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FUTBOLCULARDA SLC6A4 PROMOTOR POLIMORFIiZMIiNIN DAGILIMI
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0z
Insan psikolojisini etkileyen ve en énemli bir biyobelirte¢ olan serotonin, sporcunun atletik performansini da
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Calismamizin amaci, saglikli profesyonel futbolcularda anksiyete ile
baglantili SLC6A4 geni promotor bolgesinde “S” ve “L” allel dagiliminin incelenmesidir. Calismamiza aktif olarak
haftada en az 4 giin antrenman programi uygulayan 15-29 yas arasi 19 profesyonel futbolcu ve herhangi bir
egzersiz programi uygulamayan (kontrol grubu) 45 birey katildi. Gerekli etik kurul izinleri alindiktan sonra
¢alisma protokolunun sonug ve ¢iktilarint anlatan onam formlari katilimcilara imzalatildi. Calismamiza katilan
bireylerden daha sonra agiz igi epitel hiicreleri alinarak DNA izolasyonu gergeklestirildi. Tiim polimorfizmlerin
genotiplemesi, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu kullanilarak belirlendi. Calismamiza katilan
futbolcularda SLC6A4 geninin LL, LS, SS genotiplerinin say1 ve yiizdeleri sirasiyla 11(%57,8), 4(%21,1), 4(%21,1)
olarak belirlenmistir. Calisma kohortumuzda L alleli 26 (%68,4), S alleli ise 12 (%31,6) oraninda gézlemlenmistir.
Calisma grubumuzda SLC6A4 geninin promotor bolgesi incelendiginde, LL genotipi baskin olarak bulunurken, L
alleli de S alleline gore daha yiiksek oranda bulunmustur. Kontrol grubunda ise ayn1 genotip say1 ve yiizdeleri
sirast ile 12 (%26,7), 24 (%53,3) ve 9 (%20) olarak belirlenmistir. Kontrol grubundaki allelik dagilimi ise L alleli
48(%53,3), S alleli 42 (%46,7) olarak gdzlenmistir. Sporcu grubu ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlarinda
(p=0,0001) bulunurken, allelik dagilimlarinda (p=0,0425) bulunarak her iki grup arasinda da istatiksel agidan
anlamli farklilik saptanmistir. Sonug olarak ¢aligmamizda SLC6A4 promotdr polimorfizmlerinin belirlenmesinin,
sporcularda olusan anksiyete ve biligsel kaygi diizeyinin erken donemde Onlenmesine yardimci olabilecegi
sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Anksiyete, genetik, polimorfizm, SLC6A4, spor

DISTRIBUTION OF SLC6A4 PROMOTOR POLYMOPHISM IN FOOTBALL
PLAYERS
ABSTRACT

Serotonin, which is the most important biomarker affecting human psychology, can also negatively affect the athletic
performance of the athlete. The aim of our study was to examine the distribution of “S” and “L” alleles in the promoter
region of the SLC6A4 gene associated with anxiety in healthy professional football players. 19 professional football
players between the ages of 15-29 who actively used a training program for at least 4 days a week and 45 individuals
who did not use any exercise program (control group) participated in our study. After obtaining the necessary ethics
committee permissions, consent forms describing the results and outcomes of the study protocol were signed by the
participants. Afterwards, intraoral epithelial cells were taken from individuals who participated in our study, and DNA
isolation was performed. Genotyping of all polymorphisms was determined using the polymerase chain reaction (PCR)
method. The numbers and percentages of the LL, LS, SS genotypes of the SLC6A4 gene in the football players
participating in our study were determined as 11 (57.8%), 4 (21.1%), and 4 (21.1%), respectively. In our study cohort,
26 (68.4%) L allele and 12 (31.6%) S allele were observed. When the promoter region of the SLC6A4 gene was examined
in our study cohort, LL genotype was found to be dominant, while the L allele was found to be higher than the S allele.
In the control group, the same genotype number and percentages were determined as 12 (26.7%), 24 (53.3%) and 9
(20%), respectively. In the control group, the allelic distribution was observed as 48 (53.3%) for the L allele and 42
(46.7%) for the S allele. While genotype distributions (p=0.0001) were found between the athlete group and the control
group, statistically significant difference was found between both groups by their allelic distribution (p=0.0425). As a
result, it was concluded in our study that the determination of SLC6A4 promoter polymorphisms may help prevent
anxiety and cognitive anxiety in athletes in the early period.
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GIRIS

