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Oz

Apolipoprotein molekiilleri, metabolizmamiz i¢in 6neminin yani sira bazi hastaliklar i¢inde 6nemli
biyolojik biyo-belirteglerdendir. Ozellikle Apolipoprotein E (ApoE) bu konuda en fazla galgilan
molekiillerin baginda gelmektedir. Literatiir incelemesi yaptigimizda serum ApoE seviyeleri ile spor
ve egzersiz arasinda iligki kurulmus, ancak bu proteini kodlayan APOE geni ile ilgili kisith ¢aligma
oldugu gézlenmistir. Caliymamizda, sporcularin nérobiligsel ve atletik performans tizerine etkisi oldugu
diistiniilen ve ApoE genindeki e2/e3/e4 varyantlarinin Tiirk futbolcularda dagilimlarini belirlemeyi
amagladik. Caligmamuza aktif futbol oynayan 18-24 yas aras1 22 profesyonel Tiirk kokenli futbolcu katildi.
GereKkli etik kurul izinleri alindiktan sonra ¢alisma protokolunu, sonug ve ¢iktilarini anlatan onam formlari
imzalatildiktan sonra sporculardan DNA izolasyonu gergeklestirildi. ApoE genotiplemesi ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) metodu ile gergeklestirilerek sporculardaki genotip dagilimlar:
belirlendi. Bu dagilimlarin belirlenmesinde APOE rs429358 ve rs7412 polimorfizmlerin olusturdugu haplo
gruplar degerlendirilmistir. Kohortumuzda APOE €3/¢3 genotipi diger genotiplere gore daha baskin olarak

oAk

Aok

Doktora Ogrencisi, Marmara Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Boliimii,
basak.funda@marun.edu.tr

Doktora Ogrencisi, Yeditepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Boliimii, hazalgezmis@gmail.com

Yiiksek Lisans C)grencisi, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii,
yaseminuk@iyte.edu.tr

Istanbul Basaksehir Futbol Kuliibii, Futbol Okullar1 Koordinatérii, alperibfk@gmail.com
Doktora Ogrencisi, Uskiidar Universitesi, Tibbi Genetik ve Molekiiler Tan1 Laboratuvari, canan.sercan@uskudar.edu.tr

A Dog. Dr., Yeditepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Béliimii, dyat@yeditepe.edu.tr
Rl Dog. Dr., Marmara Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Béliimii, korkut.ulucan@marmara.edu.tr

Makale Génderim Tarihi: 10.10.2019 53
Yayina Kabul Tarihi: 25.11.2019



Basak Funda EKEN ¢ Hazal GEZMI$ « Yasemin UK « Alper ERDOGDU « Canan Sercan DOGAN * Deniz KIRAG * Korkut ULUCAN

bulunmugtur. 1 sporcuda €2/€3 (%4.5), 1 sporcuda €2/e4 (%4.5), 13 sporcuda €3/€3 (%59) ve 7 sporcunun
€3/e4 (%32) genotipinde oldugu saptanmistir. Futbolcularda €2/¢2 ve e4/e4 genotiplerine rastlanmamuistir.
Kohortumuzda en yaygin allel olan €3 ve £3/e3 genotipi diger allel ve genotiplere gore daha baskin oldugu
goriilmiistiir. Caligma grubumuzda e2/e2 ve e4/e4 genotiplerine hig rastlanmamustir. Caliyma grubumuzdan
elde edilen sonuglara gore £3/¢3 genotipinin futbolcularda daha baskin olmasinin futbol biyolojisi ile iliskili
olabilecegi sonucuna varmamizi saglamistir.

