularinda ACE geni istatistiksel dagilimi.

ACE Total

Sedanter % Brans Ici 18 7 9 34

Dagilim % 52,9 % 100,0

Kisa Mesafe % Bransici 3 3 6 12
Milli Dagilim %250 %250 %50,0 % 100,0
Atletler

Orta % Brans Ici 4 1 1 6
Mesafe Dagilim %66,7 %16,7 %16,7 % 100,0
Milli

Atletler

Uzun % Brans I¢ci 2 2 1 5
Mesafe Dagilim % 40,0 %400 % 20,0 % 100,0
Milli

Atletler



28

Atletizm sporcularindan elde ettigimiz ¢alisma sonuglarimiza gore; kisa mesafe
amator atletlerde %60 ACE (I1), kisa mesafe milli atletlerde %50 oraninda ACE (DD),
orta mesafe amator atletlerde % 66,7 ACE (ID), orta mesafe milli atletlerde %66,7 ACE
(1), uzun mesafe amator atletlerde %54,5 ACE DD, uzun mesafe milli atletlerde %40
esit oranlarda olmak iizere ACE (IlI) ve ACE (ID) fenotipleri en yiiksek frekansta
bulunmustur. Sedanter grubunda ise % 52,9 oraninda ACE (Il) genotipinin frekansi en

yiiksektir.
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4.4  Atletizm Sporcularinda ACTN3 Geni Istatistiksel Dagilim

Cizelge 4.2. Atletizm sporcularinda ACTN3 geni istatistiksel dagilimi.

ACTNS3 Total

Sedanter % Brans 9 17 8 34

Ici
Dagilim %265 %500 %235

Kisa % Brang 0 9 3 12
Mesafe Ici
Milli Dagilim %0 %750 %250 %

Atletler

Orta % Brang 0 4 2 6
Mesafe I¢i
Milli Dagilim %0 %66,7 %333 %

Atletler

Uzun % Brang 0 4 1 5
Mesafe I¢i
Milli Dagilim %0 %800 %200 %

Atletler
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Calismamizin sonuglarina goére ACTN3 R577X polimorfizminin genotipik
dagilimi; kisa mesafe amator atletlerde % 70 ACTN3 RX, kisa mesafe milli atletlerde
%75 oraninda ACTN3 RX, orta mesafe amator atletlerde % 100 ACTN3 RX, orta
mesafe milli atletlerde %66,7 ACTN3 RX, uzun mesafe amator atletlerde %81,8
ACTN3 RX, uzun mesafe milli atletlerde %80 oraninda ACTN3 RX fenotipi en yliksek
frekansta bulunmustur. Sedanter grubunda ise % 50,0 oraninda ACTN3 RX genotipinin

frekansi en yiiksektir.

Calismamizda kullandigimiz sedanter grubumuz standart olup, her iki gen i¢in

ortak olarak kullanilmistir.
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S. TARTISMA

Bu calismamizda, ACE (I/D) ve ACTN3 R577X polimorfizmlerinin amator ve
milli Tiirk atletizm sporcularinda dagilimini incelemeyi ve sedanterlerle farkini ortaya

koymay1 amagladik.

ACE (1/D) ve ACTN3 R577X polimorfizmleri elit atletik performans, kuvvet ve
diger gii¢ fenotipleriyle iliskilendirilmis ve en ¢ok calisilmis fiziksel performans gen
varyantlaridir (Ahmetov, vd., 2015; Hughes, vd., 2011; Scott, vd., 2010). ACE geni
tarafindan kodlanan protein renin-anjiyotensin Sisteminin en 6énemli bilesenidir (Scott,
vd., 2010; Pescatello, vd., 2006). ACE I alleli diisiik ACE enzim aktivitesini baglatir ve
artmig dayaniklilik performansiyla iligkilidir (Drozdovska, vd., 2013). Birkag ¢alisma,
ACE D allelini, yiiksek kuvvet, kas hacmi ayrica hizli kasilan kas fibrillerinin artmis
yiizdesiyle iliskilendirmistir (Ahmetov, vd., 2015; Pescatello, vd., 2006). Eider 2013, D
allelinin sporcularda gelismis kuvvet yetenegi, saglikli egzersiz dayaniklilik
programlarinda avantaj olabilecegini rapor etmislerdir (Eider, vd., 2013; McCauley,
vd., 2008)