Atletik performans, sporcularin herhangi bir egzersiz sirasinda gdstermeleri i¢in gerekli
olan tiim fizyolojik, biyokimyasal ve mental aktivitelerinin toplam1 olarak tanimlanmaktadir
(Ulucan ve ark., 2014). Giiniimiizde spor genetigi atletik performansa etki eden genlerin
fonksiyonundaki diizeni inceleyen bir bilim dali olarak kabul gormekte ve her gecen giin de
giderek onem kazanmaktadir (Ulucan, 2016). Spor genetigi alanindaki caligmalar, atletik
performansa etki eden genlerin belirlenmesinin yani sira, sportif aktiviteye de etkisi oldugu
belirlenen serotoenerjik ve dopaminenerjik sistem gibi psikolojik durumumuzu belirleyen
genetik faktorlerin analiz ¢alismalarini da igermektedir.

Futbolcular, diger branstaki sporcular gibi, list diizeyde performans elde etmek igin
yiiksek seviyede fizyolojik ve psikolojik parametrelere gereksinim duymaktadirlar. Ozellikle
psikolojik yetkinliklerini devam ettirebilmesi, sporcularin konsantrasyonlarinin miisabaka
sirasinda da devamliligi agisindan 6nemli rol oynamaktadir.

Merkezi ve periferal sinir sisteminde etkisini gosteren serotonin (5-hydroxytryptamine;
5-HT) endojen molekiillerin basinda gelmektedir. Bir nérotransmiter olan serotoninin
obsesyon, depresyon, bagimlilik, kaygi ve kompulsiyon gibi bulgu ve sendromlarda da gérev
aldig1 yapilan calismalarda belirtilmektedir (Lesch, 2001). Ayrica serotonin, stresle yakindan
iliskili olan hipotalamus-hipofiz-adrenal sistem iizerinde de etkili olmaktadir (Drabant ve ark.,
2012). Serotonin seviyesi yetersiz olan bireylerde ise yorgunluk, sikilganlik ve depresif bir ruh
hali goriilmektedir (Young, 2007).

5-HT, beyindeki sinapslara salinmasimnin ardindan, presinaptik néronal membranlarda
lokalize olan, Na* ve CI" iyonlarina tabi olan yiiksek afiniteli serotonin tasiyici protein molekiilii
(5-hydroxytryptamine transporter, 5-HTT, SERT, SLC6A4) ile sinaptik bosluktan etkin sekilde
temizlenir (Stahl, 1998). 5-HT’nin sinaptik etkinligi SLC6A4 membran proteininin bu
aktivitesi ile sonlandirilir ve ndrotransmiter havuzuna tekrar kullanilmak iizere génderilir. Bu
nedenle, SLC6A4 membran proteini serotoninin geri alinmasinda ve serotonerjik
fonksiyonunun devam ettirilmesinde dnemli bir rol oynamaktadir.

Serotonin transporter proteini (SERT veya 5-HTT), serotoninin salgilandigi sinaptik
araliktan geri alinmasini saglayan SLC6A4 geni tarafindan olusturulur (Lesch ve ark., 1994).
SLC6A4 geni 17ql11.1-q12 kromozomunda lokalizedir. Bu gen, norotransmitter serotonini
sinaptik alandan presinaptik noronlara tasiyan bir integral membran proteinini kodlamaktadir.
Genin promotor bolgesinde, 44bp uzunlugunda insersiyon/delesyon polimorfizmi yer