Anahtar Kelimeler: ApoE, polimorfizm, futbol, genetik, spor genetigi
Abstract

In addition to its importance for human metabolism, apolipoprotein molcules are one of the most important
biological biomarkers in certain diseases. Apolipoprotein E (ApoE) is one of the most widely studied
molecules in this field. When we examined the literature, we found a relationship between serum ApoE
levels and sports and exercise, but there was limited study of the APOE gene that encodes this protein.
In this study, we aimed to determine the distribution of €2 / €3 / e4 variants in the APOE gene in Turkish
soccer players, which is thought to have an effect on athletic and neurocognitive performances. Twenty-
two professional Turkish footballers between 18-24 years of age, still playing active football participated
in the study. After obtaining the necessary ethics committee permissions, consent forms explaining the
study protocol, results and outputs were signed and DNA isolation was performed from the athletes. APOE
genotyping was performed by real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR) method to determine
genotype distributions in athletes. In determining these distributions, haplo groups formed by APOE
15429358 and rs7412 polymorphisms were evaluated. In our cohort, the APOE €3/ €3 genotype was found
to be more dominant than the other genotypes. One player had €2/ €3 (4.5%), one had €2/ ¢4 (4.5%),
13 had €3/ €3 (59%) and 7 had €3/ €4 (32%) genotypes. No €2/ €2 and €4/ €4 genotypes were found in
football players. The most common allele €3 and €3/ €3 genotype was more dominant than other alleles and
genotypes. In our study group, we detected no €2/ €2 and €4/ €4 genotypes. According to the results, the
predominance of €3/ €3 genotype in footballers may be related to football biology.

Keywords: ApoE, polymorphism, football, genetic, spor genetics

GIRIS

Spor genetigi, atletik performansin olusmasina ve sporcularin herhangi bir spor dalinda basarili
olmalarinaetkiedengenetikfaktorleriinceleyenbirdisiplindir. Sporcularimantrenmanvemiisabakalar:
sirasindaki mental ve fiziksel performanslarinin toplami sporcularin atletik performansi olarak kabul
edilmektedir. Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarla sporcularda diizenli olarak yapilan antrenman
ile gelistirilebilen atletik performansinin hem olusmasinda, hem de gelismesinde etkili olan mental
ve genetik faktorlerin etkisi ortaya konmustur (Ulucan, 2014). Psikolojik performansimiza etki
eden stres, kaygi, agresyon gibi parametreler bireyin giinlitk yasantisini etkiledigi gibi, sporcularin
miisabakalarda bagarili-basarisiz olmasini da etkilemektedir. Bu sebeple sportif performansa etki
eden genlerin ve serotoenerjik, dopaminenerjik ve androjenik sistemlerin isleyisine bagh oldugu
diigiiniilen stres, duygusal kontrol, rekabet ve saldirganlik direnci gibi psikolojik faktorlere etki eden
genlerin belirlenmesinin sporcularin atletik performansinin diizenlenmesine katkida bulunabilecegi
yapilan caligmalarla belirtilmektedir (Corak ve dig., 2017; Eken ve dig., 2018).

Apolipoprotein E (ApoE), 34 kilo dalton agirliginda, 299 amino asitten olusan LDL reseptorleri igin
ligand gorevi veren ve merkezi sinir sisteminde glial hiicreler tarafindan iretilen bir plazma proteinidir.
Senil plaklarda, vaskiiler amiloid (b-amiloid), nérofibriler yumak igerisinde ve yiiksek yogunluklu
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olan benzer lipoproteinlerde bulunmaktadir. APOE, amiloid beta peptidine baglanarak disiik
yogunluklu liporotein reseptor ailesinin {iyelerinden farkli olan reseptérlerle etkilesime girmektedir.
Bu reseptorlerle etkilesimi sonucu olarakta viicudun gesitli hiicrelerinde kolesterol ve yagda ¢oziinen
vitaminlerin transportunda gorev almaktadir (Mahley ve Huang,1999). ApoE proteinin plazma lipid
metabolizmasindaki roltintin yani sira giinimiizde ndronal fonksiyon tizerinde 6nemli bir etkiye
sahip oldugu da belirtilmektedir (Hauser ve dig., 2011). APOE geni bu fonksiyonundan dolay:
noronlarin korunmasi ve onariminda énemli rol oynamaktadir. ApoE izoformlari, beynin solunum
kontrol merkezindeki noérofibriler yumaklara ve plaklara yol acan b-amiloid ve tau proteinlerine
baglanarak uyku esnasinda da ventilasyon stabilitesi iizerinde potansiyel etkisinden dolay1 sporcu
dinlenmesine etki edebilecegi belirtilmistir. ApoE geni 19. kromozomda (19q13.2) lokalizedir. ApoE

proteinin €2, e3 ve e4 olmak {izere 3 izoformu bulunmaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, sporcularin norobiligsel, biligsel performans tizerine etkisi oldugu diisiiniilen
ve lipit metabolizmasina etki ettigi belirtilen ApoE genindeki €2, €3 ve ¢4 varyatlarinin dagiliminin

belirlenmesidir.

