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Yiksek Lisans Tezi

TRIATLON SPORCULARINDA INTERLOKIN-6 GENININ 3> KODLAMA
YAPMAYAN BOLGESINDEKI SEKANS VARYANTLARININ
FREKANSLARININ VE BAGLANTI DENGESIZLIGI KALIPLARININ
ARASTIRILMASI
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Damisman: Dog. Dr. Dilek PIRIM

Spor genetigi calismalari son zamanlarda diinya ¢apinda artmistir ve yapilan
arastirmalar genetik faktorlerin atletik performansta dnemli oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
IL-6 (interlokin-6) geni de atletik performansa etki eden énemli genlerden biridir. I1L-6
geninin kodladig1 protein olan interlokin-6, kas hipertrofisi ve kas iyilesmesinin de dahil
oldugu sporla iliskili birgok molekiiler yolakla iliskilendirilmistir. IL-6 geninin sekans
varyantlarin ise atletik performans: etkiledigi farkli ¢aligmalarla gosterilmistir. Bu
calismada Tirkiye Triatlon Federasyonu’nun diizenledigi yariglara katilan triatlon
sporcularinda (n=50) ve genel popiilasyondan secilen sedanter bireylerde (n=50) IL-6
geninin mikroRNA’lar da dahil olmak {iizere gen regiilasyonunda ©Onemli olan
molekiillerin baglandigi 3° kodlama yapmayan bdlgesi (3°’UTR) (592 bp) sanger
sekanslama yontemi ile sekanslanmustir. Iki grupta gergeklestririlen sanger sekans
verileri analiz edilerek tespit edilen varyantlarin kapsamli fonksiyonel 6nemleri in silico
yontemlerle arastirllmistir. Calisma sonucunda sekanslanan gen bdlgesinde
0.005>MAF>0.002 olmak {izere toplam 4 adet sekans varyant (rs13306435,
1747302620, 152069849, 1s13306436) tespit edilmistir. Tespit edilen sekans
varyantlarinin biyoinformatik araclarla analizi gergeklestirilmis ve varyantlarin gen
reglilasyonunda 6nemli olabilecegi gézlemlenmekle beraber rs13306436 (MAF=0.016)
sadece triatlet grubunda tespit edilmistir. Aragtirmanin sonuglarina gore 1L-6 geninin
3’UTR varyantlarinin atletik performans acgisindan 6nemli diizenleyici bolgeler
olabilecegini igaret eden bulgular vardir. Calismamizin sonuglari daha fazla sporcu ile
ve farklt spor branslarinda dogrulanip spor genetigi alanindaki translasyonel
yaklasimlara 151k tutma potansiyelindedir.

Anahtar Kelimeler: Interlokin-6, IL-6, 3'UTR, DNA sekanslama, biyoinformatik,
triatlon, SNP, spor genetigi

2023, vii +58 sayfa.
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INVESTIGATION OF FREQUENCIES AND LINKAGE DISEQUILIBRIUM
BLOCKS OF SEQUENCE VARIANTS LOCATED IN THE 3> UNTRANSLATED
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Recently, research in sports genetics have increased worldwide in recent times and it
has been revealed that genetic factors are important in athletic performance. The IL-6
(Interleukin-6) gene is one of the important genes that affect athletic performance.
Interleukin-6, the protein encoded by the IL-6 gene, has been associated with many
sport-related molecular pathways, including muscle hypertrophy and muscle healing.
Sequence variants of the IL-6 gene have been shown to affect athletic performance in
various studies. In this study, the 3' non-coding region (3'UTR) (592 bp) of the IL-6
gene, which is important in gene regulation, including microRNA binding, was
resequenced in triathlon athletes (n=50) participating in the races organized by the
Turkish Triathlon Federation and sedentary individuals selected from the general
population (n=50) by sanger sequencing. Sequence variants detected by Sanger
sequence data analysis conducted in two groups were comprehensively investigated by
in silico methods to reveal their functional significance. As a result, a total of 4
sequence variants (rs13306435, rs747302620, rs2069849, rs13306436) with
0.005>MAF>0.002 were detected in the sequenced gene region. Multiple bioinformatic
tools were used to analyse which reveal their possible roles in gene regulation however
rs13306436 (MAF=0.016) was detected only in the triathlete group. Our results indicate
that the 3'UTR variants of the IL-6 gene may be important regulatory regions for
athletic performance. Validation of the results with more athletes and in different sports
branches has the potential to shed light on the translational approaches in the field of
sports genetics.

Key words: Interleukin-6, IL-6, 3'UTR, DNA sequencing, bioinformatics, triathlon,
SNP, sport genetics
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1. GIRIS

Son yillarda yapilan arastirmalar genetik faktorlerin, atletik fenotipte ve performansta
onemli oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Atletik performans gii¢, dayaniklilik ve psikoloji
gibi farkli etmenlerin birlesimi ile olusan bir Ozelliktir ve elit sporcu basarisi ile
iliskilidir. Ikizlerle yapilan ¢alismalarda atletik performansin genetik faktdrlerle %66
gibi bilylik bir oranla iliskili oldugu gozlemlenmistir (De Moor vd., 2007). Atletik
performansla iligkili genetik profillerin ortaya ¢ikartilmasi, kisisellestirilmis antrenman
programlar1 gelistirilmesi ve sporcu sagligina yonelik uygulamalar agisindan 6nem arz
etmektedir. Bunun yami sira, yapilan c¢aligmalarla genetik profile gore antrenman
yapilmasinin da sporcu sagligt ve performans gelisimi i¢in daha verimli oldugu
gosterilmistir (Ostrander vd., 2009). Bu nedenlerden dolayi, atletik performansla iliskili
genetik caligmalar artmis (Appel vd., 2021; Ulucan vd., 2014) ve son yillardaki
arastirmalar atletik fenotiple iliskili omik verilerin aydinlatilmasi adina yeni bir alan
olan sporomik (Bongiovanni vd., 2019) ¢alismalarina yogunlasilmistir. Bu arastirmalar
sporcu fenotipinde etkin rol oynayan genetik bilesenlerin aydinlatilmasi, erken yasta
spor bransmna yonlendirme, sporcu sagliginin degerlendirilmesi ve profesyonel
sporculara yonelik kisisel antrenman yaklagimlarinin uygulanabilirligi acisindan ¢ok

Onemlidir.

Bu tez calismasinda da Tirkiye Triatlon Federasyonun 2022 faaliyet yilindaki
yarislarda traitlon sporcularindan ve genel popiilasyondaki sedanter bireylerden
toplanan orneklerde kas onarimi, metabolizma ve bagisiklik gibi farkli molekiiler
yollarda pleiotropik etkiye sahip olan ve sporla iliskili oldugu ¢alismalarla desteklenmis
Interlokin-6 (IL-6) geninin, 3’ kodlama yapmayan bdlgesi (UTR) varyantlari
incelenmistir. Gittikce 6nemi daha da anlagilan genin kodlama yapmayan 3’UTR’in1
hedef alan biyoinformatik analizlerin de icerisinde bulundugu bu sporomik ¢alismasiyla
sporomik caligmalar i¢in yeni pilot bir ¢calisma 6rnegi olustururken gelecek sporomik

caligmalar i¢in de 6n veri elde edilmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Spor ve Genetik

Spor farkli tanimlar1 olmakla birlikte genellikle belirli kurallar gercevesinde, fiziksel ve
zihinsel performans ile birlikte estetigin de 6n plana ¢iktig1 toplu veya bireysel olarak
yapilmasiin yan sira barig, toplumsal beraberlik gibi sosyal 6zellikleri de barindirip
gelistiren ¢ok yonlii, ¢ok cesitli ve ¢ok boyutlu rekabetci yaris faaliyetleri olarak
tanimlanabilmektedir (Fisek, 1998:34; Fisek, 1998:35; Orkunoglu, 1985:5; Erkal,
1982:119).

Sporda gelisim i¢in ve elit bir yaris¢i seviyesine ulasmak i¢in en dnemli kavramlardan
biri ise atletik performanstir. Atletik performans gii¢, dayaniklilik ve psikoloji gibi farkli
etmenlerin birlesimi ile olusan bir 6zelliktir. Sporcularin antrenman ve yaris kapasitesini
arttirmak adma atletik performans {izerine bircok farkli bilim dali calismalar
gerceklestirmektedir. Ozellikle DNA’nin  (Deoksiribo niikleik asit) ve kalitim
mekanizmalarmin kesfi gibi genetik ¢alismalarin gelismesinin ardindan genetigin insan
fizyolojisi i¢in 6nemi daha ¢ok anlasilmis ve bu bilgiler 1s18inda atletik performans ile
gen arasindaki iligkiyi inceleyen ve bu genlerin molekiiler mekanizmalarini arastiran
spor genetigi alani gittikge 6nem kazanmistir (Kaman vd., 2017). Spor genetiginde
tizerinde durulan atletik performans kavrami, genetik ile biiyiik oranda iliskilidir.
Ornegin ikizlerle yapilan ¢aligmalarda atletik performansin genetik faktorlerle %66
oraninda iligkili oldugu gozlemlenmistir (De Moor vd., 2007). Ayrica, genetik profile
gore antrenman yapilmasimin sporcu sagligi ve atletik performans gelisimi i¢in daha
verimli oldugu gosterilmistir (Ostrander vd., 2009). Bu nedenlerden dolay1 yapilan
bircok c¢alisma ile atletik performans ve genetik arasindaki iliski incelenmis ve
incelenmeye devam edilmektedir (Ding ve Gokmen, 2019; Kasap ve Tutkun, 2020;
llgun vd., 2020). Interlokin-6, anjiotensin I doniistiiriicii enzim, Alfa Aktinin 3, Nitrik
oksit Sentaz 3 gibi genlerinin de i¢inde bulundugu yaklagik 250 gen bolgesi atletik
performans ile iligkili bulunmustur (Ulucan vd., 2015). Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2 de
spor i¢in onem arz eden genlerin bir listesi verilmistir (Malsagova vd. 2021). Spor
genetigi caligmalari 2015 yilinda “Athlome Project Consortium” tarafindan ortak bir
ilerleme ile yonlendirilmeye karar verilmis ve 2019 yilina kadar aktif bir calisma

izlenilmistir (Pitsiladis vd., 2016). Atletik performans ve genetik hakkinda halen birgok



calisma devam etmektedir. Son yillarda ise Atletik performans ve spor genetigi daha
kapsamli galigmalar ile omik verilerin i¢ ige gegtigi bir ¢alisma alani olarak sporomik
tizerinden ilerlemeye devam etmektedir (Bongiovanni vd., 2019; Sellami vd., 2022).
Sporomik veya atlomik olarak adlandirilan bu alan, atletik performans ile iliskili tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) dahil olmak {izere genetik datalar1 analiz edip yetenek
taramasi, yaralanma riski gibi Ozellikleri inceleyen spor genomigi, epigenetik
degisiklikleri inceleyen spor epigenomigi, egzersizle iliskili degisiklik goOsteren
proteinleri inceleyen spor proteomigi gibi farkli siiper uzmanlik alanlarinin olusturdugu
bir alan olarak biiyiik ve heterojen olan veri zenginligini agiklamak, incelemek ve
stratejiler gelistirmek i¢in 6nem arz etmektedir (Sellami vd., 2022). Farkli etkileri
arastirmak adina su ana kadar birkac¢ basarili sporomik ¢alismasi gerceklestirilmistir
(Coelho vd., 2016; Marttinen vd., 2020; Monnerat vd., 2020). Tiim bu gelismeler ile
birlikte, spor genetigi alan1 biiylik bir hizla gelismeye ve oncii bir bilim alan1 olmaya

devam etmektedir.

Cizelge 2.1. Sporla iliskili 6rnek gen varyasyonlari

GEN iliskili Varyasyon ISLEVi iLiSKIiLi EGZERSIZ TiPi

Kan basincinin diizenlenmesi, kalp fonksiyonu, vaskiiler diiz kas .
AGT rs699 ) X Kuvvet Egzersizleri
biiytimesi, noromiiskiiler sistemler

ACE rs4340 Kan basinci ve elekrolit dengesinin diizenlenmesi Kuvvet Egzersizleri

Yapisal ve metabolik degisiklikler yoluyla egzersiz sirasinda iskelet
ACTN3 rs1815739 Hiz ve Kuvvet Egzersizleri
kasinin kasilmasi

PPARA rs4253778 Yag asidi metabolizmasi Dayaniklik Egzersizleri
PPARGC1A rs8192678 Mitokondriyal biyogenez Dayaniklik Egzersizleri
VEGFA rs2010963 Iskelet gelisimi, vaskiiler endotelyal bityiime faktoriiniin diizenlenmesi Aerobik Egzersiz
VDR rs2228570 Kalsiyum homeostazi Kuvvet Egzersizleri
Vaskiiler gecirgenlik, hipotansiyon, diiz kas kasilmasi ve glukoz L
BDKRB2 rs5810761 Dayaniklik Egzersizleri
homeostazi
NFE2L2 rs12594956 Mitokondriyal biyogenez Aerobik Egzersiz
MSTN rs1805086 Miyoblast hiicre gogalmasi Kuvvet Egzersizleri
FTO rs9939609 Enerji degisimi Agursiklet Sporlar
AMPD1 rs17602729 ADP'den ATP olusumunun diizenlenmesi Kuvvet Egzersizleri
Miyokardin restorasyonu ve rejenerasyonu, glukoz metabolizmas, Aerobik Egzersiz, Kuvvet
NOS3 rs2070744 o
ATP sentezi ve iskelet kaslari tarafindan oksijen tiiketimi Egzersizleri




Cizelge 2.2. Sporla iliskili 6rnek gen varyasyonlar1 ve iligkili fenotipler

GEN iliskili Varyasyon ISLEVI ILISKILi FENOTIP

Tendonlarin zayiflig1, travma ve

TNC 1s2104772 Inflamatuar siirelerin diizenlenmesi . .
tendinopatiler

Mikro hasarlarin
IGF2 rs680 restorasyonu/yenilenmesi Erkeklerde kas hasart

Tendonlarin ve baglarin yapisal ve Temassiz 6n capraz bag kopma riski,

MMP3 rs679620, rs650108 biyolojik biitiinligiini modiile ederek . . > b
o . asil tendinopati riski
hiicre dis1 matris homeostazi
TRHR 157832552 Tiroid uyarict _hormonun kana Kas dokusun_un bﬁyﬁmesi ve
ekzositozunu gelismesi
Enflamasyon sirasinda salgilanan e .
IL-6 rs1800795 hiicreler arast etkilesimlerin Uyarlanabilir egitim yanitlar, kas lifi
N ; kurtarma
diizenlenmesi
ADRB2 rs1042713, rs1042714 Katekolamin resePtorlerl, enerji Diyete ve fiziksel aktiviteye bireysel
harcamasinin diizenlenmesi yanit.
COL1A1 rs1107946 Kemik matrisinin ana organik bilesini Yaralanma korumas ve kurtarma
Tendonlarin ve diger bag dokularin
COL5A1 rs12722, rs3196378 yapisal bileseni, tendinopatinin Tendinopati etiyopatogenezi

etiyopatogenezi

Kemik dokusunun, eklemlerin ve
GDF5 rs143383 Eklem olusumuna katilim kikirdagin restorasyonu, eklemlerin
osteoartriti riski

2.1.1. Triatlon sporu ve genetik

Triatlon brangi ilk defa 2000 Sydney Olimpiyat Oyunlarinda olimpik sporlar arasina
dahil edilmistir. Triatlon; Yiizme, bisiklet ve kosu branslarinin birlikte gergeklestirildigi
dayaniklilik temelli bir spordur. Triatlon bransi yiiksek dayaniklilik diizeyinde bir
atletik performans gerektirdigi i¢cin bircok spor genetigi ¢alismasinda temel alinan

branglardan biri olmustur.