ACE’nin kapsadig1 polimorfizmler Alu dizisinin 287. baz ¢iftindeki insersiyon
veya delesyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu polimorfizmler insersiyon- insersiyon (11),
insersiyon-delesyon (ID) ve delesyon-delesyon olmak {izere 3 farkli genotiptedir. I/D
polimorfizmleri doku ve serbest dolasan (sirkiiler) ACE diizeyleriyle iligkilidir. Bash
bagima homozigot D alleli i¢in doku ve plazma ACE konsantrasyonlari, heterozigot (ID)
ve homozigot (II)’lara gore daha yiiksektir. Birgok olgu kontrol ¢alismalari; kisa mesafe
yiizme, uzun atlama, yiiksek atlama, kisa mesafe kosulart gibi hiz-esneklik
disiplinlerindeki basarilarin ACE (DD) genotipi ile iliskili oldugunu rapor etmistir.
Diger taraftan, daha diisitk ACE serum konsantrasyonuna sahip olan, ACE II genotipi,
kiirek ¢cekme, orta-uzun mesafe kosusu ve uzun mesafe yiirtime yarist gibi dayaniklilik

iliskili disiplinlerdeki basarilarla iligkilidir.
ACE geninde 3 tip varyasyon mevcuttur;

Homozigot insersiyon (I/I): Diisiik ACE aktivitesine bagl olarak “artmis dayaniklilik

performansi”yla iligkilidir.



32

Homozigot delesyon (D/D): Yiiksek ACE aktivitesine bagli olarak “cabuk, hizli
kuvvet/gili¢” gozlenir.

Compound heterozigot (I/D): Bu genotip ortalama ACE aktivitesine bagli olarak her iki

Ozellik i¢in kismi avantaj gozlenir.

Kaslarimizin yapisinda distrofin, aktin, aktinin gibi onemli islevlere sahip
protein yapidaki molekiiller mevcuttur. Aktinin, 6zellikle hizli gii¢ elde edilmesinden
sorumlu gendir. Aktinin geni, ‘HIZ’ geni olarak bilinmektedir. ACTN3 geni ozellikle
R577X polimorfizmi sportif performansa etki alaninda gayet énemli bir yere sahiptir.
Spor genetigi alaninda yapilan ¢alismalar genelde ACTN3 geni lizerine yogunlagsa da
Aktinin protein ailesinin 4 farkli formu bulunmaktadir. ACTN1 ve ACTN4 alternatif
kesim ve eklemeyle (splaysing) sentezlenen genlerdir. Bu iki genin merkezi sinir
sisteminde ve diiz kaslarda Ca™" duyarsiz varyantlar ile bircok dokuda eksprese edilen
Ca™ duyarli formlar1 vardir. ACTNI aktin filamentlerinin birbirine baglanmasin
saglayarak bu filamentlerin hiicre-hiicre ve hiicre-matriks gibi baglant1 elemanlarina
daha kolay tutunmalarini saglar. Bu islevleri dolayisiyla ACTNI geni; sitokinez, hiicre
adezyonu ve hiicre hareketleri gibi hiicresel islevlerde rol almaktadir. ACTN2 geni
kalp, ¢izgili kas ve beyin dokusunda ifade edilen bir gendir. ACTN2 geni kas
dokusundaki sarkomerlerde birbirine paralel olmayacak sekilde uzanan aktin
filamentlerinin Z-bandina baglanmalarin1 saglar. Bazi arastirmacilar da dominant
olarak kalitilan baz1 miyopatileri ACTN2 geninde meydana gelen missens mutasyonlara
baglamiglardir. ACTNI ile yiiksek derecede yapisal homoloji gosteren ACTN4 geni, bu

ailenin kas dis1 izoformu olarak bilinmektedir.

ACTNS3 genin 16. ekzonunda meydana gelen C1729T mutasyonu sonucunda
stop kodon olugmakta ve 577. pozisyondaki arjinin aminoasidini olusturan kodon, stop
kodona (R577X) doniismektedir. Eger kisilerde bu genin “R” alleli varsa, o kisilerin
sprinter ozellikli, “X” alleli bulunmas1 durumunda ise bireylerin dayaniklilik 6zelligine
sahip olduklart belirtilmistir (Yang, vd., 2003). Buna bagli olarak kisinin sportif
performansi ve yatkin oldugu spor dallar1 degiskenlik gosterebilir. ACTN3 geninde
varyasyon gozlenmeyen kisilerin patlayict gii¢, kisa kosu gerektiren spor dallar1 i¢in
avantajl, dayaniklilik gerektiren sporlarda ise dezavantajli olduklari gosterilmistir

(Alfred, vd., 2011). Arastirmalar sonrasinda ACTN3 geninin her iki kopyasinda genetik
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degisim saptanan kisilerin, dayaniklilik gerektiren maraton, triatlon ile uzun mesafeli
yiizme ve bisiklet vb. sporlar i¢cin daha avantajli bir kas yapisina sahip olduklar

belirlenmistir (Montgomery, vd., 1998).

