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OZET

Beyindeki dopamin sisteminin gerek yapilan hayvan deneylerinde gerekse
bireylerde 6diil sistemi ve haz alma duyusuyla ilgili oldugu giiniimiize kadar yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Dopamine ait bes reseptor bulunmaktadir. Bu reseptorlerden
birisi olan Dopamin D2 reseptori rs1800497 Allel dagilimlar1 bagimliliklar tizerinde rol
oynamaktadir. Ozellikle sigara, alkol ve uyusturucu kullanimindaki rolii ¢alismalarla
belirtilmistir. Ayrica dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, sizofreni gibi psikiyatrik
bozukluklar iizerinde de rolii bulunmaktadir. Sporcular iizerinde yapilan ¢aligsmalara ek
olarak egzersizin dopamin ndrotransmitter mekanizmasi {izerinde oldukc¢a olumlu
etkileri bulunmaktadir. Ozellikle Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarla ilgili
calismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismanin amaci ise bagimlilikla iligkisi oldugu
diistiniilen Dopamin D2 reseptori rs1800497 Allel dagilimlarinin Tiirk sporcularinda

incelenmesidir.

Calismamiza 10 tanesi uzun diger 10 tanesi ise kisa mesafe kosucusu olarak
toplam 20 atlet katilmistir. Bu ¢alisma Uskiidar Universitesi girisimsel olmayan etik
kurul  tarafindan  onanmis ve [(B.08.6.YOK.2.US.0.05.0.06/2016/98)  ve
(B.08.6.YOK.2.US.0.05.06/2017/288)] Helsinki-11 deklarasyonuna uygun olarak
gerceklesmistir. Sporculardan toplayict swap yardimiyla DNA toplanmig, DNA
izolasyonlar1 Invitrogen Kiti kullanilarak yapilmistir. Genotipleme ise Ger¢ek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile tamamlanmistir. Bu yontemde genotipleme

kiti olarak TagMan SNP Genotipleme ve TagMan Universal Master kullanilmistir.

Arastirmamizin sonuglarina gére sporcularda AA, AG ve GG Genotip dagilimlari
sirastyla 0 (%0), 3 (%]15) ve 17 (%85) olarak bulunmustur. Allel frekans dagilimlarinda
ise, A Alleli 3 (%7.5) ve G Alleli 37 (%92.5) olarak saptanmigtir. Bagimlilikla iligkili
olan AA Genotipli birey ise bulunmamistir. Bagimlikla iligkili olan AA Genotipinin ve
allelinin oranmin diisiikligii Dopamin D2 reseptort rs1800497 polimorfizminin spor
yapanlarda diisiik oldugu dikkatleri ¢ekmektedir. Tek bir gen Uzerinden spor ve
bagimlilik iligkisi kurmak elbette zor olmakla beraber, ¢alisma grubundan elde ettigimiz
sonuclara gore Dopamin D2 reseptori rs1800497 polimorfizminin bagimlilikla ilgili

6nemli bir genetik belirte¢ oldugunu diisinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Dopamin D2 reseptorl, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ydntemi,
Spor, Bagimlilik, Egzersiz



The effect of Dopamine D2 receptor Tag Al Allele on Sprinter and
Endurance Athlete

ABSTRACT

Many animal experiments and other studies show that dopamine system has been
related with the brain reward system until today. There are five receptors belong to
dopamine and one of the receptor is Dopamine D2 receptor rs1800497 which plays a
role on addiction such as smoking, alcohol and drug using. Also it plays a role on
psychiatric disorders like attention deficit hyperactivity disorder and schizophrenia.
Studies on athletes illustrates that exercise contributes many positive effects on
dopamine neurotransmitters mechanism. Especially, there are many studies about
neurodegenerative disorders as a Parkinson Disease. Our study’s goal is analyzing the

Dopamine D2 receptor rs1800497 Allele numbers on Turkish Athletes.

Twenty athletes in total participated in our reseach. Ten of those athletes are
sprinter and ten of them are endurance athletes. Our research was consented by Uskiidar
Universtiy non-invasive ethics committee and [(B.08.6.YOK.2.US.0.05.0.06/2016/98)
and (B.08.6.YOK.2.US.0.05.06/2017/288)] it is suitable with Helsinki-11 declaration.
DNA samples were collected by DNA collector swap from athletes and Invitrogen kit
was used for DNA isolation. Genotyping process was completed with real-time
polymerase chain reaction method. In terms of genotyping kit, TagMan SNP
Genotyping and TagMan Universal Master were used in this research of methodology

section.

According to our results, athlete’s Genotyping distribution of AA, AG and GG
were found to be 0 (%0), 3 (%15) ve 17 (%85) separately. In terms of Allele frequency,
it was detected that the Allele A was 3 (%7.5) and the Alelle G was 37 (%92.5). The
genotype of AA, which is related with addiction was not found. The AA Genotype and
it’s rate of Alleles low result shows us that Dopamine D2 receptor rs1800497
polymorphism is low in sportmen. By just looking at one gene may be hard to make
realiton between sport and addiction, according to our results that we acquired from our
participants, the Dopamine D2 receptor rs1800497 polymorphism is an important

genetic marker about addiction.

Keywords: Dopamine D2 receptor, Polymerase Chain Reaction Method, Sport,
Addiction, Exercise
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1.GIRIS

Dopamin (DA), beynimizde salinan en 6nemli nérotransmiterdir. Beyin iglevinin
regulasyonunda cok onemli bir isleve sahiptir (Montague ve ark., 2004). insanda
DA’nin normalden daha da diisiik seviyede olmasi ¢esitli norodejeneratif rahatsizliklara
ayrica Dikkat Eksikligi ve Hiperaktivite bozukluguna (DEHB) yol acar (Krause, 2008).
Normalden daha yiiksek seviyede oldugunda ise anormal calisan beyin fonksiyonlari
sebebiyle diger bagka bozukluklara sebep olur (Ndamanisha ve Guo, 2009).