Tirkiye’de ironman triatlon sporculari ile ornek bir genetik c¢alisma yapilmis bu
calismada Interlokin-6 (rs1800795), Hipoksi-indiiklenebilir faktor 1 alfa (rs11549465),
Monokarboksilat tasiyict 1 (rs1049434), Peroxisome proliferator-activated receptor
alpha (rs4253778) genotiplerinin dagilimlari belirlenmistir ve triatlon sporu ile iliskili

genler oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir (Akkog vd., 2020).

Yapilan diger triatlon genotipleme ¢alismalarinda genellikle ironman triatlon sporculari
tizerine odaklanilmistir. Uluslararas1 diizeyde katilim gosterilen ve triatlon bransinda
yiiksek seviye antrenman ve tecriibe gerektiren Kona ironman triatlonu ve Giiney Afrika
ironman triatlonu yariglarinda farkli aragtirma ekipleri tarafindan sporculardan 6rnekler
toplanilarak caligmalar gerceklestirilmistir. Hawai (Kona) ironman triatlon yarigmasina

katilan sporcular iizerine gergeklestirilen caligmalarda Harvey ve arkadaslart 115



ironman triatlon sporcusunu genotiplemis ve ¢aligmada 6 farkli gen bolgesi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Harvey vd., 2020). Grealy ve arkadaglarinin yaptigi
caligmada ise kona triatlon sampiyonasina katilan 196 elit ironman triatlon sporcusu
genotiplenmis ve ¢alismada Gerly ve arkadaslar1 Alfa-aktinin-3 (R577X) varyantinin
sikliginin dayaniklilikla iligkili oldugunu desteklemis ancak varyantin yarisi bitirme
stiresi ile iliskili olmadigmi vurgulamistir (Grealy vd., 2013). Yine, Grealy ve
arkadaslarinin ayn1 6rnek grubu ile yaptig1 bir baska ¢alismada ise dayaniklilikla iliskili
7 farkli polimorfizm bdlgesi genotiplenerek, yaris bitirme siiresi gibi parametreler ile
iligkisi incelenmis ve daha karmasik genetik modellerin gerekliligi bildirilmistir (Grealy
vd., 2015). Ironman triatlon yarislari i¢in baska bir uluslararasi organizasyon olan
Giliney Afrikaironman triatlon yarismasinda da bir¢ok calisma grubu spor genetigi
lizerine arastirma gergeklestirmistir. Saunders ve arkadaslar1 Giiney Afrika
ironmantriatlon yarigsmasina katilan 443 triatletle yaptiklart ¢aligmada Nitrik oksit
sentaz 3 ve Bradykinin reseptorii B2 genlerini gergek performans ile iliskilendirmistir
(Saunders vd., 2006). Yine ayni ¢alisma ekibinin yaptig1 bir arastirmada Anjiyotensin
dontistiirticii enzim (I/D) polimorfizminin Giiney Afrikaironman triatlonunda yarigan

sporcularda performans ile iligkili oldugu géstermistir (Collins vd., 2004).

Giiney Afrika ironman triatlon yarisina katilan sporcular ile yapilan baska bir ¢aligmada
da Arginin vazopressin reseptorii 2 geni SNP haplotip yapilarinin ironman triatlonda
serum sodyum konsantrasyonlar1 ve/veya viicut agirhigindaki degisiklikle iliskili oldugu
gosterilmistir (De Milander vd., 2012). Giiney Afrika ironman triatlon yarigina katilan
sporcularla yapilan bir caligmada da Walpole ve arkadaslar1 Biiyiime hormonu 1 geni ile
rektal sicaklik ve yaris performansi iligkisine incelemistir. Bu g¢alismada Biiyiime
hormonu 1 (A/T) polimorfizmi yaris performansi ile iliskilendirilemese de rektal
sicaklik ve biiylime hormonu seviyesi agisindan triatletlerde iliskili bulunmustur
(Walpole vd., 2006). Giiney Afrika ironman triatlon yarigina katilan sporcularla yapilan
baska bir ¢aligmada ise Uncoupling protein 3 geni polimorfizmi incelenmis ancak
atletik performans ve yaris siiresi ile iliskili olmadig1 gosterilmistir (Hudson vd., 2004).
Saunders ve arkadaslarinin yaptigi bir arastirmada yine Giiney Afrika ironman triatlon
yariginda alinan drneklerde Aquaporin 1 gen varyanti incelenmis ve yapilan calismada

polimorfizmin yaris¢ilarin kosu performansi ile iliskili oldugu gosterilirken, triatletler



arasinda alel siklig1 olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (Saunders vd., 2015).
Gliney Afrika ironmantriatlonu yarisinda toplanilan orneklerle yapilan bir bagka
calismada da Kollajen tip 6 alfa 1 zincirigenin triatlon performansi ile iliskili oldugu
Ozellikle kosu ve yiizme branglarinin bitirilme siireleri ile iligkili oldugu

gozlemlenmistir (O’Connell vd., 2011).

Sili’li triatletler iizerine yapilan ilgi ¢ekici bir calismada ise kaygi ile ilgili
polimorfizmler genotiplenmis ve 5 polimorfizmin atletik performans ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Sanhueza vd., 2016). Ayrica, bazi baska calismalarda da triatlon
sporculariin transkirptomuna bakilarak egzersizle iligkili gen ifade degisiklikleri
degerlendirilmistir (Bacsi vd., 2022; Swiatowy vd., 2023). Triatlon brans1 dayaniklilik
ozelligi acisindan giizel bir 6rnek grubu teskil etse de igerisinde bulundurdugu c¢oklu
branglar nedeniyle daha karmasik bir genetik iligkisi barindirmaktadir. Bu yiizden
triatletler iizerine c¢alismalar sporomik verilerle birlikte daha kapsamli bir sekilde
ilerlemeye devam etmektedir.

2.2. IL-6 Geni

IL-6 (NCBI# 3569) geni 1986 yilinda Hirano ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir
(Hirano vd., 1986). IL-6 geninin sitogenetik lokasyonu 7p15.2, genomik lokasyonu ise
7:22727200-22731998’dir (GRCh38.p14). IL-6 geninin alternatif kesim ile birlikte
degisebilen 5 veya 4 ekzonu bulunurken 63 bazlik 5’UTR bolgesine ve 425 bazlik
3’UTR bolgesine sahiptir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). IL-6 ayrica, literatiirde IFNB2, BSF2,
HGF, HSF, B-Cell Stimulatory Factor 2 gibi isimlerle de bulunmaktadir.

Bu gen viicutta bagisiklik, metabolizma ve doku rejenerasyonu gibi ¢esitli biyolojik
yolaklarda pleiotropik etki gosteren IL-6sitokinini kodlamaktadir. Bu sitokin akut faz
yaralanma siirecinde dogustan gelen bagisilik sistemi {lizerinden rol oynarken ayni
zamanda B hiicrelerinin olgunlagsmasini sagladigi i¢in adaptif immiin yanitta da 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ayrica, diabetes mellitus ve sistemik jiivenil romatoid artrit gibi
farkli inflamasyonla iliskili hastalilk durumlart IL-6 geninin isleyisi ile
iligkilendirilmigtir. Bunun yani sira, IL-6 geninin asir1 ekspresyonu basta otoimmiin
hastaliklar1 olmak iizere plazmasitoma/multip] miyelom ve Castleman hastalig1 gibi

hastaliklarla da iliskili oldugu gosterilmistir (Kishimoto, 2006).



IL-6 (MIM#147620), Romatoid artrit sistemik jivenil (RASH) (MIM# 604302) ile
OMIM (insanlarda Mendel Kalitim1 Online) veri tabaninda iliskili bulunmustur.

[ 22650564 [ 22774017
LOC11 61 55036 IL6-AEL NTCYEP42 RPS26P32
LOC11 6183067 LG

Sekil 2.1. Interlokin-6 geninin kromozom (Chr7:NC_000007.14) iizerinde gosterimi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3569)

RTINS b B 1——1 W P ot

Sekil 2.2. Interlokin-6 geni ekzon ve UTR gériiniimii. Koyu yesil kutucuklar kodlanan
ekzonu belirtirken agik renkli kutucuklar UTR kisimlarim1 gostermektedir. Ayrica, diiz
cizgiler de intron bolgelerini sembolize etmektedir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3569)

Ayrica, genlerin 3'UTR’lar1 gen ekspresyonunun diizenlenmesinde, Mesajct RNA
(mRNA) stabilitesinde ve protein fonksiyonunun regiilasyonunda 6nemli rol oynayan
diziler igerirler (Matoulkova vd., 2012). 3’UTR bolgelerinde bulunan SNP'ler,
poliadenilasyon ve diizenleyici protein-mRNA ve mikro RNA-mesajct RNA (miRNA-
mRNA) etkilesimleri tizerindeki etkiler yoluyla mRNA stabilitesine ve translasyonuna
etki eder (Gong vd., 2012). 3°UTR bolgesi mRNA’larin stabilizasyonu, lokalizasyonu
ve translasyonu i¢in 6nemli bir boélgedir (Mayr vd., 2019; Matoulkova vd., 2012).
Ayrica,  protein-protein  etkilesimlerinin  gergeklestigi  diizenleyici  protein
komplekslerinin  baglandigi  sekanslart  igerirler. Birgok  post-transkripsiyonel
modifikasyonlar bu bolge aracilig ile gerceklesmekte ve bu bolgedeki varyasyonlar
yiiziinden gen baskilanma veya daha aktif olma O6zelligine sahip olabilmektedir. Ek
olarak, bir post-transkipsiyonel diizenleyici aract olan miRNA’lar da 3’UTR’lar1 hedef
alarak genlerin ifade olmasim baskilayabilir. Ozellikle son giinlerde arastirmalarla
Oonemi daha c¢ok goriilmeye baslanan mirSNP’ler (mikroRNA ile iligkili tek niikleotid
polimorfizmleri) bir gene miRNA baglanma etkisi kazandirabilir veya tam tersi bir

baglanma bolgesi kaybettirebilir (Gong vd., 2012). Son yillarda miRNA’larin egzersiz
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ile iliskili ekspresyon degisikligini gosteren ¢aligmalarda da artis gozlenmistir (Massart

vd., 2021; Zhou vd., 2020; Li vd., 2018; De Gonzalo-Calvo vd., 2015).

Literatiir incelendiginde atletik performansla iligkili olabilecek farkli genlerin 3’UTR
bolgesinde bilinen SNP’lerin atletlerde taramalar1 yapilarak fenotip genotip iligkilerine
dair smirh sayida arastirmaya rastlanmistir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak Heffernan ve
arkadaslarinin ¢aligsmasi verilebilir. Rugby Gene Project projesi kapsaminda yapilan bu
calismada Kollajen tip 5 alfa 1 zinciri (COL5A1) genin 3’UTR’inda bulunan rs12722-C
ve rs3196378-C SNP’lerinin kombine etkisinin Elit Rugby sporcularinda performans ve
yumusak doku hasarina direng ile iliskili oldugu gozlenmistir (Heffernan vd., 2017).
COL5A1 geninin atletik performans ile etkisinin arastirildigi farkli ¢alismalarda da bu
genin 3’UTR’inda bulunan varyantlarin COL5A1 mRNA stabilitesini degistirerek
egzersiz ile ilgili fenotipler ve asil tendinopatisi ile iliskiler saptanmistir (O’Connell vd.,
2014). Benzer bir sekilde Aquaporin 1 geninin 3’UTR’inda bulunan rs1049305 varyanti
da maroton kosucularinda ve triatletlerde kosu performansi ile iliskilendirilmistir
(Rivera vd., 2020). Atletik performans ile iligkili 3’UTR varyantina sahip bir bagka gen
ise kardiyovaskiiler tepkilerle iliskili Adrenoceptor Alpha 2A genidir. Bu gende
bulunan indel polimorfizminin dayaniklilik sporcularinda daha fazla frekansta
gozlendigi saptanmistir (Wolfarth vd., 2000). Ayrica, Angiotensin 1l Receptor Type 2ve
Thyroid Stimulating Hormone Receptor gibi atletik performansta 6nemli olan reseptor
proteinlerini kodlayan genlerin de 3°’UTR’larinda atletik performansla iliskili sekans
varyantlari tespit edilmistir (Mustafina vd., 2014; Ahmetov vd., 2015). Ironman triatlon
sporcularinda 3°’UTR varyantlarinin atletik performans ile iligkilerinin kapsaml literatiir
arastirmasinda Kreatin kinaz izoenzim MM geninin 3°’UTR varyantinin (rs8111989)
maksimum oksijen tiiketimi oram1 (VO2max) performansin1 olumlu etkileyerek

dayaniklilik sporcularina fayda sagladigi gézlemlenmistir (Grealy vd., 2015).