Diger yandan, Yang’a (2003) gore, a-aktinin-3 proteininin toplam eksikliginin
dayaniklilik performansi lizerinde bazi faydali etkileri olabilecegini 6nermektedir. Yang
(2003) calismalart sonucunda, ACTN3 R577X polimorfizmi ile atletik performans
arasinda anlamli bir iligki tespit etti. Elit sprint sporcularda R allel frekanslarini kontrol
grubundan ¢ok daha yiiksek buldular. a-aktinin-3 eksikligine yol agan fonksiyonel
olmayan X alleli, daha iyi dayaniklilik yetenegini destekler. Eynon (2012), ACTN3 XX
genotipinin dayaniklilik sporcularinda daha yiiksek bir sikliga sahip oldugunu
bildirmistir ve diinya c¢apinda dayaniklilik sporcularinda ulusal diizeyde sporculara
kiyasla daha yaygindi. Aksine, Genathlete'de Kafkas erkek elit dayaniklilik sporculari
izerine yapilan ¢alismada Doring (2010), dayaniklilik performans: ile ACTN3 R577X
polimorfizmi arasinda bir iligki bulunamamistir. Ayrica, Rus dayaniklilik sporculari
lizerine yapilan bir aragtirma a-aktinin-3 eksikliginin, dayaniklilik sporcularinda
performans iizerinde olumsuz bir etkisi olabilecegi bildirilmistir (Ahmetov, vd., 2010).
Ahmetov (2010), XX genotipinin, Rus dayaniklilik sporcular1 arasinda kontrol grubuna
kiyasla 6nemli derecede az temsil edildigini agikladi. Onlar dayaniklilik yetenegine ek
olarak, farkli dayanikliliga dayali spor karsilagsmalarinda basarili olmasi i¢in gii¢c ve hiz
bilesenlerinin de gerekli olduguna isaret etti. Ma (2013) ACE I/D, ACTN3 R577X
genotipleri tarafindan gergeklestirilen atletik performans arasindaki iliskileri analiz eden
meta analizde, arttirilmis dayaniklilik performansi ile ACE II genotipi ve daha iyi gii¢
performansi ile ACTN3 R alelinin 6nemli iliskilerini ortaya koymustur. Ek olarak,
Yang'in (2003) hipotezi, elit dayaniklilik sporcularinin bazi gruplarinda XX ACTN3
genotipinin daha yliksek frekansta olusmasi gercegi ile desteklenmektedir (Niemi, vd.,

2005; Eynon, vd., 2009).
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51  Atletizm Sporcularindan Elde Edilen ACE Genine Ait Verilerin Literatiir
Bilgisiyle Karsilastirilmasi

ACE 1 alleli dayaniklilik, D alleli ise hizli performansla iliskilendirilmektedir.
ACE (II) genotipi de dayamiklilik sporlariyla ugrasan sporcularda yiiksek oranda
bulunmasi beklenirken ACE (DD) genotipi ise cabuk kuvvet, hizli performans
gerektiren sporlarla ugrasan sporcularda yiiksek oranda bulunmasi beklenmektedir.
Dolayisiyla ACE 1 alleli ve (II) genotipi uzun mesafe atletlerde yiiksek oranda
bulunmasi beklenirken, ACE D alleli ve (DD) genotipi kisa ve orta mesafe atletlerde

yiiksek oranda bulunmasi beklenmektedir.

Papadimitriou vd. 2016’da, 200 ve 400 m. elit erkek sprinterlerle yaptiklar
calismada atletlerin sprint zamanlart ile genotiplerini karsilastirmislardir. 200 m.
atletlerde ACE (DD) genotipine sahip atletlerin ACE (II) genotipine sahip olanlara gore

daha kisa kisisel sprint siirelerine sahip olduklarini ortaya koymuslardir.