almaktadir (serotonin transporter gene linked polymorphic region; 5S-HTTLPR) ve 44 bp’lik
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bolgeyi igeren allel uzun allel (L), bu bolgeyi igcermeyen allel ise kisa allel (S) olarak
adlandirilmaktadir. Agresif davranislar (Popova, 2006) ve diger psikopatolojik tablolarla bu
polimorfizmin, iligkili oldugu ortaya konmustur (Gonda ve ark., 2008). S allel tastyicilarinin da
basta amigdala olmak tizere limbik sistemin bazi bolgelerinde gri cevher kaybr ile de baglantili
oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir (Pezawas ve ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda, S
allelinin kaygi ile, SS genotipinin ise ¢ocuklarda saldirganlik ile iliskili oldugu, ayrica LL
genotipli olan bireylerin strese karst daha dayanikli oldugu bildirilmektedir (Lesch ve
Merschdorf, 2000; Beitchman ve ark., 2006; Caspi ve ark., 2006).

Sporcular antrenmanlarda; takimda kalamama ihtimali, basarili olma gayreti, bireyler
aras1 rekabet duygusu, hayatlarindaki siki denetim ve kisithiliklarla basa ¢ikmaya mecbur
kalmalarindan dolay1 stresli durumlarla sik sik karsilagsmaktadirlar. Buna bagli olarak,
calismamizda saglikli futbolcularda anksiyete ile baglantili olan SLC6A4 promotdr
bolgesindeki “S” ve “L” allellerinin dagiliminin belirlenmesi amaglanmaktadir.

YONTEM

Arastirma Grubu

Sporcular

Calismamiza Eskisehir futbol takiminda profesyonel, aktif olarak diizenli futbol oynayan
19 futbolcu katilmigtir. Kontrol grubu olarak diizenli egzersiz yapmayan 19-24 yaslari
arasindaki 45 birey calismamiza katilmistir. Futbolcularin antrenman programi haftada en az 4
giin  (90-120 dk) ve bir mac¢ olarak bildirilmistir. Calismamiz ve c¢alisma protokoliimiiz,
Helsinki Deklarasyonu-2 (2015) yonergelerine uygun olarak hazirlanmis ve Uskiidar
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (Izin no:
B.08.06,YOK.2.US.0.05.06/2013/09). Calismaya géniillii olarak katilan sporculara, ¢alisma
oncesi yapilan analizler ve ¢iktilar1 hakkinda detayli bilgi verilerek, kendilerinden imzali onam

formu alinmustr.

SLC6A4 Genotiplemesi

DNA izolasyonu:

Calismamiza goniilli olarak katilan sporculardan DNA toplama ¢ubuklar1 yardimiyla
ag1z i¢i epitel hiicreleri toplanmis, sonrasinda PureLink DNA izolasyon kiti (Invitrogen, Van
Allen Way Carlsbad, CA, USA) kullanilarak DNA izolasyonu tamamlanmustir. Ozetle, 200 pL
elde edilen DNA izolasyonu iizerine, 20 uL proteinaz K, 20 uL. RN Aaz eklenerek vortekslendi.
200uL baglanma tamponu 2dk oda sicakliginda bekletildikten sonra eklendi ve karistirilarak
homojen hale getirildi. 10 dk 55°C su banyosunda inkiibe edildikten sonra 200 pL etanol ilave
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edildi. Karisim 5 sn vortekslendikten sonra filtreli tiibe alinarak 10000g ‘de 1 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kismi atilarak pellet kismu tizerine 500puL yikama tamponu eklendi. 10000g’de 1,15
sn santrifiij edildikten sonra yine siipernatant kismi1 alinarak iizerine 2. yikama tamponu ilave
edildi ve 3 dk maksimum hizda santrifiij edildi. 80uL eliisyon tamponu eklenerek inkiibe edildi.
Maksimum hizda 1 dk santrifiij edildikten sonra saf DNA elde edildi. Her 6rnekten ortalama
toplam 20ng DNA izole edildi ve izole edilen DNA’lar OD260/280 spektrofotometrik oranina
gore degerlendirildi. Ilgili gen bolgelerinin analizlerinin tamamlanmasia kadar, elde edilen
DNA o6rnekleri -20°C de saklanmustir.