Bu sebeple, bu tez calismasinda da iizerinde durulan IL-6 geni 3’UTR sekansi Sekil

2.3’te verilmistir.



NMCEBI Reference Sequence: NC_000007.14
GenBank  Graphics

*NC_2eeaa7 . 14:22731486-22731998 Homo sapiens chromosome 7, GRCh32.pl4 Primary Assembly
GrAMAGAATCTAGATGCAATAACCACCCCTRACCCAACCACAAATECCAGCCTGCTGACGAAGCTGCAGS

CACAGAACCAGT GECTECAGGACAT GACAACTCATCTCATTCTGCGCAGCT T TAAGGAGTTCLTGCAGTC
CAGLCTOAGGGCTCTTCGGCAAATGTAGCATGGGCACCTCAGATTGTTGTTGTTAATGGGCATTCCTTCT
TCTGEETCAGAAACCTETCCACT GGG CACAGAACTTATGTTEGTTCTCTATGGAGAACTAAAAGTATGAGCG

TTAGGACACTAT T TTAATTATTTTTAATTTATTAATATTTAAATATGTGAAGCTGAGTTAATTTATGTAL

GTCATATTTATAT T T T TAAGAAGTACCACTTGAAACATTTTATGTATTAGT TTTGAAATAATAATGGAAL

GTGGCTATGCAGT TTEAATATCCTTTGT TTCAGAGCCAGATCATTTCTTGEAAAGTATAGGCTTACCTCA

AATARATGGC TAACT TATACATATT TTTAAAGAAATATTTATATTGTATTTATATAATGTATAAATGGTT
TTTATACCAATAAATGGCATTTTAAAAAATTCA

Sekil 2.3. Interlékin-6 geninin 3’UTR referans sekans dizisi (Chr7:NC_000007.14)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/568815591?from=22731406&t0=22731998&re
port=fasta)

Bu tez calismasi kapsaminda cogaltilan gen bdlgesinde daha farkli popiilasyonlarda

tespit edilmis sekans varyantlar1 ve 6zellikleri Cizelge 2.3’te sunulmustur.

Cizelge 2.3. Calisma kapsaminda PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ¢ogaltilmis
gen bolgesindeki toplumsal veri tabanlarinda tespit edilen varyantlar

Kromozomal Avrupa
RS ID Lokasvon Minor Alel Popiilasyonu MAF Varyasyonun Sinifi
Y Frekansi
1s2069849 7:22731537 T 0.0219 0.070 Yanlig anlamli varyant
1s2069861 7:22732035 T 0.0706 0.022 Intergenik Varyant
rs13306435 7:22731420 A 0.0169 0.020 Yanlig anlamli varyant
rs13306436 7:22731677 A 0 0.005 3' UTR varyant
rs2069850 7:22731610 T 0.0136 0.004 3' UTR varyant
152069860 7:22731419 T 0.005 0.003 Yanlis anlamli varyant
rs199606490 7:22731767 G 0 0.001 3'UTR varyant
1s531722398 7:22732018 A 0 < 0.001 Genler arasi varyant
rs2069851 7:22731685 A 0 < 0.001 3' UTR varyant
1199619831 7:22731618 C 0 < 0.001 3' UTR varyant
rs183160679 7:22731953 C 0 < 0.001 3' UTR varyant
1s568984181 7:22732004 C 0 < 0.001 Genler arasi varyant
1s529245167 7:22731949 G 0 < 0.001 3' UTR varyant
rs55773150 7:22731785 G 0.002 < 0.001 3' UTR varyant
rs541464782 7:22731432 T 0 <0.001 Es anlamli varyant

2.3. IL-6 Geni Varyantlari
2.3.1. IL-6 geni varyantlarinin simflandirilmasi

IL-6 geni Tek Niikleotid Polimorfizmi Veri Tabani’nda (dbSNP) 3215 dizi varyantina

sahiptir https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view (Erisim Tarihi 19.11.2022). Bu

varyantlardan 60 tanesi ClinVar’da tamimlanirken 47 varyant patojenik olarak
raporlanmistir. Varyantlar 1000 Genom Projesi’ndeki Mindr Alel Frekansi’na (MAF)

gore siniflandirildiginda 2981 tane smiflandirilmamis varyant, 177 tane nadir varyant,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view

28 tane yaygin olmayan varyant, 29 tane yaygin varyanta sahiptir. Varyantlardan 150
tanesi hakkinda yaymlanmis ¢alisma  bulunmaktadir. Gen  varyantlarinin

siniflandirilmasi Sekil 2.5’te ve Sekil 2.6’da verilmistir.

Yanhs
anlamh varyantlar

(275)

Ozellesmemis

Anlamsiz Varyantlar
(187)

(Durma Kazanmig)
u

2KB Upstream Varyant
(992)

500 Baz Downstream
Varyant 1
(551) A L

IL-6
| (3215 varyant) |

~

Gergeve Kaymasi
Varyantlan
(16)

A

3'UTR Varyant
(564]“’ Es Anlamh Varyantlar

(133)

5'UTR Varyant f .
Intronik Varyantar
139) (1626)

Splice Dondr Varyant

Transkript Kodlamayan
Varyantlar

Splice Akseptor Varyant
15) (506)

Sekil 2.4. Molekiiler etkiye gore IL-6 geni dizi varyantlarinin siniflandirilmasi
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Tandem Duplikasyon
(10)
Sekans alteration
1

Tek Niikleotid Degisim
Varyantlan Kopya Sayisi Varyantlan
(2629) (95)
Delesyon
(82)

Kompleks Substitution
(2)
Mobil Element insersiyon
(6)
Trans Lokasyon i .
nversiyon
2) (6)

Sekil 2.5.Varyant tiirline gore IL-6 geni varyantlarinin siniflandirilmasi

|nsersiyon
(59)

Kisa tandem Tekrar
Varyasyonlan
(2)

Ayrica, IL-6 geni 3’UTR varyantlarina bakildiginda 564 adet varyant oldugu
gozlemlenmektedir. Bu varyantlardan 4 tanesi yaygin varyant, 2 tanesi yaygin olmayan
varyant, 35 tanesi nadir varyant ve 523 tanesi ise simiflandirilmamis varyanttir. 7

varyant hakkinda ise yaym bulunmaktadir (Sekil 2.6).

Tek Niikleotid Varyanti
(525)

3'UTR Varyantlari
(564)

Delesyon

()

Sekil 2.6. Varyant tiiriine gore IL-6 geni 3’UTR Varyantlar
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2.3.2. IL-6 geni varyantlarinin fenotiple iliskileri

IL-6 geni varyantlarinin fenotipik etkilerini gdstermek adina halka erisimi agik olan
DisGeNET (A database of gene-disease associations, Gen-Hastalik iligkileri veritabani)

platformu kullamilmustir (http://disgenet.org/home/). DisGeNET hayvan modelleri,

bilimsel yaymlar, Genom Wide Association Study (Genom Boyu iliskilendirme
Calismalar1) ¢alismalar1 gibi birgok kaynak ile entegre verileri alarak varyant-hastalik
iliskisi, Gen-hastalik iliskisi olmak {izere fenotip-genotip iligkilerini aciklamak adina
6l¢tim araglar1 saglar (Pifiero vd., 2021; Pinero vd., 2019; Pifiero vd., 2016; Pifiero vd.,
2015). DisGeNET platformu 2021 yilinda giincellenmistir ve 17.000’den fazla genin
hastaliklarla iliskisini igeren veri tabani sunar. DisGeNET ilsikileri degerlendirmek i¢in
Gen Hastalik iliskisi Skorunu (GDA Score) metrigini kullanir ve bu metrik bir hastalik
ile bir genin iliskisinin giliciinii yansitir. GDA skoru, hastalik ve gen arasindaki iligkiyi
destekleyen kaynak sayisi, kalitesi, hastalik prevalansi gibi faktorlere dayanarak
hesaplanir. GDA skoru 0 ile 1 arasinda hesaplanir. 0 herhangi bir iliski olmadigin
gosterirken skorun 1 olmasi ise hastalik ve gen arasinda giiglii bir baglanti oldugunu
gosterir. DisGeNET’te IL-6 geni varyantlariin fenotip ile iligkisine bakildigi zaman
toplam 16 dizi varyantinin toplam 96 fenotiple iliskili oldugu gosterilmistir (Cizelge
2.4).

Cizelge 2.4. IL-6 gen varyantlarinin iligkili oldugu hastaliklar

Kromozomal Gen P,
RS ID Lokasyon Blgesi Allel iskili Hastahik
1$2069832 29727814 Intron1 | A/GT Malignant neoplasm of breast, Systemlc Inflammatory Response
Syndrome, Breast Carcinoma, Asthma
151474348 99728289 Intron 1 c/G Eosinophil count procedure, Cervix carcinoma, Malignant tumor of

cervix, cervical cancer
Leukomalacia, Tuberculosis, Chronic Periodontitis, Primary
malignant neoplasm, Secondary malignant neoplasm of colon
and/or rectum, Tuberculosis, Papillary thyroid carcinoma,
rs2069837 22728408 Intron1 | A/C;G Malignant Neoplasms, Pulmonary, Periventricular, Neoplasms,
Cerebral Palsy, Malignant tumor of cervix, Diabetic Nephropathy,
cervical cancer, Cervix carcinoma, Takayasu Arteritis,
Hypertensive disease, Longevity, Spastic Quadriplegia

rs1474347 22728505 Intron 1 CIA Rheumatoid Arthritis
Malignant neoplasm of endometrium, Endometrial Carcinoma,
rs1524107 22728600 Intron 1 CIT Trichohepatoenteric Syndrome, Lumbar disc disease, Diabetes

Mellitus, Non-Insulin-Dependent, Kidney Diseases
Cerebral Palsy, Endometrial Carcinoma, Coronary Artery Disease,
rs2066992 22728630 Intron 1 GIT Malignant neoplasm of endometrium, Adenocarcinoma of lung

(disorder), Papillary thyroid carcinoma
Urinary tract infection, Recurrent urinary tract infection, Crohn
Disease

rs77790630

2 22728782 Exon2 | AIGT
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Cizelge 2.4. IL-6 gen varyantlarinin iligkili oldugu hastaliklar (devam)

RS ID Kromozomal Gen - Allel iliskili Hastahk
Lokasyon Bolgesi
Infantile nystagmus syndrome, Nephrotic Syndrome, Minimal
Change, Malignant Head and Neck Neoplasm, Primary malignant
neoplasm of lung, Coronary Arteriosclerosis, Helicobacter pylori
rs74712600 . (H. pylori) infection in conditions classified elsewhere and of
3 22728790 Exon2 | AGT unspecified site, Head and Neck Carcinoma, Osteosarcoma of bone,
Childhood Osteosarcoma, Obesity, Septicemia, Osteosarcoma,
Infection in children, Severe Sepsis, Carcinoma of lung, Sepsis,
Idiopathic Nephrotic Syndrome, Malignant neoplasm of lung
Lumbar disc disease, Malignant neoplasm of lung,
Adenocarcinoma of lung (disorder), Cervix carcinoma, Systemic
152069840 29728953 Intron 2 c/G Scleroderma, Cardl_ovascular Diseases, _Prlmary_ malignant
neoplasm of lung, Malignant tumor of cervix, Carcinoma of lung,
Coronary heart disease, Pain, cervical cancer, Diabetic
Nephropathy
rs1554606 22729088 Intron2 | T/A;G Osteoporosis,Obesity
Exon 3
rs2069843 22730375 kodlanm G/IA Glossitis, Benign Migratory
ayan
Exon 3 Malignant tumor of cervix, Abnormal behavior, Cervix carcinoma,
rs2069845 22730530 kodlanm G/IA Malignant neoplasm of prostate, Benign Prostatic Hyperplasia,
ayan Prostate carcinoma, Mental disorders, cervical cancer
Exon 4
r5369§ 5311 22731416 kodlana T/IC Metabolic Syndrome X
n
Exon 4
rs13306435 22731420 kodlana | T/A,C Colorectal Carcinoma
n
Exon 4
rs2069849 22731537 kodlana | C/G;T Obesity, Osteoporosis, Selective immunoglobulin A deficiency
n
, Serum HDL cholesterol measurement, Serum total cholesterol
rs13306436 22131677 3UTR GIA measurement, High density lipoprotein measurement

Bununla birlikte, DisGeNET’te IL-6 geni ile iliskilerine bakildigi zaman 72 hastaligin
yiiksek oranda IL-6 ile iliskili oldugu gosterilmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. IL-6 geni ve iligkili hastaliklar

Gen Fenotip Disease_id
IL6 Fever C0015967
IL6 Asthma C0004096
IL6 Cachexia C0006625
IL6 Mental Depression C0011570
IL6 Depressive disorder C0011581
IL6 Heart failure €0018801
IL6 Congestive heart failure 0018802
IL6 Obesity C0028754
IL6 Unipolar Depression C0041696
IL6 Hyperalgesia C0020429
IL6 Inflammation C0021368
IL6 Diabetes Mellitus, Experimental C0011853
IL6 Hyperglycemia C0020456
IL6 Reperfusion Injury C0035126
IL6 Shock, Hemorrhagic C0036982
IL6 Infarction, Middle Cerebral Artery C0740392
IL6 Alzheimer's Disease C0002395
IL6 Rheumatoid Arthritis C0003873
IL6 Atherosclerosis C0004153
IL6 Autoimmune Diseases C0004364
IL6 Bipolar Disorder C0005586
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Cizelge 2.5. IL-6 geni ve iliskili hastaliklar (devam)