Dopaminin bes reseptoriinden biri olan Dopamin D2 Reseptor geninin (DRD2)
Tag Al Alleli (rs1800497 polimorfizmi) lzerinde DEHB, durtusel bozukluk ve
0zellikle madde bagimliligi (alkol, sigara ve uyusturucu gibi) gibi durumlarda ¢ok fazla
caligma yapilmistir. Madde bagimliligi en fazla gorulen sorunlardan birisi olup
(Potenza, 2013), 21.6 milyon gibi bir ¢ogunluktan sayica fazla insan bu sorunu
yasamaktadir (Substance Abuse and Mental Services Administration, 2013). Bireylerin
giinliik hayatinda spor yapmalari, fiziksel aktivitenin bir sonucu olan saglikli olmakla
ilgilidir ve saglikeilar, dizenli fiziksel aktivitenin bireyi depresyon gibi bir ¢ok
psikiyatrik hastaliktan ve madde kullanimindan korudugunu belirtmistir (Lisha ve
Sussman, 2010; Pichard ve ark., 2009). Bununla birlikte fiziksel aktivitenin, genclerin
karsilasabilecegi fiziksel ve zihinsel saglik sorunlarinin ¢ogunu 6nemli 6l¢iide azalttigi
ve yenilik arayisindan kagimarak madde bagimliligindan uzaklastiklar1 tespit edilmistir
(Dunton ve ark., 2011). Diger yandan fiziksel aktivite ile madde bagimliliginin dolayli
yoldan baglantis1 olsa bile direk olarak kesin bir iliskiden s6z edilemez (Korhonen ve
ark., 2009; Peck ve ark., 2008).

Tezimizin amaci, arastirmamiza dahil olan uzun ve kisa mesafe atletlerde
bagimlilikla iligkili oldugu diistiniilen DRD2 Taq Al Allelinin dagilimini analiz edip

gelecek arastirmalara bir katki saglamaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihce:

DA, ilk kez 1910 yilinda George Barger tarafindan  3,4-
dihydroxyphenylethylamine olarak sentezlenmistir. Ilk olarak memeli dokularinda
tiriner olarak gbézlemlenmis olup kalp ve adrenal medullada tespit edilmistir (Goodal,
1951; Holtz ve ark., 1947). Memeli beyninde 1950’li yillarin sonlarina dogru DA
kesfedildikten sonra bir noérotransmitter olarak tanimlanmistir (Hornykiewicz, 1958).
1951 yilinda da Sir Henry tarafindan kimyasal olarak kisaltilarak Dopamin olarak

isimlendirilmistir (Hornykiewicz ve Woodruff, 1986).

Monoamin grubunda bulunan DA beynin santral kisminda motivasyon, motor
kontrol ve 6dil merkeziyle iliskilendirilmektedir (Foley ve Fleshner, 2008). DA beynin
farkl1 bolgelerindeki salinimiyla 6zel bir isleve sahip olmustur. Bu sebeple sizofreni gibi
bircok psikiyatrik ve Parkinson Hastaligi (PH) gibi rahatsizliklar dopaminle
iligskilendirilmis ve ilag tedavisinin de miimkiin olabildigi gorilmistiir (Strange, 1992).
Beyindeki DA aktivitesini restore etmesi amaciyla L-DOPA bulunmustur (Carlsson ve
ark., 1958; Everett, 1970). PH patogenezinde beyinde Corpus Striatumda DA
aktivitesinin azlig1 ile iligkilendirildigi gosterilmistir (Bertler ve Rosengren, 1959;
Carlsson ve ark., 1958). Bu sebeple DA eksikliginin bir sonucu olan PH igin L-DOPA
kullanim1 bir¢ok nérolog tarafindan tavsiye edilmeye basglanmistir (Barbeau, 1969).
Buna ilaveten DA’nin, DEHB ve madde bagimlilig: ile iliskisi oldugu gosterilmistir
(Neve ve ark., 2004; Pivonello ve ark., 2017).

2.2. Dopamin Reseptor Yolaklari:

Beyinde DA kesfedildigi ilk zamanlarda beyindeki islevsel yeri tam olarak
bilinmiyordu ancak daha sonra deney hayvanlar1 iizerinde yapilan c¢alismalarda
uygulanan Falck-Hillarp metoduyla beyin dilimlere ayrilmis ve monoaminlerin
gorsellestirilmesiyle birlikte Substantia Nigra (SN) ve Striatum’un noéronal gévdelerinde
DA lokalize edilmistir (Dahlstrom ve Fuxe, 1964). Bu bolgeler Ventral Tegmental Alan
(VTA), SN ve arkuat ¢ekirdeginden dal alan medial hipotalamustur. DA’ y1 diger beyin
bolgelerine tasiyan nigrostriatal, mezolimbik, mezokortikal ve tuberoinfundibular olarak
kesfedilmis dort adet DA yolagi bulunmaktadir (Uzbay, 2006) (Sekil 1). Besincisi olan
talamik yolak ise iglevsel olarak arastirmalar1 hala devam etmektedir (Stahl, 2013).



Sekil 1: Beyinde o6diil sistemi, dopamin ve madde kullanim ile iliskili yolaklar

Mezokortikal
yolak

Tubero-hipofizyal
yolak

|Hi|:lo1'a|amus |

Nigrostriatal
yolak

| ;:;W
\ nigra \
Mezolimbik

Mukleus
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Hippokampus yolak

(Uzbay, 2006).

Beynin diger bdlgelerine dopamin tasiyan yolaklarin islevleri asagida tanimlanmaktadir:

a) Nigrostriatal yolak: SN’den striatumun dorsal alanina kadar uzanir. Kompleks
hareketlerin kognitif olarak algilanmasiyla olan birlesimi, duyu-motor koordinasyonu ve

hareketin baslatilmasi buradaki DA norotransmitteri ile iliskilidir.

b) Mezolimbik yolak: Igerisine amigdalay1, hipokampiis ve orbitofrontal korteksi
dahil ederek VTA’dan striatumun ventraline kadar uzanir. Limbik sistemi dahil ettigi
icin duygusal, biligsel ve sensorimotor islevleri vardir ve sonucunda da hos duygular,
odil ile iligkilidir.

c) Mezokortikal yolak: VTA’dan anterior Singulat, dorsal striatum, prefrontal
korteks, talamusu icine alarak pariyetal ve temporal alanlarina uzanir. Bellek gibi

islevlerde rol oynar.

d) Tuberoinfundibular yolak: Mediobazal hipotalamustan hipofize kadar uzanir.
Prolaktin seviyesini dizenleyici primer etki ve diger hormonal islevleri de vardir
(Beaulieu ve ark., 2011; Meisenzahl ve ark., 2007).