Papadimitriou vd. 2016’da 400 m. elit atletlerde ise 400 m. sprint zamani ile
ACE genotipi arasinda anlamli bir iliski tespit edememistir. Coklu karsilastirma
testinde hem ACE (DD) hem de ACE (ID) genotipindeki atletlerin ACE (lI)
genotipindeki atletlerden daha kisa kisisel sprint siirelerine sahip olduklarmi rapor
etmislerdir. 400 m. elit atletlerle yapilan ¢alismada ACE (DD) ve ACE (ID) genotipleri
arasinda ise kisisel sprint zamani ve genotip agisindan Onemli bir fark tespit

edilememistir.

Myerson vd. (1999)’da 19 spor bransindan (atletizm sporcularin1 da kapsayan)
toplam 404 sporcu incelemis, ACE I allel frekansinin spor ve kontrol grubunda
istatiksel olarak farklilik gostermedigi ve ACE I allelinin atletik performansla arasinda

iliski olmadigin1 bildirmislerdir.

5.2  Atletizm Sporcularindan FElde Edilen ACTN3 Genine Ait Verilerin

Literatiir Bilgisiyle Karsilastirilmasi

Atletizm sporcularinda dagilimini arastirdigimiz diger bir genimiz ise ACTN3
geni R577X polimorfizmidir. ACTN3 genotip dagilimi incelendiginde kisa mesafe

amator-milli, orta mesafe amator-milli, uzun mesafe amatdr-milli tiim sporcularda (RX)
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genotipinin en yliksek dagilima sahip oldugu goriilir. ACTN3 geni R577X
polimorfizmi  allel frekansin1 inceleyecek olursak  dayaniklilik  genotipiyle
iligkilendirdigimiz (XX) genotipinin frekansinin, kisa mesafe atletlerde %13,3, orta
mesafe atletlerde %16,6, uzun mesafe atletlerde ise % 18,75 seklinde genotipik dagilim

gosterdigi goriilmektedir.

Ulucan K. 2016°da, bugiine kadar ACTN3 geni R577X polimorfizmi incelemesi
yapilmis toplamda 518 farkli spor disiplinlerinden (atletizm sporcularini da kapsayan)
sporcularin genotipik dagilim frekanslarin1 234’1 (%45) (RR), 207’si (%40) (RX) ve
77’s1 (%15) (XX) seklinde rapor etmistir. Bu sporcularin allel frekanslari ise 665 (%64)
sprinter ve gii¢ alleli olan R alleli, 371 adette (%36) dayaniklilik alleli olan X alleli
olarak dagilim gostermistir. Bu sonuglara gore (RX) ve (RR) genotipi ve R alleli daha

fazla oranda gorilmiistiir.

Bugiine kadar, bu iki ortak genetik varyantin kombine etkisi hem atletlerde
(Gineviéien, vd., 2011) hem de atletik olmayan popiilasyonlarda (Bustamante-Ara, vd.,
2010; Pereira, vd., 2013) fenotip iliskili kas performans1 ya da egzersizin yani sira
sprinterlerde (Eynon, vd., 2009) atletik durumlar ile iliskisi olarak incelenmistir.
Bununla birlikte, bu ¢alismalar biiyiik 6l¢ilide tutarsiz sonuglar saglamistir. Litvanyali
bir popiilasyonda kavrama giicii ve dikey atlama performansi1 ACE (II) ve ACTN3 (XX)
genotipleri olan atletlerde daha iyi iken ACE | allelli ile ACTN3 (RR) genotipi ve
ACTN3 R alleli ile ACE (II) genotipi Israilli sprinterler grubunda (Eynon, vd., 2009)

asir1 temsil edildigi bulundu.

Eynon vd. (2013)’te yaptiklar1 ¢alismada Polanya, Rusya ve Ispanya’dan 305
dayaniklilik sporcusu (uzun mesafe atletler), 378 sprint/gii¢ atlet (kisa ve orta mesafe
atletler), 205 farkli branslardan takim sporcusu ve 568 atletik olmayan Avrupali
erkeklerle yaptiklart c¢alismada; ACTN3 R577X polimorfizminin takim sporuyla
ilgilenenlerde dayanmiklilik sporcular1 ve atletik olmayan gruplarla karsilastirildiginda
onemli derecede farkli olmadigi tespit edilmistir. Fakat 577RR genotipinin sprint/gii¢
sporcularinda takim sporcularina nazaran daha yiliksek oranda temsil edildigini rapor

etmislerdir.



36

Robert vd., (2009)’da 114 Jamaika’li 113’te Amerika Birlesik Devletleri’nden
sprinterle yaptiklart ¢alismada; ACE geninin elit atlet olma {izerine anahtar role sahip
olmadigini; fakat ACTN3 XX genotipi ve ACTN3 X allelinin elit sprinter durumun
belirlenmesinde Onceki caligmalariyla benzer cizgide belirleyici olabilecegini ortaya

koymuslardir.