Gen Fenotip Disease_id
L6 Malignant neoplasm of breast C0006142
1L6 Renal Cell Carcinoma C0007134
L6 Squamous cell carcinoma C0007137
1L6 Colitis 0009319
1L6 Crohn Disease C0010346
1L6 Delirium 0011206
IL6 Dermatitis, Atopic C0011615
IL6 Diabetes Mellitus, Insulin-Dependent C0011854
1L6 Edema 0013604
L6 Angiolymphoid hyperplasia C0017531
L6 Hypertensive disease C0020538
L6 Inflammatory Bowel Diseases C0021390
IL6 Kidney Failure, Acute C0022660
1L6 Kidney Failure, Chronic C0022661
1L6 Chronic Lymphocytic Leukemia C0023434
1L6 Liver Cirrhosis C0023890
1L6 Chronic Obstructive Airway Disease C0024117
1L6 Lung Neoplasms C0024121
L6 Lupus Erythematosus, Systemic C0024141
L6 Malignant neoplasm of stomach C0024623
L6 Multiple Myeloma C0026764
L6 Myocardial Infarction C0027051
L6 Neoplasm Metastasis C0027627
1L6 Osteoporosis 0029456
1L6 Parkinson Disease C0030567
1L6 Pneumonia C0032285
1L6 Prostatic Neoplasms C0033578
1L6 Psoriasis C0033860
L6 Pulmonary Fibrosis C0034069
1L6 Kaposi Sarcoma C0036220
L6 Schizophrenia C0036341
1L6 Seizures C0036572
1L6 Cerebrovascular accident 0038454
1L6 Cholangiocarcinoma C0206698
1L6 Fibrosis, Liver C0239946
1L6 Malignant neoplasm of lung C0242379
1L6 Conventional (Clear Cell) Renal Cell Carcinoma C0279702
1L6 Malignant neoplasm of prostate C0376358
1L6 Acute Coronary Syndrome C0948089
1L6 Malignant neoplasm of ovary C1140680
1L6 Major Depressive Disorder C1269683
1L6 Systemic onset juvenile chronic arthritis C1384600
1L6 Mammary Neoplasms C1458155
1L6 Liver carcinoma C2239176
1L6 Mechanical Allodynia C2936719
1L6 Pneumonitis C3714636
1L6 Breast Carcinoma C0678222
1L6 Middle Cerebral Artery Occlusion C0740391
1L6 Arteriovenous Malformations, Cerebral C0917804
1L6 ovarian neoplasm C0919267
L6 Metabolic Syndrome X C0524620

2.4. IL-6 Proteini

Interlokin-6 proteini insanda 7p15.3 kromozom bélgesinde bulunan 5 ekzondan olusan,
IL-6 geni tarafindan kodlanan ve 212 amino asitten olusup 28 amino asitlik bir sinyal

sekans1 ve 184 amino asitlik olgun segment kismi igeren multifonksiyonel sitokinlerden
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biridir (Kaynar vd., 2020; Zilberstein vd., 1986). IL-6 proteini 21kDa ila 28kDa
arasinda degisen molekiiler kiitleye sahiptir. Bu farklilik fosforilasyon, N-/O-
glikosilasyon ve hiicresel kaynaga bagli olmasi gibi nedenlerle post-translasyonel
modifikasyonlarin etkisinden kaynaklanmaktadir. IL-6 sarmal sitokin yapist yukari-
yukari-agsagi sarmalin dort adet oldugu demet topolojisine sahiptir (Simpson vd., 1997).
IL-6 kristal yapis1 4 ana sarmaldan olusur (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. IL-6 kristal yapis1 4 ana sarmal halindeki yapisinin serit gdsterimi (Somers
vd., 1997)

IL-6, IL-6R (Interlokin-6 Reseptorii) ve gpl30 (Glikoprotein 130) etkilesimi bu
proteinin sinyal aktarimi i¢in 6nem teskil etmektedir. Bu etkilesimin olusturdugu

heksamer yap1 Sekil 2.8’daki gibi gosterilmistir.
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Sekil 2.8. IL-6-1L6R-gh130 kompleksi. IL-6 yesil, IL-6R mavi ve gp130 ise kirmizi
renkle renklendirilmistir. Ayrica, baglanma noktalar1 numaralar ile gosterilmistir
(Somers vd., 1997)

IL-6 proteini B ve T lenfositleri, fibroblastlar, monositler, keratinositler, mezanjiyal ve
endotelyal hiicrelerinden iiretilen pleiotropik etkiye sahip bir sitokindir (Ataie-Kachoie
vd., 2013). Sitokinler bagisiklik sisteminde regiilator rolleri olan sinyal proteinleridir ve
hedef hiicre membranina baglanarak etki gosterir. Otokrin, parakrin veya endokrin
olarak hiicreleri hedef alabilmektedirler (Sofu, 2019). Sitokinler ayrica, regiilator
olarak, bagisiklik hiicrelerinin gelismesini ve farklilagmasini saglayabilir (Nielsen vd.,
2008). Kaslardan salgilanan sitokinlere ise miyokin adi verilmistir (Nielsen vd., 2008).
IL-6 da sadece sitokin degil, bunun yaninda iskelet kasi tarafindan eksprese edilip
salinan bir miyokindir (Raschke vd., 2013). Miyokinlerin egzersize bagli olarak yag
dokusu, karaciger ve kemik gibi diger organlarda otokrin, parakrin ve endokrin etkileri
vardir (Eckardt vd., 2014). IL-6 iskelet kasinda gerceklesen anti-inflamatuar siireglerde
onemli islevi oldugu bilinmekle beraber egzersiz sonrasi kas onarimi ve hipertrofisinde
de etkin rol oynar (Serrano vd., 2008; Pedersen vd., 2013; RosaNeto vd., 2009). Yapilan
aragtirmalarda IL-6’nin glikojenoliz ve lipoliz ile de iliskili olarak karaciger ve yag
dokusuna bir hormon gibi etki gosterebilecegi diigiiniilmiistiir (Steensberg vd., 2000).
Farelerde yapilan deneylerle IL-6"nin eksikliginin obezite ve enerji diisiikliigi ile iliskili
oldugunu gosterilmistir (Wallenius vd., 2002). Ayrica, yapilan baska bir ¢alismada

kontrollerde ve diyabetik hastalarda IL-6 tedavisi ile yag asidi dongiisii arttirilmistir
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(Petersen vd., 2005). Bunun disinda, IL-6 viicutta kemik metabolizmasi, enerji
metabolizmasi, glukoz metabolizmasi, lipid metabolizmasi, demir transferi,
termogenesis gibi birgok farkli metabolizma tizerinde de etkiye sahiptir (Jones vd.,
2018; Rohleder vd., 2012; Kraakman vd., 2015). Bu ¢ok farkli etkiler IL-6’nin
pleiotropik etkisi yliziindendir. Yapilan birgok calismada IL-6’nin hem dogustan
bagisiklikta hem de adaptif bagigiklikta dnemli rol oynadigi gosterilmistir (Jones vd.,
2018; Hoge vd., 2013; Van der Poll vd., 1997; Smith vd., 2014; Neveu vd., 2009). IL-6
en ¢ok romatoid artrit, multipl skleroz, Crohn hastaligi, Castleman hastaligi, eriskin
baslangighi Still hastaligi, Alzheimer hastaligi, jiivenil idiyopatik artrit ve multipl
skleroz gibi hastaliklar ile iliskilendirilmistir (Ataie-Kachoie vd., 2013).

IL-6 sitokini kanser molekiiler yolaklari ile de iligkilidir (Hunter vd., 2015; Jones vd.,
2011; Jones vd., 2015) ve kanser hiicrelerindeki ¢ogalma, go¢ ve yapisma gibi 6zellikler
IL-6-JAK-STAT mekanizmasinin bozulmasi ve diizensiz IL-6 iiretimi ile iliskili olup
meme kanseri, mide kanseri, bobrek kanseri, prostat kanseri ve multipl miyelom olmak
tizere birgok kanser tiirii ile iliskilendirilmistir (Gao vd., 2007; Grivennikov vd., 2008;
Leslie vd., 2010; Kuroda vd., 2007; Ashizawa vd., 2005).

IL-6 proteini sinyal aktarimi igin, IL-6 ailesinde de ortak olarak kullanilan hiicre
zarmdaki ortak B-reseptor sinyal alt birimini kullanir (Jones vd., 2018). IL-6’nin sinyal
aktarimim gergeklestirmesi icin IL-6’nin baglanmas1 gereken iki Onemli protein
bulunmaktadir. Bunlardan biri IL-6 reseptorii olan IL-6R, digeri ise hiicre zari
glikoproteini olan gp130 dur. Reseptor ve sitokinin etkilesimi Klasik sinyal yolu ve
Trans sinyal yolu olarak adlandirilan iki yolla gergeklesir (bkz. Sekil 2.11). Klasik
yolda, IL-6 hiicre zarindaki IL-6R’ye baglanir. Daha sonra gp130 ile kompleks yap1
olusturan IL-6 proteini hiicre i¢i sinyal yolunu baslatmig olur. JAK’m yapisin
etkileyerek JAK/STAT kaskad: baglar. Ozellikle STAT3 aktivasyonu ile hiicrede akut
faz proteinleri ekspresyonu indiiklenmis olur. Bu sinyal yoluna ek olarak JAK-SHP2
MAP-K yolu aktive olarak ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu gergeklesir

(Farooqi vd., 2020; Hunter vd., 2015).

Bu IL-6 i¢in klasik sinyal aktarim yoludur. Trans yolda ise trans yol aracilig1 ile IL-6,

hiicre zarinda IL-6R ifade edilmeyen hiicrelerde de sinyal olusturur (Jones vd., 2011).
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Bu sinyal iletimini saglamak icin IL-6 serbest dolasan IL-6R’lere baglanir. Daha sonra
gp130 ile etkilesime gecerek yine sinyal aktarim yolunu baslatmis olur. Trans ve klasik
sinyal aktarim yollarinin hiicre icerisindeki etkileri Sekil 2.9’da verilmistir. Ayrica, IL-6

trans yolu farkli reseptorler ile capraz bag yaparak farkli hiicre ici sinyal yolaklarini da

etkileyebilir (Sekil 2.10).

A Cilassical signaling
(anti-inflammatory/ et L8 mA Pt (pro-inflammatory/
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Sekil 2.9. IL-6 Trans ve Klasik sinyal yolaklarinin etkileri (Yaovd.,2014)
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Sekil 2.10. IL-6 trans yolunun farkli reseptorler tizerine etkisi (Jones vd., 2011)
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IL-6 proteini sinyal aktariminda onemli olan baska bir mekanizma ise negatif geri
beslemedir. Sinyal yolunun siirekli a¢ik kalmasini onlemek adina miRNA aracili
translasyonel baskilama, RNazlar, RNA baglayic1 proteinler, sirkadiyen kontrol
faktorleri ile baskilama gerceklesebilirken, reseptorlerin igsellestirilmesi, reseptorlerin
sinyal aracilar tarafindan devre dis1 birakilmasi gibi yollarla da gergeklesebilir. Negatif
geri beslemede en baskilayici yol ise SOCS (Sitokin sinyalleme 3) proteini tarafindan
gerceklesir (Sekil 2.11) (Villarino vd., 2017; Heinrich vd., 2003; Masuda vd., 2013;
Sugimoto vd., 2014; Viswanathan vd., 2009). Bu yolaktaki eksiklikler kanser ve kronik
hastaliklar ile iliskilendirilmistir (Jenkins vd., 2007; Jones vd., 2015).
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SIGNALING SIGNALING

sapl30
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Sekil 2.11. IL-6 klasik ve trans sinyal yolaklarmin gosterimi (Villar-Fincheira vd.,
2021)

Ayrica, Trans sinyal yolaginda sIL-6R (Serbest interlokin-6 reseptorii) proteininin de
tampon mekanizmasi bulundugu diistiniilmektedir. Hiicrelerde gp130 da serbest halde
salimip sgp130 (Serbest glikoprotein 130) seklinde bulunabilir (Sekil 2.11). sgp130°’larin

herhangi bir iglevi bulunmazken yapilan ¢aligmalar IL-6-SIL-6R kompleksine baglanan
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sgp130’larin birer antagonist olarak gorev alabilecegini gostermistir (Hunter ve junes,

2015).

IL-6 sinyal mekanizmasinin kesfi bir¢ok ilag gelistirilmesi i¢in kullanilmisgtir.
Otoimmiin hastaliklar ve castleman gibi bazi hastaliklar icin IL-6’nin molekiiler
yolaklarinin isleyisinin anlasilmasi {izerinden olusturulmus IL-6 inhibitor ilaglar

tasarlanmis ve tedavilerde kullanilmaktadir (Yao vd., 2014).

2.5. IL-6 ve Atletik Performans

Atletik performansa etki eden en 6zgiin genlerden biri hem egzersiz hem de bagisiklik
sistemiyle iligkili olan IL-6 genidir (Villar-Fincheira vd., 2021). Yapilan ¢alismalarda
bagisiklik sistemi ve egzersiz arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Senisik, 2015).
Kaslar egzersizlerin etkilerine gére uyum saglarlar. Ozellikle tekrarlayan kas
kasilmalar1 i¢in egzersize uyum saglanmasi ¢ok onemlidir. Kasilmalarin devamliligini
saglamak icin farkl: tiirde sitokinler salgilanarak kaslarda hasar onarimi saglanip kaslar
tekrardan kasilma islemine hazir hale getirilir (Arica vd., 2018). Ozellikle, IL-6’nin
hipertrofi ve egzersiz ile iliskili hasara yanit olarak kas onariminda gorev aldigi
bilinmektedir (Serrano vd., 2008) ve IL-6’nin hipertrofi ve kas iyilesmesinin yaninda
yag asitlerinin, egzersiz sirasinda kas i¢in kullanilabilir hale gelmesinde de etkili oldugu
gdsterilmistir (Catoire ve Kersten, 2015). Iskelet kas1 ve beyaz yag doku arasindaki
iliski incelenirken IL-6 de iizerine ¢ok calisilan sitokinlerden olmustur. IL-6’nin yag
asidi oksidasyonunu ve lipolizi indiikledigi gosterilmistir (Carey vd., 2006; Yang vd.,
2008). Bununla birlikte, 1L-6 ‘nin kahverengi yag dokusu ile de iliskili olabilecegi
tahmin edilmektedir (Knudsen, 2014). Ayrica, IL-6 egzersize bagli vaskiiler yeniden
sekillenme ile de iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Villar-Fincheira vd., 2021).