Bu yolaklarin islevsel bozukluklarinda sizofreni, DEHB, durti kontrol
bozukluklari, madde bagimliligi, Hungtinton ve Alzheimer gibi rahatsizliklarin
meydana geldigi bilinmektedir (Moore ve ark., 1999; Volkow ve ark., 2009). Hafiza
konsolidasyonunun modilasyonunda temporalde islevsel yetersizlik ayrica bu

hastaliklara ek olarak bellek yetersizligine yol agmaktadir (Costa ve Carmelo, 2012).
2.3. Dopamin ve Dopamin Reseptorlerinin Tanimi:

DA yolaklar1 boyunca tasinmasiyla diger bolgelere taginmasini saglayan alici
gorevde olan reseptorler bulunmaktadir. DA’y1 tasiyan reseptorler DA reseptorleri
olarak isimlendirilmistir. Bu DA reseptorleri fizyolojik, farmakolojik ve biyokimyasal
olarak bircok kritere gore karakterize edilmektedir (Kebabian ve Calne, 1979). G
proteinine bagli DA reseptorleri aym1 zamanda katekolaminerjik ndrotransmitterlerin
tim fizyolojik islevlerine aracilik etmektedirler. Bu reseptorler D1, D2, D3, D4 ve D5
olmak iizere bes tanedir (Beaulieu ve Gainetdinov, 2011). DA reseptorleri D1 ve D5
kendi arasinda D2, D3, D4 kendi aralarinda gruplanarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2)
ve kendi aralarinda gruplanmalarinin farkli biyokimyasal ve farmakolojik etkileri
bulunmaktadir (Sedvall ve Farde, 1995)

Sekil 2: Dopamin reseptorlerinin gruplanarak gosterimi

D41/Ds D2/D3/D4a

J _} £EEE
L AC > m*

(Sedvall ve Farde, 1995)

Dopamin reseptorleri  beyin lokalizasyonu yonuyle de farkli dagilimlar
gostermektedir (Meador-Woodruff ve ark., 1996). D1 reseptoru striatumda oldukca
fazla bulunurken, D5 reseptorii hipokampis ve entorhinal kortekste bulunmaktadir. D2
reseptéri yine striatumda go6zlenirken makul miktarlarda hipokampus, amigdala ve
talamusta bulunmaktadir. D2 reseptorinin prefrontal kortekste diisiik seviyede oldugu
bilinmektedir (Sekil 3). D3 reseptorii yine diger reseptorler gibi striatumda bulunurken
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oldukca fazla miktarda ventral striatumda bulunmaktadir. D4 reseptorii ise prefrontal
korteks, hipokampiiste bulunurken digerlerinden striatumda bulunmamasiyla
ayrilmaktadir (Lahti ve ark., 1998).

Sekil 3: D2 reseptdrunin prefrontal korteksteki gosterimi

(Lahti ve ark., 1998)

2.4. Allel ve Genotip:

Siralama teknolojisinin gelismesiyle birlikte Deoksiribonikleik Asit (DNA)
dizilim ile ilgili daha fazla bilgi edinebilme sansini elde ettik. Bu bize istatiksel
metotlarla DNA dizilimi hakkinda bilgi elde ederek genomu sekanslama imkan1 sagladi
(Medvedev ve ark., 2009). Ozellikle genom (izerinde dagilmis bir¢ok polimorfizmler
karmagik Ozellikte olduklart i¢in insanoglu icin poligenik bir temel olusturmaktadir.
Alleller hastaliklara gore incelendiginde yaygin-nadir olup olmadigi, az-gok lokusun yer
alip almadig, kiiciik yada biiyiik etkiler gibi epistatik etkilesimleriyle ilgili daha ¢ok
bilgilere ulasilmaktadir (Visscher ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda da yaptigimiz gibi
genomdaki yapinin hastaliklar iizerindeki etkisini allel frekanslariyla agiklamak bize
cesitli varyasyonlar hakkinda daha genis bilgi edinme imkan1 saglmaktadir (Atwell ve
ark., 2010; Beleza ve ark., 2013). PH ve Alzheimer gibi kliniksel a¢idan néropatolojik
Ozellikler gosteren rahatsizliklarin, aileden gesitli genetik etkilerini yansitan ¢aligmalar
mevcuttur (Gasser, 2007; Kuehn, 2006). Ozellikle PH’ de, ¢ok degiskenli allel tiplerinin
hastaligin demans gelistirme ve ilerleme zamanlarini etkiledigi tespit edilmistir
(Jellinger, 2007; Levy-Lehad ve ark., 1998). DA sinyallemesini arttiran aday allelleri
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tasiyan dopamin replansman tedavisi alan hastalar, daha fazla miktarda impulsif motor
koordinasyon hareketler sergilemektedir. Stop Signal Task ile olcilen DRD2
polimorfizmleri  arasinda  incelendiginde  idiyopatik  Parkinsonizmde  allel
varyasyonlarinin 6nemli 6lgiide etkili oldugu tespit edilmistir. Gen polimorfizmlerin
hastaliklar tizerindeki farkli allellerle olan iliskilerini incelemek 6zellikle hastaliklarin
semptomlarinin neden bireyden bireye farklilik gosterigini agiklamakta ¢ok yuksek
oranda net bilgiler vermektedir (Ziegler ve ark., 2014). Psikiyatrik rahatsizliklara da yol
acan farkli dopamin viicuttaki salinim tepkilerinin, allelik formlarda yine ylksek risk
tasidig1 gdsterilmistir (Boettiger ve ark., 2007; Chen ve ark., 2004). Ornegin farkl1 allel
gruplarinda norodejeneratif ve psikiyatrik rahatsizliklarin birlikte goriilmesi allel
frekanslarinda kombinasyonlar yapabilmemize olanak saglayabilmektedir. PH’ de
goriilebilen patolojik kumar bagimliligi, asir1 yemek yemek, hiperseksiiellik ve asir
aligveris yapmak gibi impulsif davraniglarin alt mekanizmasinda allel kombinasyonlari
yapmak miimkiin hale gelmistir (Djamshidian ve ark., 2011; Klos ve ark., 2005;
Nirenberg ve Waters, 2006; Weintraub ve ark., 2006). Bununla birlikte farkli dopamin
medikasyonlarinda genetigin sorumlu oldugundan da bahsedilebilmektedir. Cesitli
genomlardan elde edilen genlerle (DRD2, DRD4 gibi) bireysel degiskenligin genetik
nedenlerine kadar inilebilinmektedir (Boettiger ve ark., 2007; Congdon ve ark., 2008;
Eisenberg ve ark., 2007; Thompson ve ark. 1997). Sonu¢ olarak farkli genlerin
etkilerine bakilarak allel frekanslarinin hesaplamalariyla dogrudan antiparkinson
ilaglarmin doz seviyeleri hakkinda bilgi edinip, DA sinyalizasyonunu arttirmak ve asiri
dozdan kacinmak ve parkinsondan etkilenmeyen beyin bolgelerinde olusabilecek cesitli
yan etkileri ortadan kaldirabilme sansi elde edilebilir (Ziegler ve ark., 2014). Sinir ve
kimyasal (zerine yapilan davranigsal arastirmanin biiyilk bir kisminit olusturan
durtusellik temelleri tepki inhibisyonu, bir prepotent motor tepki inhibe etme
kabiliyetini belgeyen c¢esitli deneyler bulunmaktadir ve buradan PH de inhibisyon
yetenegini azaltabilecegi sonucuna varilabilinmektedir (Cooper ve ark., 1994). Genetik
aragtirmalar ve onlar1 destekleyen Pozitron Emisyon Tomografi (PET) calismalari
DEHB gibi psikiyatrik rahatsizliklara, DA reseptér genlerinde bulunan ¢esitli
polimorfizmlerin etkili oldugunu goéstermektedir (Dalley ve ark., 2007). Dahas1 PH,
durtusellik, DEHB ve diger rahatsizliklarda DA sinyalizasyonunu arttiran genotiplerin
dopamine bagli tepki inhibisyonunda gen terapilerinin yapilabilecegi sonucuna