Naoki vd., (2015)’te ACTN3 R577X polimorfizmi ve elit sporcu durumu
arasindaki iliskiyi belirlemeyi amaglayan genis kapsamli Japon kisa, orta ve uzun
mesafe atletleri kapsayan ¢aligmasinda, 1057 (627 sprint/gii¢ sporcusu-430 dayaniklilik
sporcusu) sporcuyu incelemislerdir. Calismalarinda, ACTN3 R577X polimorfizmi ve
Japon elit sporcu durumu arasinda iligki bulmuslardir. Ayrica, ACTN3 RR ve RX
genotiplerinin hem sprint/gli¢ hem de dayaniklilik performanslartyla iliskili oldugunu

ortaya koymuslardir.

Hyeoijin vd., (2014)’te 975 Kore’li katilimciyla (58 sprinter, 63 uzun mesafe
dayaniklilik sporcusu ve 854 saglikli kontrol grubu) yaptiklari calismada, ACTN3
R577X polimorfizminin sprint performansinin ayirt edilmesinde dnemli kilit role sahip
oldugunu ortaya koymuslardir. ACTN3 R577X gen varyantinin gii¢ performansi igin

olmasa da sprint performans i¢in ana genlerden biri oldugunu rapor etmislerdir.

Yang vd., (2017)’de Cin’1l1 59 elit sprint/gii¢ atlet (kisa ve orta mesafe atlet), 44
dayaniklilik sporcusu (uzun mesafe atlet) ve 50 saglikli kontrolle yaptiklar1 ¢alismada;
ACTN3 R577X polimorfizminin elit Cin’li sprint/gii¢ atletlerinde rekabet diizeyini ve
alt ekstremite giiclinii etkiledigini ortaya koymuslardir. Ayrica ACTN3 RR genotipinin

sprint/gii¢ atletlerinde asir1 temsil edildigini rapor etmislerdir.

Papadimitriou vd. 2016’da, 200 ve 400 m. elit erkek sprinterlerle yaptiklar
caligmada atletlerin sprint zamanlar1 ile genotiplerini karsilagtirmiglardir. Yine ayni
calismada 200 m. atletlerde ACTN3 geni i¢in kisisel sprint siiresi bakimindan, (RR)
genotipinin (RX)’ten 6nemli derecede farkli olmamasina karsin (RR) ve (XX)
genotiplerine sahip bireyler (RR) genotipinde daha kisa olacak sekilde kisisel sprint

stireleri tespit edilmistir.

Giinel (2014), benzer bir sekilde farkl: disiplinlerden olusan 37 elit atlet ve ayni
sayidaki kontrol grubu {iizerine yaptiklar ¢alismalarinin sonucunda ACE ve ACTN3
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genleri kas giicii iizerine etkisi olan genler oldugu ortaya konmustur. ACTN3 (XX) ve
(RX) genotipini sporcu grubunda sirasiyla %35,14 ve %54,05 olarak bulmuslardir.
Calismalarinda (RX) genotipini, hem sporcu grubu, hem de sedanter kontrollerde yiizde
olarak en yiiksek genotip degeri olarak bulmuslardir. Bu bireylerde X allelinin daha
yiiksek olmasini ise dayaniklilik gerektiren sporlarda bu allelin yatkinlik saglamasi

olarak aciklamiglardir. Fakat daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmustir.

Milli kisa mesafe atletlerde ACE (DD) ve ACTN3 (RX) genotipinin yiiksek
frekans dagilimina sahip olmasi ayrica ACE D ve ACTN3 R allelinin kisa mesafe
atletlerde daha yiiksek oranda goriilmesi bu genotiplerin ve allellerin literatiirde
belirtilen Ozellikleriyle uyusmakta ve kisa mesafe atletlere genetik olarak farklilik
kazandirmaktadir. Amator kisa mesafe atletlerde, beklenenin aksine dayaniklilik
genotipi olan ACE (II) genotipinin yliksek oranda bulunmasi onlarin milli veya basarili
birer sprint olamayacagi anlamina gelmemektedir. Orta mesafe atletlerde (ID)
genotipinin yiiksek olmast (ID) genotipinin ortalama genotip 6zelligi (II) ve (ID)
genotiplerinin  %40-40 oraninda dagilim gostermesi [ alleli ve (II) genotipinin
dayanikliliga olan etkisini ortaya koymaktadir. Uzun mesafe amator atletlerde ise,
beklenenin aksine ¢abuk kuvvet/hiz genotipi olan ACE (DD) genotipinin yiiksek oranda
bulunmasi onlarin milli ve basarili birer uzun mesafe sporcusu olamayacagi anlamina
gelmemektedir. ACE ve ACTN3 genleri her bireyin genomunda mevcut bulunan
genlerdir, sedanterlerde performanslarinin tespitinde ongdrii saglayabilecek sekilde
sonuglar elde edilmistir. Amatdr ve milli sporculari ayr1 ayri ele aldigimiz istatistiksel
tabloda ACE 1 allelinin frekansi, kisa mesafe atletlerden uzun mesafe atletlere dogru