Egzersiz sirasinda ve sonrasinda IL-6’nin olasi etki stiregleri Sekil 2.12’te verilmistir.
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Sekil 2.12. Egzersiz sirasinda ve egzersiz sonrasinda IL-6 olas1 etkileri (Nash D, vd.
2023)

Sekil 2.12°te gorildiigii gibi IL-6 egzersizle birlikte farklt doku ve hiicrelere etki
saglayabilir. Ozelikle IL-6’nmn sinyal aktarrmindaki klasik yolak egzersizle iliskili
etkilerde 6nem arz etmektedir (Nash D, vd. 2023).

Yapilan egzersiz ¢aligmalarinda IL-6 seviyesi akut olarak egzersiz sonrasi arttigi
gozlemlenmistir. Bu artis egzersize, kasin biiylikligii ve yogunluguna baghdir (Catoire
ve Kersten, 2015). Saglikli bireylerde bazal plazma IL-6 seviyesi, 1 ila 10 pg/ml
arasindadir (Baran vd., 2018). Plazma IL-6 seviyelerinin uzun siireli egzersizle orantili
olarak yiikselmesine dair yeterli kanit olmamakla beraber arastirmalar IL-6 seviyesinin
egzersiz sonrast akut donemde arttigin1 gostermektedir (Leggate vd., 2012; Isaksen vd.,
2019; Catoire ve Kersten, 2015). Egzersiz sonrasi IL-6 seviyesi bazal seviyenin 100
katina kadar artis gosterip 24 saat igerisinde bazal seviyeye doner (Sabaratnam vd.,
2018; Petersen ve pedersen 2005; Pedersen vd., 2007). IL-6'nin akut seviyede
artmasinin en biiylik etkenlerinden biri egzersiz yogunlugu ve siiresidir. (Robson-
Ansley vd., 2009; Eaton vd., 2018). Bu sebeple, bu artisin en belirgin hali dayaniklilik
sporcularinda goriiliir (Catoire ve Kersten, 2015; Wallberg vd., 2011). ilgi ¢ekici olarak
egzersize bagli IL-6 seviyesi degisiklikleri gegici olurken inflamasyona bagli IL-6
seviyesindeki degisiklikler daha kalic1 goriillmektedir (Robson-Ansley vd., 2009).
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IL-6 geninin egzersiz sirasinda gergeklesen metabolik siireglerdeki onemli roliinden
kaynakli gilinlimiizde spor genetigi c¢aligmalarinda IL-6 genindeki tek niikleotid
polimorfizmlerine (SNP) odaklanilmistir. En ¢ok c¢alisilan SNP ise 5° kodlanmayan
bolgesinde (5’UTR) bulunan rs1800795 G>C doniistimiidiir. 1L-6/rs1800795-G alelinin
yiiksek IL-6 ekspresyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Bennermo vd., 2004). IL-
6/rs1800795-C aleli ise artan kas hasar ile iliskilendirilmis ve yapilan calismalarda
rs1800795-C alelinin sporcularda yeterince temsil edilmedigi goriilmiistiir (Yamin vd.,
2008). Tiirk ironman Triatlon sporcularinda yapilan bir ¢calismada ise triatletler arasinda
G aleli ile iliski gozlemlenmistir (Akko¢ vd., 2020). Bunun yani sira Cenikli ve
arkadaglarinin 92 Tirk atlet ile yaptig1 ¢alismada G alelinin elit sporcularda yaygin
oldugu belirtilmistir (Cenikli vd., 2016). Arica ve arkadaslarinin 40 Tiirk sporcusu ile
yaptig1 calismada ise G aleli sporcularda %80 olarak gosterilmistir (Arica vd., 2018).
Bir bagka ¢alismada da Tiirk kosu kayagi sporculart tizerine yapilmis G aleli spor
yapmayan bireylere gore spor yapanlarda daha ¢ok goriilmesine ragmen istatistiksel
olarak bir anlamlilik bulunamamis (Kaynar vd., 2020). Tiirk kosu kayagi1 sporcularinda
yapilan bir bagka ¢aligmada ise CC genotipi 6zellikle daha hizli gruplarda goriiliirken, C
aleli kosukayagi sporu ile iligkilendirilmistir (Kazanci vd., 2021). Tiirk futbolcular
lizerine yapilan bir caligmada da G aleli anlamli olarak sporcularda fazla bulunurken CC
genotipine rastlanilmamistir (Sofu, 2019). Tirk ytiziicliler lizerine yapilan giincel bir
calismada ise yliziicilerde daha sik G aleline rastlanirken kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemis (Tuna vd., 2022).
Kotowska ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise IL-6 polimorfizminin inflamatuar
biyobelirteglerini bazal seviyesini ve antrenman sonrasi degisimini etkiledigi
gosterilmistir (Kotowska vd., 2022). Bununla birlikte kosucular iizerine yapilan bir
aragtirmada ise IL-6 polimorfizminin egzersiz sonrasi antioksidan tedaviye yaniti

etkiledigi ve en 1yl tedavi sonucunu heterozigot genotipin verdigi gosterilmistir
(Miranda-Vilela vd., 2016).

Yapilan diger calismalarla da G alelinin sporcu fenotipi ile iliskili oldugu gosterilmistir
(Ruiz vd., 2010). Ancak yapilan kapsamli bir ¢alismada ise Israilli giic sporcular1 ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (Eynon vd., 2011). Bu

calismalar disinda yiiziiciiler lizerine yapilan bir ¢alismada yiiziiciilerde C aleline daha
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cok rastlandigi goriilmiistiir ve bunun da spor spesifik veya su ile ilgili koruyucu
mekanizmalar ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Ben-Zaken vd., 2015). Ayrica,
yapilan bir bagka calisma ile de yiiziiciiler arasinda gruplandirilma yapilmis bu
gruplandirma sonrasi uzun mesafe yiiziiclilerinde kisa mesafe yiiziiciilerine gore C
aleline daha sik rastlanilmistir. (Ben-Zaken vd., 2017) Bununla birlikte Ben-Zaken ve
arkadaglarinin yaptigi bir c¢alismada yiiziicilerin IL-6 G/C polimorfizmlerinin
belirlenmesinin yani1 sira st diizey ylizme antrenodrleri tarafindan sporcularin
toparlanma ve aerobik kapasitelerinin puanlandirilmasi istenmis. Puanlandirma ile
genotip sonuglart birbiri ile uyumlu olarak bulunmustur. Bu da kisisellestirilmis
antrenman programlari i¢in spor genetigi ile uyumlu ¢alismanin 6nemi vurgulanmistir

(Ben-Zaken vd., 2022).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu tez calismasi Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
kurulunun 05 Ocak 2022 tarihli 2022-1/18 nolu karari ile g¢alisma onaylanmis ve etik
acidan uygun bulunmustur. Sedanter bireylerin ve triatlon sporcularmmin IL-6 gen
polimorfizmini inceleyen bu c¢alismada triatlon sporcularindan ve diizenli spor
yapmayan sedanter bireylerden bir tiikiiriik tlipline tiikiirmeleri istenerek tiikiiriik

ornekleri toplanmuistir.

Calisma icin 18 yas ustii ve calismaya dahil olma kriterlerine gore secilmis, ulusal
/uluslararasi resmi triatlon yariglarinda dereceye girmis 50 triatlon sporcusudan ve genel
poplilasyondan secilen 50 sedanter bireyden olmak iizere 100 goniilliden 6rnek
toplanmistir. Calismanin gii¢c analizi G-power (3.1v) yazilimi ile gergeklestirmis ve gii¢
analizine gore calismada 100 ornek ile Cohen etki biiyiikligii siniflandirilmasina gore
orta etki diizeyinde (MAF>0.01) varyantlar1 0=0,05 ve %80 gii¢ ile tespit edebilecegi

gosterilmistir.

Triatlon sporcularindan toplanilacak calisma 6rnekleri Tiirkiye Triatlon Federasyonu
onay1 ve Tiirkiye Triatlon Federasyonu Egitim Komitesi Yonetim Kurulu Uyesi Dog.
Dr. Selguk Bora CAVUSOGLU’nun izni ve gdzetimi ile Triatlon Federasyonu’nun
2022 yilinda diizenledigi Gelibolu Triatlon yarisinda ve Balikesir Avlu Triatlon
yarisinda, aydinlatilmis onam belgelerinin onaylanilmasinin ardindan goniilliilerden
toplanmistir. Sedanter bireylerden toplanilacak ornekler ise sozel yolla bilgilendirilme
sonrast genel popiilasyondaki bireylerden aydinlatilmis onam belgeleri imzalandiktan
sonra Bursa Uludag Universitesi Omik Analiz ve Arastirma Laboratuvar’inda

alinmistir.

Goniilliilere tiikiiriikk toplama tiipleri verilerek (Sekil 3.1 a, b), tiipte belirtilen isarete
kadar (1 tiip (2mL)) prosediire uygun olarak tiikiiriik 6rnegi vermeleri talep edilmistir.

Ardindan 6rnekler izolasyon islemine kadar -20 °C’de saklanmustir.
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Igerisinde sungere
emdirilmig Lizis
Tamponu bulunan
Numune Tiplne,
toplama hunisini
sekilde gosterildigi
gibi takiniz.

Numune tipinin
(zerinde bulunan
clzgiye kadar (2 ml),
tikdrdk numunesi
ekleyiniz.

Numune toplama
tiplndn kapagini
sikica kapatiniz.

Not: Toplama tiplerine alinan numuneler oda sicakliginda 6 ay boyunca muhafaza B
edilebilmektedir. 6 ay suresince genomik DNA izolasyonu iglemi igin uygundur,

Sekil 3.1. DNA’dan tiikiiriik toplama iglemi.
A) Tikiiriik toplama tiipti B) Tiikiiriik toplama prosediirii

3.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, izolasyon Kiti ile temin edilen 6zel tikiiriik toplama tiiplerinde
toplanan tiikiiriik 6rneklerden, Tiikiirlikten DNA izolasyon Kiti (Hibrigen) kullanilarak

gerceklestirilirmistir.

Bu kit tiikiiriikten DNA izolasyonunu fenol/kloroform gerekmeden basit ve hizli bir
sekilde gergeklestirilmesini saglar. Kontaminantlardan ve enzim inhibitorlerinden
aridirilmis, A260/A280 degeri 1.7 ila 1.9 olan DNA elde edilebilir ve piirifiye DNA
dizileme, enzim kesimi, PCR, Southern Hibridizasyonu gibi uygulamalarda kullanima
uygundur. DNA izolasyonunun temel basamaklar1 asagida verilmistir ve tiim protokol

kit iireticisi firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak stirdiiriilmiistiir.

Protokoliin temel basamaklart:

1- Igerisinde tiikiiriik bulunan numune tiiplerinin igerisine 40uL Proteinaz K ekledi
ve tiipler 10-15sn vortekslendi.

2- Numune tiipleri 55°C’de 2,5 saat inkiibe edildi. inkiibe edilen karisimlardan
500’er uL alind1 ayr1 mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

3- Tiiplere DT Tamponu eklenerek vortekslendi ve orneklere 10dk Buzda
inkiibasyon yapildi.

4- Inkiibasyondan alman Ornekler maksimum hizda (yaklasik 14.000 rpm) 6dk

santrifiij edildi.
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5- Tiiplerdeki silipernatantlar farkli mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak {izerlerine
600ul soguk etanol eklendi. Tiipler 10 defa alt-iist edildi (Bu asamada DNA
tiiplerde toplanir) ve oda sicakliginda 10dk inkiibasyona birakildi. Ardindan
14000 rpm’de 3dk santrifiij edildi ve siipernatant dikkatlice dokiildii.

6- Tiipe %100’liik oda sicakligindaki 600ul etanol eklenerek yikama asamasi ikinci
kez gerceklestirildi. 10dk inkiibasyona birakilan 6rnekler hemen ardindan 14000
rpm’de 3dk santrifiij edildi ve siipernatant dikkatlice dokiildii.

7- Tiiplerde kalan DNA’larin iizerine 250ul DY Tamponu ilave edilerek 1dk oda
sicakliginda bekletildi. DY Tamponu DNA’lar1 kaldirmadan dikkatlice dokiildii.

8- Tiipler iyice kuruduktan sonra tiiplerin dibinde kalan DNA’larin iizerine 100ul
DE Tamponu eklendi. DE Tamponu i¢inde ¢6ziinen DNA’lar saklanmak iizere -

20°C’ ye alindi.

Izole edilen DNAlarin kantitatif 6lciimleri i¢in A260/A280, A260/A230 degerleri Nano
Drop Spektrofotometre kullanilarak hesaplanmistir. Ayrica, Qubit 2 (ThermoFisher) ile

orneklerdeki DNA miktarlar1 florometrik yontemle de 6l¢tilmiistiir.

3.3. Dizi Analizi

Bu calismada IL-6 geninin (NM_000600.5) PCR ile ¢ogaltilmas: ve hedef 3’UTR’1n
sekanslanmas1 icin 5. ekzon boélgesinde 600bp uzunlugundaki fragmanmi 3’UTR’1
kapsayacak sekilde NCBI primer hazirlama araci
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilarak tasarlanmistir. Primer

dizisi Cizelge 3.1°deki gibi tasarlanmistir.