varilmaktadir (Aron ve Poldrack, 2006; Hamarman ve ark., 2004).



Davranig ve beslenme istegi iizerine yogunlasilan son yillarda uyusturucu gibi
beynin 0diil devrelerinde zevki aramaya iten alanlarin uyarilma istegi, cesitli gen
polimorfizmleri {lizerine gidilmesini saglamistir. Uyusturucu bagimliliginin Dopamin
D2 geninin Tag Al Allelinin kokain, alkol ve opoioid ile iliskilendirildigi ¢aligsmalar
yapilmaktadir. Bu tarz polimorfizmlerin yapilmasi bireyin bagimliliga yatkinligini
¢oziimlemek amagli 6nemli olmaktadir (Carpenter ve ark., 2013; Gelemter ve ark.,
2006; Munafo ve ark., 2007).

Atletlerde yapilan depresyona yonelik genotipleme g¢alismasinda egzersizin ve
allel frekanslarinin koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir. Sporcularda yapilan
genotipleme ¢alismalarin ve dizenli fiziksel egzersizin hastaliklar tizerinde koruyucu
bir yonde baglantis1 oldugunu gostermektedir (Haslacher ve ark., 2015). Ozellikle
monoaminlerin nérotransmitter olarak salgilanmasinda gorev alan genlerin allel dagilim
frekanslarina bakilarak yapilan genotipleme; sizofreni, bipolar bozukluk ve major
depresyon gibi psikiyatrik ve norolojik hastaliklara olan yatkinliginin Tek nikleotid
polimorfizmi (SNP) sonuglarinin analizinde 6nemli bir rol oynamaktadir ( Hirschfeld,
2000; Kishi ve ark., 2011).

Spor hekimligi ve egzersiz bilimini kapsayan genotipleme, performansa bagli
olarak; kas giicii ve gii¢, kardiyorespirasyon ve kilo, viicut agirlig1 ve adipozite, insiilin
ve glikoz metabolizmasi fenotipleri ve hemodinamik 6zelliklerle ilgili bilgi edinmeyi
saglamanin yani sira fiziksel aktivitenin davranig genetigi {izerine genomolijisini de elde

etmemizi saglamaktadir (Wolfarth ve ark., 2014).

2.5 DRD2 Taq Al Alleli:

Dopamine ait olan D2 reseptorii insan hayatinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Dopamin D2 reseptdr geninin (DRD2) stimiilasyonunu saglayan gen 11q22-23
kromozomu {izerinde lokalize olmustur (Nisoli ve ark., 2007). DRD2 Taq Al
polmorfizmi igeren par¢a uzunlugu iki allelden sorumlu olup bunlar Al ve A2
Allelleridir (Grandy ve ark., 1989; Hauge ve ark., 1991). Ozellikle Tag A1l Alleli
uzerinde alkolizm (Arinami ve ark., 1993) sigara bagimliligi (Noble ve ark., 1994),
obezite (Comings ve ark., 1996) arasindaki iliskiye dair bircok arastirmalar yapilmistir.
Buna ilaveten, DRD2 Taq Al Alleli DA’nin striatumda daha diisiik yogunlukta
gozlenirken, A2 Alleli nispeten daha yiiksek oldugu goriilmiistir (Noble , 2003). Sekil 4



Insanlarda DRD2 geninin yapilan calismalarda allelerini ve kromozon (zerinde

lokalizasyonu gosterilmektedir.