gidildikge artis gosterdigi goriilmektedir.

Atletizm sporcularmin  ACE (I/D) ve ACTN3 R577X polimorfizmi
arastirmalarimiz Papadimitriou vd. 2016 ‘da belirtildigi gibi kisa mesafe gibi cabuk
kuvvet ihtiyaci olan sporcularda (DD) genotipine rastladik. Yine Papadimitriou vd.
2016 ‘da belirtildigi gibi orta mesafe atletlerde ise (DD)- (ID) genotipleri arasinda
onemli bir fark tespit edemedik. ACTN3 geninde ise Ulucan 2016’da belirtildigi gibi
(RX) genotipini ¢ok yliksek frekansta bulduk. Calismamiz bu haliyle ACTN3 (RX)

genotipinin ortalama genotip 6zelligini desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Atletizm sporcularinin ACTN3 geni R577X polimorfizm sonuglarina genel
olarak bakacak olursak ortalama genotip denilen ve hem ¢abuk kuvvet hem de uzun
stiratte devamlilik fenotipleriyle iliskilendirilen (RX) genotipinin hem kisa hem orta
hem de uzun mesafe atletlerde yiiksek oranda goériilmesi (RX) genotipinin literatiirdeki
bu 6zelligini desteklemektedir. Bunun yaninda ACTN3 geni R577X polimorfizminde
dayaniklilik alleli olarak bilinen X alleli ve (XX) genotipinin frekansinin kisa mesafe
atletlerde diisiik oranda goriiliirken dayaniklilik gerektiren uzun mesafe atletlerde

yiiksek oranda goriilmesi ¢alismamizin, literatiir ile eslesen bir diger tutarli sonucudur.

Milli kisa mesafe atletlerde ACE (DD) ve ACTN3 (RX) genotipinin yiiksek
frekans dagilimina sahip olmasi ayrica ACE (D) ve ACTN3 (R) allelinin kisa mesafe
atletlerde daha yiiksek oranda goriilmesi bu genotiplerin ve allellerin literatiirde
belirtilen ozellikleriyle uyusmakta ve kisa mesafe atletlere genetik olarak farklilik
kazandirmaktadir. Amator kisa mesafe atletlerde, beklenenin aksine dayaniklilik
genotipi olan ACE (Il) genotipinin yiiksek oranda bulunmasi onlarin milli veya basarili
birer kisa mesafe atlet olamayacagi anlamia gelmemektedir. ACE ve ACTN3 genleri
her bireyin genomunda mevcut bulunan genlerdir, sedanterlerde performanslarinin

tespitinde 6ngorii saglayabilecek sekilde sonuclar elde edilmistir.

Literatiirde ACE I alleli dayaniklilik, D alleli ise hizli performansla; ACTN3
geninde ise R alleli hizli performansla, X alleli ise dayaniklilik performansiyla
iliskilendirilmektedir. Sonug olarak calismamiz ACE ve ACTN3 genlerinin orta mesafe
atletlerde beklenen ortalama genotiplerimiz olan (ID) ve (RX) genotiplerini yiiksek
oranda saptadik. Bilindigi iizere genetik, atletik performansin sadece bir bilesenidir,
genetik disinda bir¢cok faktore baghdir calismamiz daha fazla goniilli sporcunun

katilimiyla desteklenip gelistirilebilir.

