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0z
Giris: CTLA-4 (sitotoksik T-lenfosit iligkili antijen 4) geni, immiinoglobulin gen siiper ailesinin bir tiyesidir ve T hiicrelerine inhibe edici
bir sinyal ileten proteini kodlamaktadir. Son giinlerde immiin kontrol noktas: olan CTLA-4 geni arastirilan genler arasindadir. Bu ¢alismada

amag; CTLA-4 geninde olugan gesitli polimorfizmlerin, CTLA-4 geni ile benzer genlerin Otoimmiin Tiroid Hastaligi (OTH) patogenezine
katkida bulunabilecegini in silico olarak degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: Calijmamizda CTLA-4 geni ile benzer genleri bulmak i¢in GeneMania ve STRING veri tabanlari, tek niikleotid
polimorfizmlerini (SNP’leri) bulmak i¢in Polyphen2, Exome Variant Server ve SIFT veritabanlari, mikro RNAlar1 tespit etmek i¢in; miRDB
ve miRWalk veritabanlar: kullanild.

Bulgular: Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore; FYN geninin OTH’nin patogenezine katkida bulunabilecegini, CTLA-4 geniyle iliskili
(rs201778935, rs138279736, 1s369567630 ve rs376038796) siipheli SNP’lerin oldugunu tespit ettik.

Sonug: Caligmamizda 31 miRNAnin mesajct RNAlarin protein tiretmesini diizenleyici rol iistlendiginden, terapotik agidan 6nemli oldugunu
disiinmekteyiz. Biyoinformatik yontemlerle degerlendirdigimiz bu ¢aligma, ilerde laboratuvar ortaminda uygulanarak, bir¢ok hastaligin
patogenezinin aydinlatilmasina katkida bulunabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: CTLA-4, in silico, mikro RNA, tek niikleotid polimorfizmi, biyoinformatik

ABSTRACT

Introduction: CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated antigen-4) gene is a member of the immunoglobulin gene superfamily,
encoding the protein that transmits an inhibiting signal to T cells. The CTLA-4 gene is an immune checkpoint among the genes being
investigated nowadays. The aim of this study was to find various polymorphisms in the CTLA-4 gene may contribute to the pathogenesis
of autoimmune thyroid disease (AITD) by investigating the genes that are similar to the CTLA-4 gene.

Material and Method: In our study, we used GeneMania and STRING databases to find similar genes with CTLA-4 gene, then we used
Polyphen2, Exome Variant Server and SIFT databases to find single nucleotide polymorphisms (SNPs), miRDB and miRWalk databases were
used to detect micro RNAs in the CTLA-4 gene. According to our results, we found that the FYN gene may contribute to the pathogenesis
of AITD.

Results: We discovered SNPs (rs201778935, rs138279736, rs369567630 and rs376038796) that are associated with the CTLA-4 gene. In our
study, we have thought that 31 miRNAs are therapeutically important, they play a regulatory role in the production of proteins by messenger
RNAs.

Conclusion: We believe that this study, which we evaluated with bioinformatics methods, can contribute to the explanation of the
pathogenesis of many disease by performing lab based experiments in the future.
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GIRIS

Sitotoksik T lenfosit iliskili antijen 4 (CTLA-4),
immiinoglobulin gen siiper ailesinin bir iyesidir
ve T hiicrelerine inhibe edici sinyal ileten, proteini
kodlamaktadir (1). Bu protein bir V domaini, bir
transmembran domain ve bir sitoplazmik kuyruk
icermektedir. Farkli izoformlar1 kodlayan alternatif
transkripsiyonel ek varyantlari karakterize edilmistir.
Membrana bagl izoform, bir disiilfiir bag: ile birbirine
baglanmis bir homodimer olarak islev goriirken,
¢Oziiniir izoformu monomer olarak islev gormektedir (2-
5). CTLA-4; (CD152 olarak da bilinir) immiinolojik bir
kontrol noktasidir ve periferik toleransin korunmasinda
merkezi ve Onemli bir role sahiptir (6,7). CTLA-4,
CD28e homolog olmasina ragmen; CTLA-4 hiicre
ici kompartmanda bulunur ve sadece istirahat eden
T hiicrelerinin yiizeyinde minimal olarak eksprese
olmaktadir (8). Her iki reseptoér de antijen sunan
hiicrelerin (APC’lerin) yiizeyinde ifade edilen bir CD80
ve CD86 olmak iizere cift ligand paylagmaktadir. CD28,
daha yiiksek afiniteli CD80 dimeri ve daha diisiik afiniteli
olan CD86 monomeri ile etkilesime girerek T hiicresi
reseptorii (TCR) sinyalleri ile birlikte T hiicre aracili co-
stimulasyona aracilik eder (9).

Otoimmiin hastaliklarin ¢ogunda kalitim paterni ¢ok
karmagiktir. Major histokompabilite kompleksi (MHC),
otoimmiin hastaliklara yatkinlikta temel genetik bilesen
olarak gosterilmistir, ancak diger genlerin de dahil olmas:
muhtemeldir. Fonksiyonel ve deneysel verilere dayanarak,
CTLA-4’i kodlayan genin, otoimmiiniteye duyarlilik
kazandirmak i¢in aday bir gen oldugu one siiriilmiistiir
(10). Bu gendeki mutasyonlar tip 1 diabetes mellitus (11),
¢olyak hastaligi (12), sistemik lupus eritematozus (13),
tiroid ile iliskili orbitopati ve diger otoimmiin hastaliklar
ile iliskilendirilmistir. ~Gliniimiizde, popiilasyonun
yaklasik %5’i otoimmiin tiroid hastaliklar1 (OTH) ile
yasamini siirdiirmektedir. Yapilan ¢alismalar hastaligin
olusmasinda etkili olan genetik faktorlerin ya da genetik
yatkinligin altini ¢izmistir. Son giinlerde immiinolojik
bir kontrol merkezi olan CTLA-4 geni arastirilan genler
arasindadir. Biz de bu ¢alismada CTLA-4 geniyle iliskili
benzer genleri, bu gende bulunan polimorfizmleri ve
miRNAlar1 OTH’larin olusum mekanizmasina katkida
bulunmasi amaciyla degerlendirdik.