Sekil 4: insanlarda D2 dopamin reseptor genleri
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(Hettinger ve ark., 2012)

2.6. DRD2 Taq A1l Alleli ile Madde Bagimhlig: Arasindaki iligki:

DA, mezolimbik yolak sayesinde motivasyonel davranigi dizenler ve sinir
iletimindeki degisiklikler, 6diil davranislariyla iliskili ¢esitli ¢evresel uyaranlara karsi
davranigsal tepkileri degistirmektedir. Beyin o6diil devresinde DA sinyali uyusturucu
bagimliligr ile iliski kurmak i¢in yardimci olurken o&dil iliskili davranislarin
kontrolunde Ozelikle D2 reseptorinin alkol bagimliligr ile iliskili oldugu
distiniilmektedir (O’ Brien ve ark., 2000). Dopaminerjik sistemin genetik varyasyonu
olarak DRD2 alkol ve agir sigara tuketimi ile iliskilendirilmistir (Noble ve ark., 1998).
Bagimlilikla DRD2 arasindaki iliski bu genin 11. Kromozom lokusu Uzerinde iki allel
polimorfizmi olarak tamimlanmistir: Taq Al ve A2 (Grandy ve ark., 1989). Ozellikle
alkoliklerde D2 dopamin reseptor seviyesinin eksikliginin tespiti diger rahatsizliklar ve
bagimliliklar iizerinde de var olan etkisiyle iliskilendirilmistir (Thompson ve ark.,
1997). Ayrica, DA mekanizmasinin bu davranigsal mekanizmada olusan bozukluklar
sonucunda davranigsal olarak seks, madde kullanimi ve kumar bagimliliklara da yol
acabildigi son yillarda yapilan ¢alismalar arasindadir (Di Ciano ve ark., 2017; Greco ve
ark., 2014; Kreek ve ark., 2005; Mufiiz ve ark., 2017; Richter ve ark., 2017).

2.7 Dopamin ile Egzersiz Arasindaki iliski:
1950’1i yillarda norotransmitter olarak tanimlanan DA farkli egzersiz protokolleri
lizerinde performansa bagli olarak dopaminerjik sistem agisindan farklilik

gostermektedir (Ahlenius ve ark., 1997; Bailey ve ark., 1993). Egzersiz suresince DA
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ortabeyin, hipotalamus ve striatumda salinim yoniiyle artis gostermektedir (Rabelo ve
ark., 2015). Yapilan egzersiz sonucunda salinan DA duyu algist ve duyu-motor
entegrasyonu gibi faktorlerin motor etki dolayisiyla da davranigsal mekanizmalarina
uyarlanmasini daha etkin kilmaktadir (Romain ve Meirleir, 1995). DA eksikligine bagl
olusan PH gibi bir¢ok norodejeneratif rahatsizlikta, kosu egzersizi yapmanin DA
arttirict etkisi olmasi sebebiyle hastalik yoniinde tedavi edici bir etkisi oldugu tespit
edilmistir. Kosu egzersizine bagli olarak bazal gangliyonlarda DA artig1 da yapilan
calismalarda (Vuckovic ve ark., 2010) ve normal bireylerde DA salinimini 6zellikle
aerobik egzersiz tiplerinin arttirdigi gosterilmistir (Volkow ve ark., 2007). Hayvan
modelleri {izerinde yogun egzersizin DRD2 potansiyelini arttirdigi tespit edilmistir
(Christian ve ark., 2000; Mukherjee ve ark., 2001). Yogun egzersiz striatalde DA
yogunlugunu arttirici 6zellige sahiptir (Greenwood ve ark., 2011). Egzersizin motor
hareket ve kontrol bozukluguna bagli gelisen PH da dopaminerjik terminallerde
iyilestirici etkisi oldugu ayrica D2 ve D3 reseptorlerinin baglanmasinda arttirici etki
yarattig1 tespit edilmistir (Vuckovic ve ark., 2010). Fiziksel egzersiz uyusturucu
bagimliliginda o©nerilen bir tedavi yontemdir. NOrobiyolojik mekanizmasinin 6diil
yolunda DA konsantrasyonunu ve DA’ya reseptdr baglanmasini arttirdigi yapilmis
calismalar arasinda gosterilmistir (Malo ve ark., 2010). Buna baglh olarak da egzersiz
sigara bagimliligi ve madde kullanimimi da 6nemli o6lglide azaltmaktadir (Terry-
McElrath ve O’Malley, 2011). Egzersizin noropsikiyatrik bozukluklarda da etkili
oldugunu goriilmektedir (Annica ve Fuxe, 1964; Tucker ve Collins, 2012). Hayvan
calismalari, egzersizin dopaminerjik sistemi aktive ettigi ozellikle striatum ve SN’de
DA salimiminin arttig1 gosterilmistir (Hattori ve ark., 1994; Sutoo ve Akiyama, 2003).
Egzersiz motor performans: ve DEHB gibi sosyal davranis problemlerini azaltmada
etkili olmustur (Majorek, 2004). DEHB olan sicanlarda egzersizin hiperaktivite,
durtusellik ve nigrostriatal DRD2 ekspresyonu Uzerine etkisi oldugu tespit edilmistir
(Cho ve ark., 2014).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan aletler

- Argelik -20 °C Derin Dondurucu (Tiirkiye)

- Quant Studio 3 (Thermofisher, USA)

- Inolab WTW pH Metre (Almanya)

- Microfuge 16 Mikrosantrifiij, Beckman Coulter (A.B.D)

- Radway AS 220/C/2 Hassas Terazi (Polonya)

- SBH130 Su Banyosu, Block Heater (Ingiltere)

- Stuart Vorteks (UK)

- Thermo Scientific Smart 2 Pure 3 Distile Su Cihaz1 (A.B.D)
- Thermo Scientific Otomatik Mikropipetler, Eppendorf Research Plus (A.B.D)
- Tip Kim San Mor Kapakli EDTA’11 tiipler (Ttirkiye)

- Vestel Buzdolabi (Tiirkiye)

3.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler

- TagMan SNP Genotyping Assays, Human, SM (Catolog no: #4351379
Thermofisher, USA)

- TagMan Universal Master Mix I, with UNG (USA)

- Distile Su (dH20)

- DNA

3.1.3. Kullamlan ticari Kitler
- Swap DNA izolasyon Kiti: Thermofisher Invitrogen (USA)

3.1.4. Kullamlan primerler

Primerler, ana stok olarak olusturulmus ve distile su ile sulandirilarak -20 °C’de
saklanmistir. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) reaksiyonlarinda
olan primerler, elimizde bulunan stoklardan hazirlanan 10 pmol/ul konsantrasyonlarda

kullanilmistir.

10



Tablo 1: DRD2 Protokolii icin Kullamilan Primerler.