Cizelge 3.1. PCR amplifikasyonu i¢in tasarlanilan primerlerin bilgisi

) ) o Primer m
Primerler Primer Dizisi GC%
uzunlugu degeri
Forward Primer | 5>-AGCATCCCTCCACTGCAAAG-3’ 20 62,7 55
Reverse Primer | 5>-TGGTGGCAGTGACAAGAAAC-3’ 20 60,4 50

Belirtilen sartlarda PCR cihazinda hedef fragmanin amplifikasyonu gerceklestirilmistir
(Cizelge 3.3.).
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Primerler i¢in uygulanan PCR bilesenleri ve oranlar1 Cizelge 3.2’deki gibidir. Ayrica,
PCR sonucu elde edilemeyen orneklere 20g/ul derisimli 0,125ul Sigir serum albiimi
(BSA) eklenerck amplifiye iiriin basariyla elde edilmistir.

Cizelge 3.2. PCR’da kullanilan bilesenler ve oranlari

Kullanilan Malzemeler Miktar
DNA (2-5) ul
PCR Buffer 2,5ul

MgCl 2ul
dNTP’ler 0,5ul

F Primer 0.5ul

R Primer 0.5ul

Taq polimeraz (0.15-0.3) pl
Ultrapure Water Degisken

Cizelge 3.3. PCR i¢in uygulanan reaksiyon sartlari

Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95°C 10 dk 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 15sn

Baglanma 55°C 30 sn 40 dongii
Uzama 72°C 1dk

Son uzama 72°C 5 dk 1 dongii

PCR amplifikasyonun analizi i¢in PCR friinleri %1°’lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek hedef bolgeye ait bantlar incelendi. PCR {irlinii kaliteli olan 6rnekler Sanger
Dizileme i¢in hizmet alimi yapilacak firmaya gonderilmek iizere -20°C’de saklanmak

uzere kaldirildi.

Goniilliilerden elde edilen DNA’lardan hedef bolgenin amplifikasyonu gerceklestirilmis
PCR firtinleri hizmet alim1 i¢in Bursa Genetik Tanm1 merkezine soguk zincir halinde
gonderilerek ABI  DNA  Analyzer cihazinda sanger sekanslama islemi

gerceklestirilmistir.

Arastirmada biyoinformatik analizler oncesi sekans verilerinin elde edilmesine kadarki

asamalari igeren is akist Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Gen sekans verilerinin olusturulma asamalar1
3.4. Veri Analizi

Sanger  Sekanslama analizine ait “.abl” wuzantih ham veri dosyalar
Sekans/Kromatogram analiz programi kullanilarak (Uniprogen) analiz edilmistir. Elde
edilen genotiplerin Hardy-Weinberg dengesine uyumunun degerlendirilmesi, alel
frekanslarinin hesaplanmasi, baglantt Dengesizligi (Linkage disequilibrum, LD) analizi
ve gruplar arasi alel frekanslarindaki farkliligin istatiksel analizi i¢in Haploview
programi kullanilmistir. P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Sonuglar
GnomAD ve 1000 genome projesinin verileri ile Kkarsilagtirilarak minoralel

frekanslarindaki farkliliklar analiz edilmistir.

Tespit edilen varyantlarin fonksiyonel in silico analizi igin farkli veri tabanlari
kullanilmistir. Ayrica, sekanslanan 3’UTR gen bolgesi onemli regiilatér dizilerini ve
proteinlerin baglanma bdlgelerini icerdigi i¢in varyantlarin miRNA baglanma
bolgelerine etkileri miRNAsnp-v3 veri tabani ile arastirilmistir. Kodlama yapan gen
bolgesinden tespit edilen varyantlarin ise in silico fonksiyonel analizleri ve protein
tizerine etkileri diger veri tabanlarina ek olarak SIFT, Polyphen ve MutationTaster web
tabanli programlar kullanilarak degerlendirilmistir. Buna ek olarak, varyantlarin farkli
regiilator ve fonskiyonel ozelliklerinin in silico degerlendirilmesi i¢in regulomeDB

ve3DSNP veri tabanlar1 kullanilmistir.
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3.4.1. Varyantlarin belirlenmesi ve sikliginin analizi icin kullanilan araclar

Uniprogene (UGENE): Uniprogene DNA ve protein dizileri ile ¢alismak, sekans
verilerini analiz etmek, filogenetik agacglar olusturmak gibi farkli biyoinformatik
analizlerin yapilabildigi Rusya’daki Unipro sirketi tarafindan biyoinformatik
arastirmalart kolaylastirip birlesik bioinformatik ara¢ seti sunma amaci ile gelistirilmis
ilk stirtimii 2008 yilinda yayimlanan f{icretsiz ve a¢ik kaynakli biyoinformatik yazilim
programidir (Okonechnikov vd., 2012). Arastirmada sanger sekans dizilemesi sonrasi
gelen ab.1 uzantili verilerin Sekans/Kromatogram analizi Uniprogene programi ile

gerceklestirilmistir.

Haploview 4.2: Haploview, LD (linkage disequilibrium, baglant1 dengesizligi) bilgileri,
haplotip bloklar1 ve tek degiskenli iliskilendirme istatistiklerinin elde edilebildigi,
haplotip analizleri i¢in bir ara¢ paketi sunan bir programdir (Barrett vd., 2005).
Calismada tespit edilen varyantlarin frekans hesaplamalar1 Haploview (4.2) programu ile

yapilmustir.

1000 Genom, GenomAD: Insan genetik varyasyon analizi i¢in iki biiyiik veri tabani
olan 1000 Genom ve GenomAD insan genetik varyasyonlarmmin daha iyi anlasilip
hastaliklarla iligkili mutasyonlarin tanimlanmasi yani sira ilag hedefi belirleme gibi pek
¢ok farkl islev i¢in yardim saglayabilecek veri tabanlaridir.
Caligmada tespit edilen varyantlarin MAF degerlerini diger popiilasyonlarla

karsilatirmak i¢in 1000 Genom ve GenomAD veri tabanlarii kullanilmistir.
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Sanger sekanslama
verilerinin analiz
edilmesi ve dizi UGENE
sekanslarmmn
belirlenmesi

Eelirlenen
Varyantlarm varvantlarn minér
Belirlenmesi ve alel frekanslarmm Haploview 4.2

Sikhgmm Analizi hesaplanmasi

Popiilasvon alel
frekanslarmin

kargilagtirilmasi 1000 Genom, gnomAD

Sekil 3.3. Varyantlarin belirlenmesi ve sikliginin analizi i¢in kullanilan araglar
3.4.2. Tespit edilen varyantlarin islevsel analizleri ve 6nemleri

Clinvar: ClinVar, halka agik bir veri tabani olarak ticretsiz bir sekilde insanlarda
gozlenen fenotipler ve varyantlar arasindaki iliskileri gosteren ¢aligmalar1 gosteren bir

veri tabamdir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

DisGeNET: DisGeNET hayvan modelleri, bilimsel yayinlar, GWAS ¢alismalar1 gibi
birgok kaynak ile entegre verileri alarak varyant-hastalik iliskisi, Gen-hastalik iligkisi
olmak iizere fenotip-genotip iliskilerini agiklamak adina 6l¢lim araglar1 saglar (Pifiero

vd., 2021; Pifiero vd., 2019; Pifiero vd., 2016; Pifiero vd., 2015).

Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT): Genlerde protein kodlayan bolgelerin
aminoasit degisimlerini tanimlamak tizere 2003 yilinda Ng PC ve Henikoff tarafindan
olusturulmus bir algoritmadir (https://sift.bii.a-star.edu.sg/). SIFT, proteinlerde degisen
aminoasitlerin proteinde herhangi bir fonksiyonu etkileyip etkilemedigini 6ngoren
programdir (Ng PC ve Henikoff 2003). SIFT, Tolerated ve Damaging olmak {iizere iki
sonu¢ verebilir. Tolerated sonucu amino asit degisiminin etkisinin tolere edilebilir
oldugunu gosterirken Damaging ise bu amino asit degisiminin hasar verici oldugunu

gosterir.

30


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

Mutation Tester: MutationTester DNA dizisi varyantlarinin hastalik yapici
potansiyelini tahmin etmek i¢in hem protein hem de DNA seviyesinde in silico testler
kullanilan Schwarz ve arkadaslar tarafindan genetik varyasyonlar1 ve hastalikla iliskili
mutasyonlar1 tanimlayip siniflandirmak amaci ile 2014 yilinda olusturulmus iicretsiz ve

web tabanli bir uygulamadir (http://www.mutationtaster.org). Ayrica, mutation Tester

aminoasit degisimlerinin yani sira intron bolgesindeki degisikliklerin ve es anlami
degisimlerinde etkilerinin fonksiyonel sonuglarint vererek daha detayli bir analiz elde

edilmesini saglar.

i:’olyphen-Z: Polyphen-2 (PP2) 2010 yilinda Hardvard {iniversitesi genetik boliimiinde
Adzhubei ve arkadaglari tarafindan amino asitlerin degisiminin insan proteinlerindeki
islevsel ve yapisal degisiklikler {izerine olas1 etkilerini tahminleyen bir web arayiizlii
ara¢ olarak olusturulmustur (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/bgi.shtml). PP2’ nin
verdigi sonuglar sunlardir; Probably damaging: Amino asit degisimi proteine hasar
verecek bir etki yaratir. Possibly damaging: Amino asit degisimi proteine hasar

verebilecek bir etki yaratir. Benign: Amino asit degisimi proteinin etkisini degistirmez.

RegulomeDB: RegulomeDB Boyle ve arkadaslari tarafindan gen diizenlenmesinde
insan genomundaki varyasyonlarin etkilerini tahminlemek i¢in 2012 yilinda
olusturulmustur (Boyle vd., 2012). GWAS, ve yaymlanmis literatiir verilerinden
yararlanan RegulomeDB kodlama yapmayan gen bdlgeleri dahil olmak iizere genlerdeki
varyasyonlarin promotor bolgelerin, DNaz duyarli bolgelerin, transkripsiyon faktorleri
baglanma bdlgeleri gibi farkli diizenleyici iliskileri iizerine skorlama yapmaktadir

(Cizelge 3.4) (http://www.regulomedb.org/).
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Cizelge 3.4. RegulomeDB Skorlama sistemi

RegulomeDB Skoru | A¢ikmala

la eQTL + TF binding + matched TF motif + matched DNase Footprint + DNase peak
1b eQTL + TF binding + any motif + DNase Footprint + DNase peak

1c eQTL + TF binding + matched TF motif + DNase peak

1d eQTL + TF binding + any motif + DNase peak

le eQTL + TF binding + matched TF motif

1f eQTL + TF binding / DNase peak

2a TF binding + matched TF motif + matched DNase Footprint + DNase peak
2b TF binding + any motif + DNase Footprint + DNase peak

2c TF binding + matched TF motif + DNase peak

3a TF binding + any motif + DNase peak

3b TF binding + matched TF motif

4 TF binding + DNase peak

5 TF binding or DNase peak

6 Diger

mMiRNASNP-v3: Huazhong Bilim ve Teknoloji Universitesi tarafindan insan genetik
varyasyonlarinin miRNA ve miRNA hedefleri ile iliskilerini tahminlemek icin
kullanilan ~ bir  veri  tabamidir  (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/miRNASNP#!/).
MiRNASNP-v3 dbSNP, GWAS Catalog ve ClinVar gibi veri tabanlarindan entegre
ettigi veriler ile miRNA ile iligkili hastaliklari ve miRNA islevini anlamak igin
kaynaklar sunar (Liu vd., 2021). TargetScan algoritmasi kullanarak tek niikleotid

degisimlerinin miRNA hedef baglanmasini etkileyip etkilemedigini skorlayabilir.

3DSNP: 2016 yilinda Huazhong Bilim ve Teknoloji Universitesi tarafindan kurulan
3DSNP 1000 Genom Projesi’nden aldig1 veriler ile genlerin varyasyonlarinin 3D
kromotin etkilesimleri baglanti dengesizligi ve genomda diizenleyici etkilere sahip
bolge olup olmadigini TargetScan algoritmasi kullanarak skorlar

(https://omic.tech/3dsnpv2/).
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Klinik Onemleri ve * Clinvar

fenotip ile iliskileri *DisGeNET
Tespit Edilen In-slico patojenite *SIFT
1_‘ :"Tﬂ]l] ﬂ“"‘i‘_] lexi tahminleme * Mutation Tester
islevsel analizleri ve -
2 algoritmal, . -
5n conleri goritmalari Polyphen-2

*RegulomeDB
Regiilatér énemleri *miRNASNPY3
* 3DSNP

Sekil 3.4. Tespit edilen varyantlarin islevsel analizleri ve dnemleri
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4. BULGULAR

PCR amplifikasyonu ve Sanger sekanslama sonucu basarili sekilde gerceklesen 47
triatlet ve 46 sedanter birey olmak {izere 93 kisinin genotip verisi caligmaya dahil edildi.
Calismanin sonunda IL-6 geninin analiz edilen hedef bolgesinde 4 adet varyant tespit
edildi. Bulunan varyantlarin 3 tanesi ekzonik bdlgede bulunurken 1 tanesi ise
3’kodlama yapmayan gen bolgesinde bulundu (rs13306436). Ekzonik bolgede bulunan
varyantlarin 2 tanesi yanlis anlamli varyant olarak belirlenirken (rs13306435,
rs747302620), 1 tanesi es anlamli varyant olarak tespit edilmistir (rs2069849).

Calismada herhangi bir novel varyant kesfedilememistir.

4.1. Minor Alel Frekans1 (MAF) Hesaplanmasi

Haploview analizi sonucu mindr alel frekanslari hesaplanmistir. Varyantlardan 1 tanesi

nadir (MAF<0.01) varyant iken diger 3 tanesi yaygmn olmayan varyant

(0.01<MAF<0.05) olarak belirlenmistir. Haploview sonucu Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada tespit edilen varyantlar ve Haploview analizi sonuglari (n=94)

- Hardy-
Rs ID Mingr | Kromozomal Weinberg |[%Geno |MAF AI?I. .
Alel Lokasyon degisimi
Pvalue
rs13306435 T>A A 22731420 1.0 98.9 0.016 T:A
rs747302620 A>C |C 22731430 1.0 100.0 0.005 A:C
rs2069849 C>T T 22731537 1.0 100.0 0.022 CT
rs13306436 G>A A 22731677 1.0 100.0 0.016 G:A
| I__h
Eﬁ"' e
= — “"‘_\_‘__
-1 = = 4

Sekil 4.1. Tespit edilen varyantlarin LD plot analizi
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Ayrica, ¢alisma kapsaminda tespit edilen varyantlarin Haploview programinda =0
olarak hesapland1i ve varyantlar arasinda anlamli bir baglanti dengesizligi

bulunamamustir (Sekil 4.1).