GEREC VE YONTEM

Caligmamuza profesyonel, aktif olarak diizenli futbol oynayan 22 Tiirk kokenli futbolcu katilmigtir.
Futbolcularin antrenman programi haftada en az 4 giin (90-120 dk) ve bir mag olarak bildirilmistir.
Caligmamiz ve ¢aligma protokoliimiiz, Helsinki Deklarasyonu-2 (2015) y6nergelerine uygun olarak
hazirlanmis ve Uskiidar Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu tarafindan onanmuistir.
Caligmaya goniillii olarak katilan sporculara, ¢calisma oncesi yapilan analizler ve ¢iktilar: hakkinda

detayli bilgi verilerek, kendilerinden imzali onam formu alinmustir.

APOE Genotiplemesi

DNA izolasyonu: Caligmamiza géniillii olarak katilan sporculardan DNA toplama ¢ubuklari
yardimiyla ag1z igi epitel hiicreleri toplanmuis, sonrasinda PureLink DNA izolasyon kiti (Invitrogen,
Van Allen Way Carlsbad,CA, USA) kullanilarak DNA izolasyonu tamamlanmustir. Kisaca, 200 pL
elde edilen DNA izolasyonu iizerine, 20 pL proteinaz K, 10pL RNAaz eklenerek vortekslendi. 2 dk
oda sicakliginda bekledikten sonra 200uL baglanma tamponu eklendi ve karistirilarak homojen hale
getirildi. 55°C su banyosunda 10 dk inkiibe edildikten sonra 200 pL etanol ilavesinden sonra 5 sn
vortekslendi. Filtreli tiibe alind1 ve 10000g ‘de 1 dk santrifiij edildi. Stipernatant kismui atilarak pellet
kismi tizerine 500 pL yikama tamponu eklendi ve 10000gde 1,15 sn santrifiij edildi ve yine siipernant
kismi alinarak tizerine 2. yitkama tamponu eklendi ve maksimum hizda 3 dk santrifiij edildi. 80
uL eliisyon tamponu eklenerek inkiibe edildi ve maksimum hizda 1 dk santrifiij edildi. Ilgili gen

bolgelerinin analizlerinin tamamlanmasina kadar, elde edilen DNA 6rnekleri - 20° C de saklanmustur.
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APOE genindeki €2, £3 ve &4 varyatlarinin belirlenmesi

ApoE genindeki €2, €3 ve ¢4 varyatlarinin belirlenmesi islemi rs429358 ve rs7412 genotiplemesi
yapilarak gerceklestirilmistir (Tablo 1). APOE genindeki rs429358 ve rs7412 polimorfizmleri izole
edilen DNA materyalinden “7500 Fast Real-Time PCR System” (Applied Biosystems) cihazi ile
Tagman Genotyping Assays (Applied Biosystems Foster City, CA, USA) genotipleme kiti kullanilarak
gergeklestirilmistir. Totalde 10uL olacak sekilde 5 uL. master mix, 3,75uL H,O, 0,25uL assay ve 1uL
(10 ng) DNA kullanilarak genotipleme islemi tamamlanmustir.

Tablo1: APOE genotiplemesinde kullanilan polimorfizmler ve varyantlarin belirlenmesi

ApoE allel rs429358 rs7412
&2 /€2 TT TT
€2/¢€3 TT TC
e2/ ¢4 TC TC
€3/ €3 TT CcC
€3/ ¢4 TC CC
ed/ 4 CcC CC
BULGULAR

Kohortumuzda APOE &3/e3 genotipi diger genotiplere gore daha baskin olarak bulunmustur. 1
sporcuda €2/e3 (%4.5), 1 sporcu €2/e4 (%4.5), 13 sporcu €3/e3 (%59) ve 7 sporcuda €3/e4 (%32)
genotipinde oldugu saptanmustir. Caliyjma grubumuza dahil olan futbolcularda €2/e2 ve e4/e4

genotiplerine rastlanmamistir. Genotip sonuglar1 ve yiizdeleri tablo 2’ de 6zetlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: APOE genotiplerinin futbolculardaki dagilim1

ApoE varyantlar1
Genotip €2/e2 £2/e3 £2/e4 £3/e3 £3/e4 £4/e4
Say1 - 1 1 13 7 -
Yiizde - (%4,5) (%4,5) (%59) (%32) -