Kullamlan Primerler

Genomik DNA Bolgesi DNA Dizisi (5'—3")

5-primer: 5’-CACAGCCATCCTCAAAGTGCTGGTC -3’ [4,7,2'-

trichloro-7'-phenyl-6-carboxyfluorescein (VIC)]
DRD2 (Ekzon 9)

3'-primer: 5’~AGGCAGGCGCCCAGCTGGACGTCCA’ [Fluorescein
Amidite (FAM)]

3.2. Yontemler

3.2.1. Swap DNA izolasyonu

Swap DNA izolasyonu Invitrogen (USA) ile d{iretici firmanin protokolil

dogrultusunda yapildi.

Invitrogen Swap DNA izolasyonu protokol asamalari;
3.2.2 On hazirhk:
1. Su banyosu 56°C’ye getirildi.
2. Pens ve kesici aletler steril hale getirildi.

3. 1xPhosphate Buffered Saline (PBS) ve etanol 1.5 ml eppendorfa koyuldu ve
Binding Buffer (BL) ile ¢ozinduruldu.

4. 200 pl BL ekleyip karistirildi.
3.2.3 Calisma:

1. Ornegi swaptan ¢ubuk yardimiyla alinmasi ve bu islemi 5-6 kez swaptan alip

eppendorfa doldurup ¢ikartildi.
2. 400 pl 1xPBS ile karigitirildu.
3. 20 pl Protein Kinaz (PK) ve 400 pl BL kimyasallar1 ile karigitirildi.
4.56°C’de 10 dk inkube edildi.

5. 400 pl etanol eklendikten sonra 1 dk santrifiij yapildi.
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6. Karisimdan 700 pl aldiktan sonra, 6000xg’de 1 dk santrifiij yapildi. Sonra baska

yeni bir tlipe alindi.
7. Yeni tupe 600 pl Wash Buffer-1 (BW) ekleyip kisaca ¢evrildi.

8. 700 ul Wash Buffer-2 (TW) ekleyip santrifrij’de 1 dk bekletildi ve yeni

eppendorfa alindi.
9. 200 pul Elution Buffer (AE) ilave edip ¢evirdikten sonra DNA elde edilmis oldu.
3.2.4. Ger¢cek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR)

RT-PZR yontemi ile sekilde gosterildigi gibi DRD2 Taq Al Allel bdlgesinin
cogaltilmasi i¢in gerekli ¢ozelti hazirlanmistir.

DRD2 Taq Al Allel bolgesi icin, 10 pl’lik hacimde reaksiyon karigimi Tablo 2°de
verilmistir:

Tablo 2: DRD2 Taq Al Alleli i¢in Kullamlan Kimyasallar

Reaksiyon T¢erigi Miktar (ul)
Steril su 4,2

Master Mix 5

Assays 0,3

Kalip DNA 0,5

Toplam 10

Bu iglemler 0.5 mI’lik eppendorf tiiplerinde yapild: ve tiipler, RT-PZR cihazina

yerlestirilerek belirlenen pogram uygulandi.

DRD2 Taqg Al Allel bélgesi i¢cin RT-PZR programa:
95 °C’de 600 sn Hold
95 °C’de 15sn... ... ... ... (2- Step Amplification)

60 °C’de 60 sn... ... ... ... (2- Step Amplification- Okuma)
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Bu programda bulunan islemlerin siralamasina gore yapilmistir. RT-PZR

cihazinda DRD2 Taq A1 Allel sonuglarinin analizi yapildi.

3.2.5. Calisma grubu

Calismada kullanilan swap 6rnekleri, sprinter atlet (kisa mesafe) ve dayanikli atlet

(uzun mesafe) olmak (izere iki gruptan alinarak incelenmistir.

3.2.6. Bilgilendirilmis olur formu

Aragtirmamiza katilan sporcu (olgu) bireylere, arastirmanin igerigi hakkinda
“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Ornegi (BGOF)” ile kisaca bilgilendirme
yapilmistir. Sporcularin aileleri ve kendilerinin bilgileri dahilinde yazili onaylar

alinmustr.
3.2.7. Etik kurul onay1

Arastirmamiz, Uskiidar Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu Baskanligmin etik kurulu tarafindan “B.08.6.YOK.2.US.0.05.0.06/2016/98”
(EK-1) ve “B.08.6.YOK.2.US.0.05.06/2017/288” (EK-2) sayil1 yazi ile onaylanmuistir.

3.2.8. Laboratuvar

Arastirmanin  analizi ve sonuglari, Istanbul Uskiidar Universitesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda yiiriitiiliip tamamlanmustir.
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4. BULGULAR

Arastirmamizda yiiriitiilen ¢alisma, DRD2 Taq Al polimorfizmini belirlemek igin,
10 kisi uzun mesafe ve 10 kisi kisa mesafe kosan atlet olmak tizere toplam 20 saglikli
sporcularin her birinden alinan swap 6rnekleri lizerinde ¢alisilmistir.

Aragtirmamizda atletlerden aliman swap orneklerine genomik DNA izolasyonu

yapilmistir. DRD2 genine ait 9. ekzon bdlgesi RT-PZR ile ¢ogaltilmistir.
4.1. DRD2 TagA1l Alleli’nin RT-PZR Bulgulari

Calismamiza dahil edilen sporcularin Taq Al polimorfizm Allel Genotip

dagilimlar sekil 5°te gosterilmistir.

Sekil 5: Genotiplerin RT-PZR ile gosterilmesi

0.6

AG

0.4
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4.2. DRD2 Taq Al Genotiplemesinin Belirlenmesi

DRD2 Taq Al polimorfizminin A2 Alleline ait olan G genotipinin FAM 1s1masi

ile belirlenmesi sekil 6’da gosterilmektedir.

Sekil 6: “G” Allelinin FAM boyasi ile belirlenmesi

Imensity (- Uy

05

Cvcle

DRD2 Taqg Al polimorfizminin Al Alleline ait olan A genotipinin VIC 1simas1
ile belirlenmesi sekil 7°de gosterilmektedir.

Sekil 7: “A” Allelinin VIC boyasi ile belirlenmesi

Imensity (RFU}
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4.3. Genotip Dagimhimlar: ve Allel Frekanslari:

Arastirmamiza saglikli toplam 20 uzun ve kisa mesafe kosucu atletler katilmustir.
Atletlerden AA (A1Al) Genotipine sahip olan ¢ikmamis olup, 3’0 (%15) AG (AlA2)
ve 17 kiside ise (%85) GG (A2A2) Genotipi saptanmistir (Tablo 3). Atletlerin allel
sayilarina bakildiginda, A Alleli 3 (%7.5) ve G Alleli 37 (%92.5) olarak saptanmustir.