SLC6A4 Promotor Genotiplemesi

Genotipleme amaci ile kullanilan spesifik primerler ve genotipleme sartlari Onceki
calismamiza uygun olarak gergeklestilmistir (Ulucan ve ark., 2014).Ozetle; dNTP
konsantrasyonu 0.5 mM, primerler konsantrasyonlar1 10 pmol, total DNA miktar1 100ng ve
1U Tag-polimeraz (Fermantas, Vilnus, Lithuanian) kullanilarak toplamda 50pL hacimde
genotipleme reaksiyonu gergeklestirilmistir. PZR kosullar1 95°C’de 3 dk. 6n denatiirasyon,
toplamda 35 dongii olacak sekilde; 95°C’de 30 sn., 53°°de 45 sn., 72°C’de 1 dk. ve son dongii
sonrasinda 72°C’de 10 dk. final uzama seklinde uygulanmistir. Elde edilen amplikonlar
Ultraviyole (UV) 151k altinda etidyum bromiirlii (0.2g/mL) %2,5’1uk agaroz jel elektroforezinde
gortintiilenmigtir. "'L" alleli 528 bp’lik amplikon olustururken "S" alleli 484 bp’lik amplikon
olusturmaktadir (Sekil 1).

Sekil 1: Agaroz jel elektroforez goriintiisii ve genotip sonuglari

(1 ve 4, SS Genotipi (484bp); 2, LL Genotipi (528bp) ve 3, LS Genotipi (484bp ve 528bp)
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Istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin istatiksel analizlerinde SPSS 21.0 programi kullanilarak ki-kare
analizi gergeklestirilmistir. P<0,05 degeri istatiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Kohortumuza katilan sporcularin SLC6A4 promotor polimorfizmin, genotip ve allel
dagilimlar1 Tablo 1’de Ozetlenmektedir. Calismamizda elde edilen bulgulara gore
futbolculardan 11 birey LL (%57,8), 4 birey LS (%21,1), 4 birey ise SS (%21,1) genotipindedir.
Calisma kohortumuzda SLC6A4 promotér L/S polimorfizminin L allelinin 26 (%68,4), S
allelinin ise 12 (%31,6) oraninda oldugu gbzlemlenmistir. Kontrol grubunda (n=45) ise 12 birey
LL (%26,7), 24 birey LS (%53,3) ve 9 birey SS (%20) genotipindedir, ayrica bu grupta SLC6A4
promotdr L/S polimorfizminin L allelinin 48 (%53,3), S allelinin ise 42 (%46,7) oraninda
oldugu gozlemlenmistir. Sporcu grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda genotip dagilimlari
(p=0,0001), allelik dagilimlar1 (p=0,0425) bulunarak gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
farklilik saptanmigtir (Tablo 1). Kohortumuzdaki SLC6A4 polimorfizminin genotipik ve allelik

dagilimlar1 Tablo 2 ve Tablo 3’te belirtilmistir.
Tablo 1: SLC6A4 promotdr L/S polimorfizmin genotip ve allel dagilimlari

Genotip p Allelik frekansi p
LL LS SS L S
Sporcu
(n=19) 11 4 4 26 12
Yiizde %57,8 %21,1 %21,1 0,0001 %68,4 %31,6 0,0425
Kontrol
(n=45) 12 24 9 48 42
Yiizde %26,7 %53,3 %20 %53,3 %46,7

Grafik 1: Kohortumuzda SLC6A4 polimorfizminin genotipik dagilimlari
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Grafik 2: Kohortumuzda SLC6A4 polimorfizminin allelik dagilimlar:
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TARTISMA