TARTISMA

APOE genotipinin travmatik beyin yaralanmalar1 (TBI) riski tizerine ile ilgili iliskisi daha 6nce
yapilan caligmalarla belirlenmis ve olusan hasarmm meydana getirecegi klinik sonuglara genetik
verilerin etkisi belirlenmistir. Ozelikle miisabaka ve antrenman sirasinda ¢arpisma veya kafaya
almabilecek darbelerle olusan beyin sarsintisi spor bilimciler ve klinisyenler i¢in ayri bir 6nem
tasimaktadir. Sarsint1 sonrasi olugabilecek beyin hasarlarinin nérolojik agidan etkisinin siddetinin
belirlenmesinde APOE genotipi 6nemli bir biyobelirtectir. APOE genotiplerinin sarsint1 riski
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tizerine olan etkisinin incelenmesi halen yapilan ¢aligmalarla devam etmektedir. Bu etkilere yol agan
molekiiler mekanizmalar halen net olmamakla beraber biiyiik ilerlemeler gergeklestirilmistir.

Calismamiza katilan futbolcularda APOE rs429358 ve rs7412 polimorfizmleri ile belirlenen APOE
genotipleri belirlenmigtir. £3/e3 genotipi diger genotiplere kiyasla daha baskin olarak saptanmus, €2/
€2 ve e4/e4 genotipleri ise calisma grubumuzda saptanmamustir.

Beyin sarsintisy, kafayailetilen biyomekanik kuvvetler nedeniyle nérolojik fonksiyondaki degisiklikleri
ifade etmektedir. APOE ¢4 alleli beyin hasari siddeti ile iliskilidir (Abrahams ve ark., 2018). Jordan
ve dig., (1997) gergeklestirdikleri ¢alismalarinda kronik beyin hasar1 gegirmis boksorlerde APOE
genotiplemesi analiz etmis, yiiksek kafa travmasina maruz kalan ¢4 alleli tasiyan boksorlerin beyin
hasarlarinin daha fazla oldugunu bildirmislerdir. 318 sporcu ile yapilan bagka bir calismada ise, APOE
&4 alleli ile beyin sarsintist sonrasi klinik hasar arasinda 6nemli bir iliski bulunmadig: bildirilmistir
(Kristman ve dig., 2008). Abrahams ve ark., (2018) rugby oyuncular: tizerinde gerceklestirdikleri
calismalarinda APOE rs405509, rs429358 ve rs7412 polimorfizmlerini beyin sarsintist gegirmis
ve gecirmemis sporcularda kargilastirmis. Ancak genotip ve allel bakimindan ytizdesel farkliliklar
olmasina ragmen istatistiksel agidan herhangi bir anlamli fark saptamamiglardur.

Tierneyve dig., (2010) 196 futbolcu tizerinde gergeklestirdikleri caligmada beyin sarsintisi sonrasi olugan
bilissel bozukluklar ile APOE genotipleri arasinda herhangi bir iliski saptanmadigini belirtmiglerdir.

Universite sporculari ile yapilan bir baska calismada ise APOE geninin &4 alleli ile spor sirasinda
yasanan beyin sarsintisinin ardindan norokognitif o6zelliklerin iliskisi karsilastirilmig, 4 alleli
tagtyanlarin alleli tasimayanlara gore norobiligsel agidan daha fazla degisiklik gosterdigi belirtilmistir
(Merritt ve dig.,2018). Profesyonel futbolcularin biligsel durumlarinin, yas ve APOE genotipinin
bir fonksiyonu olarak degisip degismedigini anlamaya yonelik gerceklestirilen bir caligmada 4
alleli tagiyan sporcularin tagimayan sporculara gore norokognitif testlerde daha zayif performans
gosterdigi tespit edilmistir (Kutner ve dig., 2000).

APOE ve atletik performans iliskisini degerlendiren ¢aligmalar oldukea kisitlidir. Ozellikle Tiirk
sporcularda APOE genotip dagilimmin belirlendigi ¢alismalara tarafimizca rastlanmamustir.
Calismamizin en bityitk kisithiligi 6rnek sayisinin azligi ve biyokimyasal olarak serum ApoE
miktarlarinin 6lgiilememis olmasidir. Ayni takim sporcularmm ayni tip antrenman programini
uygulamasimin 6neminden dolay1 sporcu sayisi sadece bir futbol takimi ile kisitlanmigtir.

Calismamizin, yapilan literatiir arastirmalari sonucunda, ApoE polimorfizmleri ile ilgili olan
ve Tiirk sporcularinin dahil oldugu ¢alismalarin kisithligi géz 6ntine alindiginda bundan sonra
gergeklestirilecek ¢aligmalar icin 6nemli bir veri kaynagi olacag: diisiincesindeyiz.
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