Tablo 3: Atletlerden analiz edilen genotip ve allel dagilimlari

Genotip Dagilhimlan Allel Frekansi
Allel AlA; AA; AA; Ay A,
0 3 17 3 37
Atletlerin Sayis1 (%)
%0 % 15 % 85 %75 % 92.5

4.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatiksel analizleri i¢in SPSS programi kullanildi. Gruplar
arasinda degiskenlerin Kkarsilastirilmasi ki-kare testi (IBM SPSS Statistic 24) ile
gergeklestirildi. Genotip dagilimlar1 agisindan karsilastirilan iki grupta anlamli bir fark
tespit edilmemis olup p > 0.05 (p= 0,53117) elde edilmistir. Allel sayilarina géz oniine
alindiginda ise anlamli bir fark saptanmamais olup p >0.05 (p= 0.54832) bulunmustur.
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5. TARTISMA

Merkezi Sinir Sisteminin (CNS) nérotransmiteri olan DA 6grenme, hafiza,
motivasyon, o6diil ve davramis gibi fonksiyonel bircok regilasyonu bulunmaktadir
(Malo, 2010). DA, ozellikle striatumda yiksek seviyede bulunur ve beyindeki
katekolamin konsantresi %80 oraninda bulunmaktadir (Cooper ve ark., 2003). SN ve
VTA olmak lizere dopamin Ureten iki bolge vardir (McRitchie ve ark., 1995; Fu ve ark.,
2012). VTA alandan uzun siireli olarak DA saliimini arttirdig1 ispatlanmis olan D2
reseptoru (Nimitvilai ve Brodie, 2010) 1988’de klonlanmis olup (Bunzow ve ark. 1988)
diger D1, D3, D4 ve D5 reseptorleri ise daha sonra tanimlanmigtir. (Chio ve ark., 1990;
Mansour ve ark., 1989; O’Dowd ve ark., 1989; O’Malley ve ark., 1990; Poirier ve
Sourkes, 1965; Selbie ve ark., 1989; Sokoloff ve ark., 1990; Van Tol ve ark., 1992). DA
fizyolojik agidan mekanizmalar1 da etkileyen sinir sisteminin aktivitelerini gelistirici
yOniiniin yani sira stres yanit ve motor kontrolde de etkili olup genel hatlartyla beynin
CNS’ de dayanikhilik egzersizine bagli olarak artan DA seviyeleri tespit edilmistir
(Balthazar ve ark., 2009; Gerald, 1978). DA seviyelerinin saptanmasi bu tanimlanan DA
reseptorlerine gore incelendiginde beyinde nasil etkileri oldugu hakkinda fikir
edinmemiz saglanmis olmaktadir. Bu etkilerden birisine neden olan reseptor ise DRD2

reseptorudur.

DRD?2 reseptoriine ait iki allel vardir: Bunlar Taq Al ve Taq A2 Allelleridir.
DRD2 Tag A1 Polimorfizmi, psikiyatri alaninda 6zellikle en ¢ok ¢alisilan
polimorfizmdir (Arinami ve ark., 1996). Alkolik bireylerde DRD2 azligina bagl iligki
ilk kez gosterilmistir (Blum ve ark. 1990). Ayrica DRD2 reseptor duyarliligi, kilo alma
ve obezite riskinin yani sira yiyecek arzusu, duygusal ve diirtiisel davraniglar ve yenilik
pesinde kosma gibi isteklerde ayrica bagimlilik ve kompulsif bozukluklar agisindan
yiiksek risk tagimaktadir (Davis ve ark., 2012; Eisenberg ve ark., 2007; Epstein ve ark.,
2007; Ratsma ve ark., 2001; Stice ve ark., 2010). DEHB’li bireylerde Tek Foton
Emisyonlu Bilgisayarli Tomografi (SPECT) ile DA tasiyan reseptorlerin iligkili oldugu
yoniinde bilgi edinilmistir (Dougherty ve ark., 1999; Dresel ve ark., 2000; Krause ve
ark., 2000; Larisch ve ark., 2006; Van Dyck ve ark., 2002; VVolkow ve ark., 2009).

Gen polimorfizmi DRD2 kullanilabilirligini etkilemektedir. Taq Al Alleli

tasiyanlar A2 Alleli tasiyanlara nazaran hiicresel membranda azaltilmis sayida reseptor
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baglayici tagimaktadirlar (Ariza ve ark., 2012; Thompson ve ark., 1997). Azaltilmis
sayida A1l Alleli tasiyan bireylerde alkol ve sigara kullanimi arasinda biiyiik bir iliski
oldugu diistiniilmektedir. Hiicre membranindaki D2 reseptori kaudat ve putamenin
ventral bolgelerinde aktifken Al Alleli tasiyanlarinda striatum, ventral ve medial
prefrontal kortekste az metabolizma gostermesi de Al Allelinin bagimlilikla alakali
oldugu yoniinde bir iliski kurmamizin sebebi olmaktadir (Noble ve ark., 1998). Madde
bagimliligiminda, DRD2 reseptdrinun Al Allelinin azalmis membran aktivitesinin rol
oynadigi rapor edilmistir (Charlotte ve ark., 2014; Hamajima ve ark., 2002). Beyindeki
dopaminerjik aktiviteyi arttirdigi bilinen egzersiz ayni zamanda reseptor baglanmasini
da arttirmaktadir ve yiiksek etkili anaerobik sprinterlerde egzersiz sonrasi periferal DA

salimiminin yiliksek oranda arttig1 rapor edilmistir (Winter ve ark 2007).

Calismamizda, uzun ve kisa mesafe kosuculardan aldigimiz swap Orneklerinin
izolasyon islemi sonucunda RT-PZR uygulanmis ve sonuglarin goruntisi saglanmaistir.
Sonuglara gore; 20 uzun ve kisa mesafe kosucudan AA (A1/Al) Genotipine sahip
¢ikmamis olup , 3’U (%15) AG (A1/A2) ve 17 kiside ise (%85) GG (A2/A2) Genotipi
ve Allellik frekans dagimlimlarinda ise, A Alleli 3 (%7.5) ve G Alleli 37 (%92.5) olarak

saptanmistir.