Sporcularin psikolojik performanslarina etki ettigi diisiiniilen stres, kaygi, agresyon gibi
parametreler hem bireyin giinliik hayatini hem de sporcularin miisabakalarda basarili-basarisiz
olmasii etkilemektedir. Sporcular {izerinde spor miisabakalarinda ve antrenmanlarda
genellikle agir bir baski olusur. Kaygi, sporcu performansini etkilediginden sporcularin daha
basarili performans gostermeleri i¢in kaygilarim1 yonetebilmeleri ve azaltabilmeleri
gerekmektedir. Bu parametrelerin kalitsal 6zelliklerinden dolay: genetik faktorler sporcularin
yetenek ve atletik performansinda etkili oldugu gibi, psikolojileri iizerinde de etkili
olabilmektedir (Ulucan, 2016). Bu nedenle sportif performansa etki eden ve serotonerjik,
dopaminerjik ve norandrojenik sistemlerin isleyis mekanizmasina bagli oldugu diisiiniilen stres,
rekabet ve saldirganlik direnci gibi 6zelliklerin belirlenebilmesi 6nemlidir. Ayrica psikolojik
faktorlere etki eden genlerin belirlenmesinin sporcularin atletik performanslarinin
diizenlenmesine katkida bulunabilecegi belirtilmektedir (Corak ve ark., 2017; Eken ve ark.,
2018).

Yapilan caligmalar sonucunda, S allelinde L alleline gére amigdala aktivitesinin daha
fazla oldugu ve daha az diirtii kontroliiniin elde edildigi belirlenmistir. Genotip agidan
performansin ve elit sporcu olabilme ihtimalinin LL genotipinde daha yiiksek oldugu, SS

genotipinde ise stresin etken oldugu belirtilmektedir (Klucken ve ark., 2015). Yapilan literatiir
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arastirmalar1 sonucunda spor performansi ile SLC6A4 promotdr polimorfizm arasindaki iligkiyi
farkli branglarda arastiran ¢alismalarin az oldugu sonucuna varilmistir.

Erkek triatletler iizerinde yapilan bir arastirmada, LL ve LS genotipine kiyasla SS
genotipine sahip sporcularin daha az oldugu belirlenmistir (Saunders ve ark., 2006). Trushkin
ve ark., (2011) endurans atletler ve sedanter grubun karsilastirildigi bir ¢alismada, LL
genotipinin diger genotiplere gore yiizdece daha yiliksek oldugunu ve SS genotipi ile
kiyaslandiginda ise yorgunluk toleransinin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. SLC6A4
polimorfizminin incelendigi 192 Sili’li triatlet ile yapilan diger bir calismada, diger genotiplere
oranla LS genotipi daha baskin bulunmustur (Sanhueza ve dig., 2016). Ayni ¢alisma grubunda
S allelinin L alleline gore daha yiiksek oranda belirlenmesi, alelik dagilim agisindan bizim
calismamizdan farklilik géstermektedir.

Ulucan ve ark. (2014)’de basketbolcular {izerinde yaptiklar1 c¢alismada ise, SS
genotipinin, LL ve LS genotip oranlarina gére daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Corak
ve ark., (2017)’de yaptiklar1 caligmada ise saglikli 26 Tiirk atlet {izerinde SLC6A4
polimorfizminin dagilimlarin1 incelemisler; genotip yiizdelerini sirasiyla LL %46, LS %35
SS %19 olarak belirlemislerdir. Ayni ¢alisma kohortundaki allelik dagilimlar1 ise L allelini
%61, S allelini ise %39 oraninda bulmuslardir. L allelinin yiliksek oranda bulunmasi bizim
caligmamiz ile benzerlik gostermektedir.