Ayrica, tespit edilen varyantlarin MAF degerleri 1000G ve gnomAD veri tabanlar ile
karsilastirilmis ve Cizelge 4.2 de gosterilmistir. Veri tabani ile haploview sonuclarinda
genel benzerlik goriiliirken 6zellikle triatletlerde rs13306436G>A ve rs2069849C>T

varyantlart daha sik goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunamamaislardir.

Cizelge 4.2. Tespit edilen varyantlarin tim ornek grubunda (n=94) minér alel
frekanslari

Rs ID Kromozomal MAF 1000 GnomAD 1000 Genome
Lokasyon GenomeMAF | MAF Avrupa Frekansi

rs13306435 22731420 0.016 0.02 0.019 0.017

rs747302620 22731430 0.005 NA NA NA

rs2069849 22731537 0.022 0.070 0.060 0.022

rs13306436 | 22731677 0.016 0.005 0.001 0

Cizelge 4.3. Tespit edilen varyantlarin triatletlerde (n=47) minor alel frekanslari

Rs ID Kromozomal MAE 1000 Genome | GnomAD 1000 Genome
Lokasyon MAF MAF Avrupa Frekansi

rs13306435 |22731420 0.011 0.02 0.019 0.017

rs747302620 | 22731430 0 NA NA NA

rs2069849 22731537 0.032 0.070 0.060 0.022

rs13306436 |22731677 0.032 0.005 0.001 0

Cizelge 4.4. Tespit edilen varyantlarimsedanterlerde (n=46) mindr alel frekanslari

Rs ID Kromozomal MAE 1000 Genome GnomAD i?ﬁ%g:nome
Lokasyon MAF MAF
Frekansi
rs13306435 |22731420 0.022 0.02 0.019 0.017
rs747302620 |22731430 0.011 NA NA NA
rs2069849 22731537 0.011 0.070 0.060 0.022
rs13306436 | 22731677 0 0.005 0.001 0

Varyantlarin iki grup arasindaki alel frekanslarindaki farkliliklar o testi ile Haploview
programinda analiz edilmistir. Dort varyantin da alel frekanslarinin iki grup arasinda
istatiksel olarak bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir (p>0.05). Fakat, 6rnek

grubununun kiiclik olmasmi goéze aldigimizda rs13306436 G>A varyantinin sadece
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triatlet grupta goriilmesi ilgi c¢ekici bulunmus ve istatiksel anlamliliga meyilli trend

gosteren p-value (0.08) tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Triatlet ve sedanter gruplar arasindaki mindr alel frekanslarinin

karsilastirilmasi
Sedanter Sedanter
Triatlet Minor Minér Alel Triarlet Birey Birey Alel p
Rs ID MinorAlel | Alel Dagilim Dagalim Orant Alel Frekans Frekans »* Dederi
Oram (n=47) _g Dagilimi (n=47) Dagilimm g
(n=46) =
(n=46)
s13306435 A 1:93 2:88 0.011 0.022 0.385 0.5351
1s747302620 C 0:94 1:91 0 0.011 1.027 0.3108
rs2069849 T 3:091 1:91 0.032 0.011 0.979 0.3225
rs13306436 A 391 0:92 0.032 0 2.984 0.0841

4.2. Varyantlarin Veri Tabanlar1 Kullanilarak Kategorize Edilmesi

Tespit edilen varyantlar bir sonraki analiz agamasinda ise islevsel Ozelliklerine gore

farkl1 in-silico veri tabanlarinda incelenmistir (Cizelge 4.6, Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6. Farkli veri tabanlari ile tespit edilen varyantlarin islevsel analizi

Kromozom Gen Amino 3DSNP
Rs ID Lokasyonu L okasvonu Asit MAF Score RDB | SIFT | MT | PP2 | eQTL | Clinvar
(NG_011640.1) Y Degisimi
rs13306435 0.9274T>A Exon D>E 0.016 | 32.26 2a T B B Yok NA
rs747302620 0.9284A>C Exon TP 0.005 |34.11 4 T B PD | Yok NA
rs2069849 0.9391C>T Exon F>F 0.022 | 33.94 4 T B PD |Yok |NA
rs13306436 g.9531G>A UTR 0.016 |6.21 5 NA B NA | Yok NA
(B, Benign; PP2, Polyphen2; PD, ProbablyDamaging; RDB, RegulomeDB; MAF, Minor

AlleleFrequency; MT, mutationTaster; NA, Not Available)

Tespit edilen varyant farkli veri tabanlar1 {izerinde arastirilmigtir. Genlerin regiilator
ozelliklerini skorlayan 3DSNP veri tabani {izerinde rs13306435, rs747302620,
1s2069849 orta onemde regiilasyona etki ederken rs133306436 c¢ok diisiik bir
regiilasyon 6nemine sahip ¢ikmistir. Bir bagka regiilasyon skorlayici veri tabani olan
RegulomeDB ise rs13306435 varyantin1 6nemli bir regiilator varyant olarak gosterirken
diger varyantlari ise orta derecede dnemli olarak belirtilmistir. Ayrica, kodlanan kisimda
bulunan 3 varyant {izerinde SIFT ve MutationTaster veri tabanlarinda protein iizerine
degisikliklerin etkileri incelenirken tiim varyantlar i¢in tolere edilebilir ve zararsiz
doniigiimler olarak tabaninda ise

siiflandirilmistir.  Ancak, PolyPhen-2  veri
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rs747302620 ve rs2069849 muhtemel hasar vereci doniisiimler olarak gosterilmistir.
Tiim bunlara ek olarak, ClinVar’da 4 varyant icin de sonu¢ bulunamamistir. Sonug

olarak, bu varyantlar regiilasyonda etkili olabilecek varyantlar olarak gésterilmistir.

Cizelge 4.7. DisGeNET veri tabaninda tespit edilen varyantlarin fenotip iliskileri

DisGeNET Veri Tabaninda Varyasyonlarin Hastalikla fliskisi
Rs ID Kromozomal Minor Alel fliskili Hastalik
Lokasyon
rs2069849 22731537 T Osteoporoz
Serum HDL kolesterol
rs13306436 (3 UTR) 22731677 A Seviyesi Serum total
kolesterol Seviyesi

DisGeNET veri tabaninda belirtilen g¢alismalarda rs2069849 C>T doniisiimiiniin
osteoporoz riskini arttirdigi, rs13306436 G>A doniisiimiiniin ise serum kolesterol

seviyelerini yiikselttigi gdzlemlenmistir.

4.3. miRNA Baglanma Bélgelerinin Analizi

Proje kapsaminda analiz edilen 3’UTR gen bolgesi miRNA baglanmasi agisindan
potansiyel bir regiilator bolgedir. Bu kapsamda tespit edilen varyantlardan 3’UTR
varyant1 rs13306436’in miRNA baglanma bolgesinde bulunarak miRSNP 6zelliginin
arastirilmasi igin miRNASNPv3 veri tabani kullanilmistir. miRNASNP v3 veri tabanina
gore tespit edilen varyantlardan bir varyant (rs13306436) miRNA baglanma bolgeleri
ile iliskili bulunmustur. miRNASNP v3 sonucuna gore rs13306436G>A 4 miRNA
baglanma bolgesi kaybederken 2 miRNA baglanma bolgesi kazanmistir. miRNA’larin
(hsa-miR-539-3p, hsa-miR-5003-3p, hsa-miR-1-5p, hsa-miR-85-3p, hsa-miR5007-3p,
hsa-miR-1279) baglanma bdlgesinde bulunmaktadir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. rs13306436G>A"nin olas1t miRNA hedef bogelerindeki etkisi

miRNA ID Fonksiyonu

hsa-miR-539-3p Hedef miRNA bolgesini bozar
hsa-miR-5003-3p Hedef miRNA bolgesini bozar
hsa-miR-1-5p Hedef miRNA bolgesini bozar
hsa-miR-85-3p Hedef miRNA bolgesini bozar
hsa-miR-5007-3p Yeni miRNA bdlgesi olusturur
hsa-miR-1279 Yeni miRNA bdlgesi olusturur

37



Ayrica, miRNASNP v3 ile belirlenen bu miRNA’lar MicroRNA Veri Entegrasyon
Portali (mirDIP) veri tabani kullanilarak hedefledikleri genler incelenmistir. mirDIP 11
farkli hedef tahmin algoritmasi kullanarak miRNA hedeflerini skorlar (Tokar vd.,
2018). Yapilan analiz sonrast miRNASNP v3 ile belirlenen miRNA’lardan sadece hsa-
mMiR-1-5p’nin IL-6’y1 hedefledigi gosterilmistir. 1ki farkli algoritma tarafindan
hedeflenmis ve hedef etkilesim kalitesi agisindan yiiksek etkilesim olarak
siniflandirilmistir (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.9. miRNASNP v3 ile belirlenen miRNA’larin mirDIP skorlanmasi

Gen Uniprot microRNA Entegre Edilmis Skorlanma Sayist Skorlanma
1D Skor Sinifi
IL6 P05231 hsa";‘r')R'l' 0.0972 2 Yiiksek
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismanin amaci sanger sekanslama yontemi ile Tiirk triatlon sporculart ve sedanter
bireyler arasindaki IL-6 geni 3’ kodlama yapmayan gen bdlgesindeki varyantlarin tespit
edilerek varyantlarin biyoinformatik yontemlerle analizlerini gerceklestirip atletik
performans ile iliskilendirilmesidir. IL-6 geni farkli metobolik siireglerde etkin olan bir
sitokin kodlayan gen olarak 6nemli bir role sahipken ayni zamanda, egzersiz sonrasi
toparlanma ve hipertrofi gibi siireclerde de gorev alarak atletik performans igin de
onemli bir gendir. Bu tez projesi sonucunda 4 sekans varyant saptanmistir. Bu
varyantlar 2 adet yanlis anlamli varyant (rs13306435, rs747302620), 1 adet es anlaml
varyant (rs2069849) ve 1 adet 3° kodlama yapmayan bolge varyantidir (rs13306436).

Calismada sanger sekans verileri sonucu minér alel frekanslari incelenip gizelge olarak
sunulmustur (bkz. Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Bu g¢izelgelerde 1000
Genome ve GnomAD projelerinden genel popiilasyon frekanslar1 verilirken ayni
zamanda 1000 Genom projesinin Avrupa popiilasyonunun da mindr alel frekanslari
verilerek karsilastirmalar yapilmistir. Sedanter ve triatlet gruplarinin dahil oldugu
Cizelge 4.2’ye bakildiginda tiim 6rnek grubunun mindr alel frekanslarindan rs13306435
(MAF=0.016) ve rs2069849 (MAF=0.022) varyantlarinin minor alel frekansi genel
popiilasyonun rs13306435 (1000 Genom MAF=0.02, GnomAD MAF=0.019) ve
rs2069849 (1000 Genom MAF=0.070, GnomAD MAF=0.060) minor alel frekanslariyla
ve 1000 genom projesi avrupa popiilasyonu ile benzerlik gosterirken (rs13306435
MAF=0.017, rs2069849 MAF=0.022), rs13306436 varyanti Ornek grubunda
(MAF=0.016) daha sik rastanilmistir (rs13306436; 1000 Genom MAF=0.005, GhomAD
MAF=0.001, 1000 Genom Avrupa MAF=0). Ayrica, 6rnek gruplart kendi aralarinda
degerlendirildiginde triatlet grubunda rs13306435 (MAF=0.011), rs747302620
(MAF=0) ve rs2069849 (MAF=0.032) varyantlar1 1000 Genom projesi Avrupa
popiilasyonun frekansi (rs13306435 MAF=0.017, rs747302620 MAF=NA, rs2069849
MAF=0.022) ile benzerlik gosterirken rs13306436 varyantinin triatlet grupubundaki
frekanst (MAF=0.032), 1000 genom (MAF=0.005) ve GenomAD (MAF=0.001)
frekanslar ile farklilik gosterirken 1000 Genom projesi Avrupa popiilasyonunda bu
varyanta rastlanilmamasi ilgi ¢ekicidir (MAF=0) (bkz. Cizelge 4.3). Sedanter grup
igerisindeki minor alel frekanslarma bakildiginda ise (rs13306435 MAF=0.022,
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rs2069849 MAF=0.011, rs13306436 MAF=0) 1000 genom projesi Avrupa popiilasyonu
minor alel frekanslart (rs13306435 MAF=0.017, rs2069849 MAF= 0.022, rs13306436
MAF=0) ile benzerlik gdzlemlenirken rs747302620 (MAF=0.011) varyantina sedanter
grupta nadir varyant olarak rastlanilmistir (bkz. Cizelge 4.4). Calismanin sonuglarina
gore ornek gruplart 1000 Genom projesi Avrupa popiilasyonu ile benzerlik gosterirken
triatlet grubunda rs13306436 (MAF= 0.032) varyantinin frekansinin 1000 Genom
(MAF=0.005), GenomAD (MAF=0.001) ve 1000 Genom Avrupa popiilasyonunun
(MAF=0) frekansindan farkli olmasi bu varyantin sporla iliskili olabilecegini
disiindiirmektedir. Cizelge 4.5’teki gruplar arast mindr alel frekanslarinin istatistiksel
olarak Kkarsilastirilmasi ile de rs13306436 istatiksel olarak anlamlilia meyilli trend
gosteren p-value (0.08) sahip bir varyant olarak bulunmustur. Bu sonu¢ da

rs13306436 nin sporla iligkili bir varyant olabilecegini desteklemektedir.