Polonya’da; 169 alkol bagimlis1 olan kisilerden 8’i A1/Al, 58’i A1/A2 ve 103
kiside ise A2/A2 Alleleri bulunmustur (Jasiewicz ve ark., 2014).

Meksika’da toplamda dort grup itizerinde yapilan alkol bagimliliginin (zerinde
680 kiside DRD2 Taq Al ve Taq A2 Allelleri ile ilgili calisma yapilmigtir:

Birinci grup bagimlilarda toplamda 87 kisiden 37 kisi A1/A1, 43 kisi A1/A2 ve 7
kiside ise A2/A2 Allelleri; ikinci grupta 139 kisiden 51 kisi A1/Al, 78 kisi A1/A2 ve 10
kiside ise A2/A2 Allelleri; ti¢iincii grupta 158 kisiden 29 kisi A1/AL, 104 kisi A1/A2 ve
25 kiside ise A2/A2 Allelleri ve dordiincii grupta 296 kisiden 63 kisi A1/AL, 154 kisi
Al/A2 ve 79 kiside ise A2/A2 Allelleri tespit edilmistir. Kisilerde tespit edilen Taq Al
Allelinin alkol tiikketimi ile iligkilendirilmistir. (Panduro ve ark., 2017). Meksika’da
eskiden beri alkollii icki geleneginin var oldugu buna sebep olarak gosterilmistir

(Fournier ve Mondragon, 2012; Roman ve ark., 2013a).

Depresyon, sigara kullanimi, alkol kullanimi, marijuana kullanimi ve sex
bagimlilig1 gibi bir¢ok faktoriin etkili oldugu 361 geng yetiskinde DRD2 genotiplemesi

yapildiginda arasindaki iliskiye ek olarak birincil ilgi kaynaginin takim sporuna katilma
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ve fiziksel egzersizin yetersiz oldugu yoniinde analizler elde edilmistir. Takim sporu
yapmanin bu genglerde yapilan arastirmalarda sigara bagimliligi riski tasiyan
genotiplere sahip olabileceginin yani sira fiziksel egzersizin bu yapilara faydal etkiler
sunan bir mekanizma oldugu tespit edilmistir (Audrain ve ark., 2006; Kozlowski,1991;
Vandenbergh ve ark., 2002).

Fiziksel egzersizin ve fiziksel inaktivitenin fizyolojik ve biyolojik yollariin
altinda yatan bir¢ok farkli mekanizmasi bulunmaktadir ve bunlar saglik yoniinde veriler
elde etmemizle iliskilidir (Hamilton ve ark., 2007; Vilhena ve ark., 2012). Cogu
egzersiz epidemiyolojisi aragtirmasi, farkli egzersiz tiplerinin psikososyal ve gevresel
faktorleri ve fiziksel inaktivite fenotipleri ile karsilastirilan farkli model ve kuramlarin
onun varyasyonularinin karisikliklarini kavramak i¢in 6nerilmektedir (Dishman ve ark.,
1985). Bu yiuzden ¢alismamizda da gosterildigi gibi sporcularda DRD2’nin arastirilmasi
fiziksel aktivitenin diger bircok genetik ve cevresel faktor Gzerinde bilgi edinilmesinin
yolunu acacagini diistinmekteyiz. PH ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda
fiziksel egzersiz ve dopaminerjik aktivitenin 6nemi vardir. Asyalilar ve Avrupali
bireylerde PH’nin DRD2 polimorfizmiyle anlamli bir iligkisi oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle Asyalilarda %76 oraninda bir genotip heterojenite saptanmustir. (Dai ve ark.
,2014) Bu genotiplemenin farkli alleler iizerinde de yapilmasi PH’nin etimiyolojik
yetersizlige katki saglayacaktir. Giinlimiize kadar yapilan g¢alismalarda elde edilen
sonuclar A1/A2 Genotipine sahip bireylerin en fazla oldugunu gostermektedir. Bu gibi
caligmalarin genotipik sonuglar1 ile bizim ¢alismamizin sonuglarinin genotipik
Ozellikleri  benzerlik gostermektedir. Genotipleme igleminin dogru oldugunu

gostermektedir.

Bagimliligin  norofizyolojisi  hakkindaki — aragtirmalar istenilen diizeylere
gelmemistir. Bugiine kadar alkolizm, sigara gibi bagimlilik yapan maddeler ile
iliskilendirilse de elimizde net bilgiler bulunmamakta ve farkli popiilasyonlarda farkli
sonuglar elde edilmistir. Sigara ve alkol gibi ¢esitli kimyasal maddelerin viicutta
yarattig1 etki ile spor gibi aktivitelerin temelleri gerek molekuler gerek ise sistemik
acidan bilinmemektedir. Kimyasal maddelere bagimlilik ile fiziksel aktivitelere
bagimliligin temelinde ortak biyolojik etmenlerin oldugu tahmin edilmektedir
(Kulaksiz, 2017).
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma kohortumuzda DRD2 rs1800497 polimorfizmi agisindan AA genotipi
saptanmamistir, bu polimorfizmin sporcu bagimliligima etkisinin daha net
belirlenebilmesi icin yiiksek sayida birey ve farkli spor branslari tizerinde arastirilarak
desteklenmelidir.

Ayrica kisa ve uzun mesafe kosucular1 arasinda genotip ve allellerine bakildiginda
aralarinda anlaml farklilik yoktur sonucuna varilir.

DRD2 Taqg Al Alleli; DEHB, sigara, durtusellik ve cinsel bagimlilig: ile iliskili
olarak bulunmustur ve bundan sonra yapilacak ¢alismalarin diger bagimlilik tiirlerinde
ve psikiyatrik rahatsizliklarda siklastirilmasi faydali olacaktir.

Eger sonuglar zararli ya da bagimlilik yapict madde kullanan sporcularda DRD2
Tag Al Alleli’nin yiiksekligini gosterirse, gelecekte bu tur olgimler amator ve
profesyonel spor branglar1 i¢in sporcu tarama ve segcmek amacli da kullanilabilecek bir

yontem haline getirilebilir.
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