Geng futbolcular lizerinde yapilan bir bagka calismada yaslar1 14-16 arasinda degisen 44
futbolcuda SLC6A4 polimorfizmi incelenmis, LL, LS ve SS genotip yiizdeleri sirasiyla 23, 57
ve 20 olarak belirlenmistir. Ayn1 ¢alisma kohortundaki allelik dagilimlari ise L alleli %51, S
alleli i¢in ise %49 olarak bulmuslardir (Ates ve ark., 2017). Futbolcular {izerinde yapilan diger
bir ¢calismada ise, LL, LS ve SS genotip ylizdeleri sirasiyla 20,40 ve 40 olarak bulunmustur.
Calismanin allelik dagilimlar ise L alleli %40, S alleli ise %60 olarak belirlenmistir. Ayni
caligmada S alleli baskin olarak bulunmustur (Yilmaz ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak 6rneklem grubunun ve futbolcularin etnik kokenlerinin farkli olmasindan dolay1
say1 ve ylizdelerde farkliliklar bulunmaktadir

Yiiziciiler iizerinde yapilan arastirmada 86 bayan sporcu analiz edilmis ve LL ve LS
genotiplerine oranla, SS genotipinin daha az goriildiigli saptanmistir (Maliuchenko ve ark.,
2007). SLC6A4 polimorfizminin saldirganlia olan etkisi, sedanter grup ile senkronize
yliziicliler arasinda karsilastirilmis, senkronize yiiziiciilerde sedanter gruba kiyasla LL
genotipinin LS genotipine gore yiizde frekansi daha yiiksek bulunmustur (Sysoeva ve ark.,

2008). Golby ve Sheard, 2006 yilinda 10-24 yaslar1 arasindaki 31 yiiziiciiniin LL, LS, SS
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genotipleri analiz edilmis, yiiziiclilerin psikolojik gelisimine LL genotipinin énemli oranda
katkis1 oldugunu belirtmislerdir.

SONUC VE ONERILER

Calismamizin kisitliliklarindan biri az denek sayisi olarak goriilmektedir. Bunun sebebi
ise ¢alisgmamiza ayni antrenman programi uygulayan sporculari davet ederek polimorfizm
sonuglariin bagimsiz degisken olarak degerlendirmek istedigimizdendir. Calismamizin diger
kisitliliklar1 ise sporcularda psikolojik degerlendirme yontemlerini kullanmamamiz ve
serotonin diizeylerini 6lgmememizdir. Bu ylizden ¢alismamiza fizyolojik etkileri daha 6nceki
calismalar ile belirlenen promotor polimorfizmini ekledik. Kohortumuzda SLC6A4 geninin
promotor bolgesi incelendiginde LL genotipi baskin olarak bulunurken, L alleli S alleline oranla
daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Sonug¢ olarak yapilabilecek ¢alismalarla, SLC6A4 gen
polimorfizmlerinin belirlenmesi ile sporcularda olusan anksiyete ve biligsel kaygi diizeyinin
erken donemde Onlenmesine yardimci olabilecegi ve sporcularin antrenman programlarinin
planlanmasi agisindan da 6nemli biyobelirteg olacagi diisiincesindeyiz. Profesyonel futbolcular
iizerinde gergeklestirdigimiz bu ¢alismanin hem literatiire katki saglayacagini hem de elde
edilen bulgular sayesinde daha sonraki donemlerde yapilacak calismalara onciiliik edecegini
diisiinmekteyiz. Ayrica SLC6A4 promotdr bolgesinin sporcu performansi lizerindeki etkilerini
ortaya koyabilmek i¢in de farkli branslardaki sporcular iizerinde yapilacak daha fazla sayida
arastirma grubuna ihtiya¢ duyulmaktadir.

TESEKKUR
Calismamiza katilan Eskisehir Futbol takimina ve antrendriine tesekkiir ederiz.
Cikar Catismasi: Cikar catismasi bulunmamaktadir.
Yazar katki alami ve orani:
Bagak Funda Eken: Verilerin toplanmasi, genetik analizlerin tamamlanmasi, yayimnin
yazilmas1 %40
Tolga Polat: Genetik analizlerin tamamlanmas1 %5
Canan Sercan Dogan: Verilerin toplanmast %5
Sehkar Oktay: Verilerin toplanmasi, istatiksel analiz %20
Beste Tacal Aslan: Verilerin Toplanmasi %10

Korkut Ulucan: Yayinin yazilmasi %20
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