Son olarak uzun mesafe atletleri de ele alacak olursak, ACTN3 geni X allelinin
yiiksek bir frekansta dagilmasi, yine ayni sekilde (RX) ve (XX) genotip yiizdelerinin de
yiiksek bir orana sahip olmasi ve bunun yaninda patlayici, cabuk kuvvet genotipi olarak
kabul edilen (RR) allelinin hem amatér hem de milli atletlerde % 0 gibi bir oranla
bulunmasi X allelinin ve (XX) genotipinin literatiirde de belirtildigi gibi “dayaniklilik

genotipleri” olma 6zelliklerini desteklemektedir.
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Uzun mesafe amator atletlerde ACE geni (DD) genotipi yiiksek bir yiizdeye
sahip olarak goriilmekte ACE (DD) genotipinin yiiksek oranda bulunmasi onlarin milli
veya basarili birer uzun mesafe atlet olamayacagi anlamina gelmemektedir. Uzun
mesafe milli atletlerde ise ACE (II) ve (ID) genotipleri yiiksek bir yiizdeye sahip olarak
goriilmekte ve boylelikle de I allelinin dayaniklik 6zelligini destekledigi yoniindeki
literatiir bilgileri pekigsmektedir.

Genel tabloya bakildiginda; yapilan aragtirmalar arasinda ¢eliski olmasina
ragmen, ¢ok sayidaki daha once yapilmis ¢alisma, ACE (1/D) ve ACTN3 R577X
polimorfizmlerinin fiziksel performans:t arttirdigin1 destekleyen sonuglar rapor
edilmistir. Atletik performans, multifaktoriyel bir kavram olup bir¢ok farkli etkinin
kombine bilesimiyle ortaya ¢ikmaktadir. Atletik performansin meydana gelmesine
katkida bulunan faktorlerden biri de bu proje kapsaminda ele aldigimiz “genetik
altyapr” dir. Dayaniklilik ve giig/kuvvet performansinda antrenmana bagl
degisikliklerdeki dinamiklerin, gen polimorfizmleri ile iliskisini uzun vadede
gozlemleyen oldukca az sayida caligmalar bulunmaktadir. Atletik performansin farkli
spor branglarindan sporcularla daha detayli arastirilmasiyla genetik faktorlerin atletik
performansin gelismine ne Olclide katkida bulundugu daha net olarak ortaya

konabilecektir.
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BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Bu katildigimiz proje, bilimsel bir ¢alisma olup, arastirmanin adi “Profesyonel,
Amator Tirk Sporcularda ve Sedanterlerde a-Aktinin-3 Kodon 577 ve Anjiyotensin-1
Déniistiiriicii Enzim Insersiyon/Delesyon Polimorfizminin Dagilim1” dir. Bu ¢alismanin
amaci, profesyonel, amator Tiirk Sporcularda ve sedanterlerde genetik alt yapilarinin
spordaki performansa olumlu katkisini molekiiler yontemlerle arastirilmasidir.
Molekiiler genetik c¢alisma, 25 goniillii profesyonel futbolcu, 25 goniillii amator
futbolcu, 25 milli bilek giiresi sporcusu, 25 amatdr bilek giiresi sporcusu, 25 milli viicut
gelistirme sporcusu, 25 amator viicut gelistirme sporcusu, 25 goniillii milli sprinter, 25
amatdr sprinter, 25 goniillii milli dayaniklilik sporcusu, 25 amatdr dayaniklilik sporcusu
ve 50 goniillii sedanterde uygulanacaktir. Her bir goniilliiden EDTA igeren tiiplere 5“er
mL kan alinacaktir. DNA izolasyonu, standart protokollere gore yapilacaktir.

Arastirmada yer alacak goniilliilerin toplam sayisi ii¢ yiiz'diir. Veri toplamadan
once caligmaya katilabilmeniz i¢in uzman aile hekimine muayene olmaniz ve onay
almaniz gerekmektedir. Daha sonra gesitli dlgiimler (Boy uzunlugu, viicut agirligi,
viicut yag yiizdesi, bazal metabolik hiz, dinlenik kan basinci, arteriyel kan basinci, bel
cevresi ve kalca ¢evresi, maksimum oksijen tiiketimi, anaerobik esik, 30 ve 100 metre
sprint) arastirmacilar esliginde yapilacaktir.

Bu aragtirma ile ilgili olarak, yapilacak testlerde ve kan alimlarinda
koordinatoriin  belirttigi yonergelere uymak, Olclimlere belirtilen saatlerde uygun
kiyafetle gelmek sizin sorumluluklarinizdir.