Sporla iligkili olabilecegi diisiiniilen rs13306436G>A varyant1 iizerine literatiirde bazi
caligmalara rastlanilmaktadir. Ornegin avrupali olmayan bireyler iizerinde yapilan bir
arastirmada rs13306436 A alelinin total bilirubin seviyesinde 0.06 birimlik bir diisiise
sebebiyet verdigi gosterilmistir (Sakaue vd., 2021). Son giincel aragtirmalarda normalde
karaciger hasarinin bir belirtisi olan bilirubin yiiksekliginin ayn1 zamanda egzersiz ile
birlikte de yiikseldigi gosterilmistir (Thomas vd., 2022). Bu iliski egzersizle indiiklenen
adaptasyonlar sayesinde bir endokrin hormon ve antioksidan olarak kabul edilen
bilirubinin yag yakim metabolizmasi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Flack vd.,
2023). Yapilan ¢alismalarda bilirubin seviyesindeki yiikseklik elit atletlerde daha fazla
gozlemlenirken Ozellikle aerobik egzersizlerde bilirubin seviyelerinde artis oldugu
goriilmiis ve bunun da sporla gelen oksidatif stres ile basa ¢ikmak ve yag asidi
metabolizasyonu gibi siiregler ile atletik performansa destek saglayacagi
diistiniilmektedir (Flack vd., 2023). Arastirmadaki verilerle sporcu grubun bilirubin
degerleri ve alel iligkileri arasinda iligski kurulacak bir degerlendirme yapilamamakla
beraber, triatlerlerde farkli ¢aligmalarla bilirubin seviyeleri ve rs13306436 A arasindaki
iligki daha kapsamli arastirilmali ve rs13306436 A aleline bagl olabilecek bilirubin

seviyesindeki diislisiin atletik performansa etkisi degerlendirilmelidir.

Dayaniklilik sporcular1 iizerine yapilan bir arastirmada ise Chen ve arkadaslari

rs13306436 varyantinin sporculardaki ve sedanter bireylerdeki frekansini ve plazma IL-
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6 seviyesi ile iligkisini incelemis ancak anlamli bir farklilik bulamamistir (Chen vd.,
2018). rs13306436 varyantinin genotiplendigi bir baska calismada da tiiberkiiloz ile

iliski incelenmis ancak herhangi bir anlamlilik bulunamamustir (Zhang vd., 2012).

Ayrica, rs13306436 G>A varyant1 regiilator 6nemi skorlayan in-silico araglar ile orta ve
diisiik derecede Onemli bir varyant olarak skorlanmistir. Tim bunlarin yam sira
rs13306436 G>A varyantt miRNA baglanma bolgesi olarak mMiIRNASNP-v3 araci ile
incelendiginde, 4 mikroRNA’ya baglanma bdlgesi kaybettiritken 2 mikroRNA’ya ise
baglanma bolgesi kazandirmasi agisindan gen regiilasyonunda énemli bir bolge olarak

goriilebilir.

Hedef bolgesi bozulan miRNA’lardan biri hsa-miR-539-3p’dir. Asir1 ekspresyonu LRP-
6’y1 hedef alarak osteogenezi bozdugu gosterilmistir (Tripathi vd., 2022). Bununla
birlikte bagka bir ¢aligmada hsa-miR-539-3p’nin SOX-9 genini hedef alarak adipoz kok
hiicrelerinin kondrojenik farklilagmasini engelledigi ve eklem kikirdaginin bozulmasi
ile iligkili oldugu gosterilmistir (Qin vd., 2022). Ayn1 sekilde bir baska ¢aligmada hsa-
miR-539-3p’nin WNT5A’y1 hedefleyerek kemik kiriklarinin iyilesmesi igin gerekli olan
mezankimal kok hiicre farklilagsmasini baskiladigi gozlemlenmistir (Hu vd., 2019).
Yapilan ¢alismalara gére hsa-miR-539-3p farkli genleri hedef alarak kemik olusumunu
ve saghigmmi negatif yonde etkiler. Bu tez projesinde ise hsa-miR-539-3p, sadece
sporcularda gozlemlenen rs13306436 A aleli varyanti bulunan bireylerde baglanma
bolgesi kaybeder. Sporcu gruplarda kemik saglig1 ve toparlanmasi dnem arz eder. ilerki
caligmalar i¢in bu varyanta sahip olan sporcularin kemik mineral yogunluklar1 ve
sakatlik ge¢misleri incelenebilir. Bunun yani1 sira hsa-miR-539-3p’nin IL-6°y1 etkin bir
sekilde hedefleyip hedefleyemedigi ve hsa-miR-539-3p’in IL-6 geniiizerinden bu

stirecleri baglatip baslatamayacagi farkli deneysel caligmalarla arastirilabilir.

rs13306436 A aleli ile birlikte bir bagka baglanma etkisi kaybeden miRNA ise hsa-miR-
5003-3p’dir. hsa-miR-5003-3p genelde kanserde metastaz ile iligkilendirilmistir (Kwak
vd., 2016; Yang vd., 2022).

Baglanma bolgesini kaybeden diger miRNA ise hsa-miR-1-5p’dir. Ayrica, bu miRNA

mirDIP veri tabani ile arastirildiginda IL-6’y1 mirDIP veri tabanina gore yiiksek
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skorlama sinifi ile hedefleyebilecegi desteklenmistir (Cizelge 4.9.). miR-1 kas
hiicrelerinde ekspresyon seviyesi yiiksek olan korunmus bir (kaslarda zenginlesmis
ekspresyon diizeyine sahip miRNA’lar) MyomiR’dir (Safa vd., 2020). Bunun yan1 sira,
gelisim siirecinde de iskelet kasinin farklilasmasini saglar (Koutsoulidou vd., 2011).
Yapilan ¢alismalarda akut egzersiz ve dayaniklilik egzersizlerinde miR-1 seviyelerinin
arttig1 gozlemlenirken (Russell vd., 2013; Nielsen vd., 2014) akut direng egzersizi ve
kronik direng egzersizlerinde miR-1’in asig1 regiile edildigi gozlemlenmistir (Nielsen
vd., 2010). Yapilan bir ¢alismada ise aerobik egzersiz sonrast miR-1-5p’nin azaldigi
gozlemlenmistir (Massart vd., 2021). 61 dayaniklilik sporcusu ve 61 kontrol iizerine
yapilan bir ¢alismada ise dayaniklilik sporcularinda daha fazla mir-1 bulunurken
aerobik antrenman sonrasi kontrol grubunda mir-1’in azaldigi goézlemlenmistir
(Denham ve Prestes 2016). Baska bir ¢aligmada ise mir-1’in egzersizin siddetine bagh
olarak artan bir ekspresyon verecegi gosterilmistir (Ramos vd., 2018). 21 maraton
kosucusu ile yapilan bir ¢alismada da mir-1’in yarig sonrasi arttigini ancak 24 saat
icerisinde bazal seviyeye dondiigii gosterilmistir (Baggish vd., 2014). rs13306436 A
aleli ile IL-6’ya baglanma bolgesi kaybeden miR-1 egzersiz ile birlikte artsa da
sporcularda bulunan varyant yiiziinden IL-6"ya baglanmasi azalabilir. IL-6 seviyesinin
egzersiz sonrast akut donemde arttigini bilinmektedir (Leggate vd., 2012; Isaksen vd.,
2019; Catoire ve Kersten, 2015). Bu artis egzersize, kasin biiylikliigii ve yogunluguna
baglidir (Catoire ve Kersten, 2015). Egzersiz sonrasi IL-6 seviyesi bazal seviyenin 100
katina kadar artig gosterip 24 saat igerisinde bazal seviyeye doner (Sabaratnam vd.,
2018; Petersen ve pedersen 2005; Pedersen vd., 2007). IL-6'nin akut seviyede
artmasmin en biiylik etkenlerinden biri egzersiz yogunlugu ve siiresidir. (Robson-
Ansley vd., 2009; Eaton vd., 2018). Bu sebeple, bu artisin en belirgin hali dayaniklilik
sporcularinda goriiliir (Catoire ve Kersten, 2015; Wallberg vd., 2011). Tiim bunlarla
birlikte, dayaniklilik ile artan mir-1 seviyesine ragmen IL-6’y1 hedefleyemeyebilir. Bu
yiizden, rs13306436 dayaniklilik sporcularinda akut egzersiz ile daha fazla IL-6
miktarma rastlanilabilir. Yapilacak deneysel calismalar ile IL-6 seviyesi ve miR-1

seviyesi arasinda iliski incelenerek rs13306436 nin olasi etkisi gézlemlenebilir.
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rs13306436A varyantinin degisikligi yiiziinden baglanma bolgesi kaybeden ve kazanan
diger miRNA’lar hakkinda literatiirde sporla iliskili olabilecek bir ¢aligmaya

rastlanilmamustir.

Tespit edilen diger varyantlarin 3 tanesi ise kodlama yapan bdlgede bulunmaktadir. Bu
lic varyanttan rs13306435 regulomeDB’de 2a skoru ile 6nemli bir regiilator varyant
olarak gozlemlenirken diger varyantlar orta derecede Onemli olarak skorlanmustir.
rs13306435 varyanti her iki Ornek grubumuzda da gozlemlenirken iki 6rnek grubu
arasinda anlaml bir farklilik bulunmamakla birlikte varyant Avrupa popiilasyonunun
mindr alel frekansi ile uyumlu bir sekilde bu calismanin 6rnek gruplarinda da tespit
edilmistir. Rs13306435 varyanti yanlis anlamli bir varyanttir. Yapilan in-silico
analizlerle birlikte tolere edilebilir bir protein degisikligine sebebiyet verdigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, rs13306435 varyanti iizerine iligkilendirilme ¢aligmalari
literatiirde bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada rs13306435 A alelilinin siyatik ile
iligkili olabilecegi gosterilmistir (Noponen-Hietala vd., 2005). Ayrica, yapilan bir
caligmada da pediatrik akut lenfoblastik 16semi’de hematolojik toksisiteye atfedilen
tiopurin intoleransi ile rs13306435 iliskili olarak bulunmus ve IL-6’nin tiopiirin
intoleransinin genetik belirleyicilerinden biri oldugu 6ne siiriilmiis (Kim vd., 2021). Bu
caligmalar haricinde yapilan diger calismalarda obezite, COVID-19 ve dang hummasi
tizerine iliskilendirme yapilmaya calisilsa da rs13306435 ile anlamli bir iliskisi

bulunamamistir (Maculewicz vd., 2021; Dos Santos vd., 2023; Mahmood vd., 2022).

Bir diger tespit edilen varyant rs747302620 ise in-silico analizlerde orta derecede etkili
bir regiilator bolge olarak gozlemlenmis bir yanlis anlamli varyanttir. Literatlirde
tizerine herhangi bir ¢alisma bulunmayan bu varyant, yapilan bu ¢aligmada da gruplar

arasinda herhangi bir anlamlilik ifade etmemekteydi.

Kodlama bolgesinde rastlanilan ve sporcu grubunda da sedanter grupta da gozlemlenen
es anlamli bir varyant ise rs2069849'dur. Avrupa popiilasyonu ile benzer frekansta tespit
edilen varyant in-silico analizlerde orta derecede regiilator 6neme sahip bulunurken
protein yapisinda tolere edilebilen bir degisim gostermistir. Rs2069849 T aleli yapilan
bir calismada osteoporoz riskini = arttirdigi  gosterilmistir  (Ji  vd., 2019).

Immiinoglobulin-A eksikligi iizerine yapilan bir calismada ise rs2069849 T alelinin
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hastaliktan koruyucu bir etki yapabilecegi gosterilmistir (Lopez-Mejias vd., 2008).
rs2069849 T aleli baska bir calismada ortodontik mini implant kaybi ile
iliskilendirilmistir (Reichow vd., 2016). Yapilan bir baska calismada ise rs2069849 T

alelinin agiz yanmasi sendromu ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Lima, 2014).

Yapilan ¢alismamizda tespit edilen 3’UTR varyant1 rs13306436 G>A sporcularda daha
sik goriilmesi ve etki ettigi miRNA baglanma bélgeleri agisindan dikkat ¢ekmistir. Ileri
calismalar ile bu bolgedeki miRNA baglanma bolgelerinin etkisini destekleyecek
calismalar yapilabilir. Bununla birlikte sporla iligkili 6nemli genlerin 3’UTR
varyantlarinin sporcular arasindaki frekanslarinin incelenmesinin atletik performansta
etkisi olabilecek miRNA’lar ile iligkili metabolik siirecleri aydinlatabilecek yeni

yolaklarin kesfedilmesi igin dnemli olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ yakalanmamasinin nedenleri
farkli limitasyonlara bagli olabilir. Bunlardan birine ornek alinan sporcularin
performans degerlendirilmesindeki limitasyon sayilabilinir. Sporcularin performans
derecelerinin daha da yiiksek tutulmasi, 6rnegin g¢alisma grubuna sadece olimpik
seviyede sporcularin dahil edilmesi sporcu oOrnek grubunda mindr alel frekansini
arttirabilir. Ayrica, ornek grubu hedeflenen varyantlarin tesipiti igin yeterli olsa da
ornek grubu sayisinin arttirilmasi daha anlamli iligkiler bulmak agisindan calismayi

giiclendirebilirdi.

Sonug olarak tespit edilen varyantlarin hicbiri anlamli olarak sporcu ve sedanter grup
arasinda farklilik gdstermezken rs13306436 G>A 3’UTR varyantinin istatiksel
anlamliliga meyilli trend gosteren p-value (0.08) degerinde bulunmasi yapilacak sonraki
caligmalar i¢in 6nem arz etmektedir. Ayrica, sporla iligkili genlerde 3’UTR boélgesinin
incelenmesi regiilatdr oneme sahip ve mirSNP iceren atletik performans ile iligkili yeni
metabolik yollar bulunmasi acisindan Onem tasiyabilecegi bu tez calismasi ile

gosterilmistir.
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