Bu aragtirmada sizin igin, test yaparken hafif diizeyde sakatlanma, kan aliminda
kan aliman kolda agr1 ve ¢ok hafif diizeyde kanama s6z konusu olabilir. Ancak, sizin
icin beklenen birinci yarar, ACE ve ACTN-3 genlerinizden genetik kapasitenizin ortaya
cikarilmasi, ikincil yarari ise ortaya ¢ikan genetik kapasitenize gore daha basarili
olabileceginiz yetilerinize yonelik bireysel antrenman yapabilmeniz ligiinciil yarari ise
Marmara Bolgesi oncelikli olmak {izere lilkemizde genetik ve egzersiz bilimine katki
saglamanizdir. Arastirmaya bagli bir zarar s6z konusu oldugunda, bu durumun
telafisi  koordinatér Yrd. Dog¢. Dr. Raif Zileli tarafindan yapilacaktir. Bir
adet ambulans egzersizler  sirasinda acil durumlar i¢in bekletilecektir. Arastirma
sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size derhal
bildirilecektir.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da calisma ile ilgili herhangi bir
sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in 0 544 543 82 11 numarali cep
telefonundan Raif Zileli’ye bagvurabilirsiniz. Calismalar Yrd. Dog. Dr. Raif ZILELI,
Yrd. Dog. Dr. Onur EROGLU tarafindan yapilacaktir.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hicbir 6deme yapilmayacaktir. Ayrica
bu arastirma kapsamindaki kan tahlilleri ve kullanilan malzemeler Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Programi tarafindan desteklenmektedir.
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Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Aragtirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz veya herhangi bir agsamada arastirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yarariniza engel duruma yol agmayacaktir. Fakat
calisma siiresince bu tip olumsuzluklarla karsilasmamak iimidi tasimaktayiz.
Aragtirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢calismadan ¢ekilmeniz ya da
koordinator tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi verilerde gerekirse
bilimsel amagcla kullanilabilecektir.

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

Calhismaya katilma onayi

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular1 arastiricilara
sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig
bulunmaktayim. Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem igin bana
yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi,
transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma koordinatoriine yetki veriyor ve s6z
konusu arastirmaya iligskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir baski olmaksizin biiytiik
bir goniilliiliik icerisinde kabul ediyor ve elde edilen biyolojik materyaller iizerinde
genetik arastirma yapilabilmesi i¢in; “Profesyonel, Amatér Tiirk Sporcularda ve
Sedanterlerde a-Aktinin-3 Kodon 577 ve Anjiyotensin-1 Dondstiiriici  Enzim
Insersiyon/Delesyon Polimorfizminin Dagilim1" baslikli calisma kapsaminda alinan
biyolojik drneklerimin “ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina
izin veriyorum”.

Bu formun imzal1 bir kopyasi bana verilecektir.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadz:
Adresi:
Telefon:

Tarih ve imza:

Aciklamalar1 yapan arastimacinin,

Adi-Soyadi: Yrd. Dog. Dr. Raif ZILELI

Gorevi: Bilecik Seyh Edebali Universitesi — Beden Egitimi ve Spor Boliim Bagkani
Adresi: Bilecik Seyh Edebali Universitesi Giiliimbe Kampiisii/ BILECIK

Telefon: 054454382 11

Tarih ve imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus
gorevlisinin/Goriisme taniginin,

Adi-Soyadu:

Gorevi:

Adresi:

Telefon:

Tarih ve imza:



Ek-3: Genel Sporcu Epikrizi
GENEL SPORCU EPIiKRIiZi

Proje Numarasi:
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Tetisim Bilgisi: Tel:(05......)c.covvieeerererreennns E-Mail:.....o.ooooiii

Adi soyadi:
Yasti:

Dogum yeri:

En uzun siire ikamet ettigi il:
Kurumu:

Bransi:

fgili bransta spora baslama yas:

Epikriz Formu EVET HAYIR
Giinliik yapilan spor miktar1? | Her giin; Haftada Ayda bir
(Giin ve saat belirtiniz)

(....)Gln (....)Giln
(....)Saat (....)Saat (....)Saat
Ailenizde obezite problemi
var mi1?
Ailenizde  amator  veya Yakinhk Bransi
profesyonel baska sporlarla derecesi nedir?
ilgilenen kimse var m1? nedir?
Sigara kullantyor musunuz? Gilinde kag adet?
Alkol kullantyor musunuz? Her giin Haftada | Ayda | Bazen
bir bir
Beslenme seklinizin
yaptiginiz spor dalina uygun
oldugunu diisiintiyor
musunuz?
Daha o6nce farkli  spor Brans;
branslarinda dereceniz var
mi?
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