GEREC VE YONTEM

Tiim prosediirler etik kurallara ve Helsinki Ilkeler
Bildirgesine uygun olarak gergeklestirilmistir. Bu
calismada in silico metotlar kullanilmistir ve herhangi bir
etik kurul onay1 gerektirmemektedir.

CTLA-4 Geni Hakkindaki Verilerin Toplanmasi
CTLA-4 geni hakkindaki veriler Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) (14) ve National Center for
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Biological Information (NCBI) sitelerinden toplanmuistir
(15). CTLA-4 geninin SNP bilgileri (protein erisim
numarast ve SNP ID) NCBI dbSNP ve SWISS Prot
veritabanlarindan alinmigtir (16).

CTLA-4 ile Fonksiyonel Olarak Benzer Genlerin
Analiz Edilmesi

Caligmamizda CTLA-4 geni ile fonksiyonel olarak benzer
genlerin analizi GeneMania ve STRING veritabanlar:
yardimiyla gergeklestirildi (17,18). Bu veritabanlari
aracihg ile fiziksel etkilesimler, ortak ifadeler, ortak
lokalizasyon, ortak genetik etkilesimler gosterildi. [Bu
verilere https:// genemania. org ve http://www.bork.
embl-heidelberg.de/STRING/ adresinden ulasilabilir.]

CTLA-4 Genindeki Siipheli SNP’lerin Tespiti

Exome Variant Server, Ulusal Kalp, Akciger ve Kan
Enstitiisi  (NHLBI) tarafindan desteklenen bir veri
tabanidir (19). Bu veri tabaninin amaci kalp, akciger
ve kan bozukluklarina yeni genler ve mekanizmalar
bulmaktir [Bu veritabanina http://evs.gs.washington.
edu/EVS/ adresinden ulagilabilmektedir]. Exome Variant
Server Avrupali Amerikan popiilasyonu allel sayilar
ve Afrikali Amerikan popiilasyonu allel sayilarinin
gozlemlenmesineizin vermektedir. Calismamizda CTLA-
4 genindeki stipheli SNP’ler analiz edildi. Sonuglarimiz
SIFT ve Polyphen2 veritabanlar1 ile karsilastirilarak,
degerlendirildi (20,21).

CTLA-4 Genindeki miRNA’larin Bulunmasi

miRDB; hedef miRNA tahmini yapmak i¢in kullanilan
bir veritabanidir. miRDB insan, fare, sican, kopek ve
tavuk gibi bes farkli tiirde hedef miRNA tahmini yaparak,
fonksiyonel olarak aktif miRNAlar1 tanimlamaktadir.
Calismamizda insanda CTLA-4 genine 6zgii miRNA
tahmini yapildi ve miRDB veritabaniyla bulunan hedef
mIRNAlar, m[RWalk veritabani yardimiyla kargilastirilip,
degerlendirildi (22,23). [Bu verilere http://mirdb.org/
ve  http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/  adresinden
ulagilabilir].

BULGULAR

CTLA-4 ile fonksiyonel olarak benzer, on farkli gen
STRING ve GeneMania veritabaniyla analiz edildi.
Bunlar; FOXP3, ITGA4, IL17A, ICOSL, ITGAL, CD86,
CD80, FYN, PTPNI11 ve LCKdir (Sekil 1). Daha
sonrasinda CTLA-4 geninde bulunan Avrupali Amerikan
ve Afrikali Amerikan irklarina ait siipheli SNP’ler Exome
Variant Server, Polyphen2 ve SIFT veritabanlariyla
tespit edildi. Avrupali Amerikan ve Afrikali Amerikan
popiilasyonlarina ait 34 mutasyon tespit ettik (Tablo
1). Son olarak; CTLA-4 genindeki miRNAlar miRDB
veritabaniyla bulunarak, mirWalk veritabaniyla valide
edildi. CTLA-4 geninde bulunan, énemli oldugunu
diistindiigiimiiz 31 miRNA tespit ettik (Tablo 2).
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Tablo 1. Missense (kirmiz1), coding synonymous (yesil), UTR (turuncu), intron (beyaz) NHLBI Exome Sequencing Project’i tanimlayan

CTLA-4 geninin SNP’leri

Avg.
Sample ] cDNA PolyPhen2
rs ID Alleles All Alleles All Genotype # Read GVS Function Change (@l )
Depth
15201778935 C>T  T=1/C=13005 TT=0/TC=1/CC=6502 118 missense c22C>T d probably-
amaging:1.0
rs138279736 G>A  A=3/G=13003  AA=0/AG=3/GG=6500 123 missense c23G>A 4, Provably
amaging:0.996
rs146541851 A>G G=1/A=13005 GG=0/GA=1/AA=6502 127 missense c.28A>G benign:0.0
1$376591332 C>T  T=1/C=13005 TT=0/TC=1/CC=6502 135 coding- c42C>T unknown
synonymous
rs231775 A>G  G=4805/A=8201 GG=881/GA=3043/AA=2579 140 missense c.49A>G benign:0.015
1516840275 G>C C=122/G=12884 CC=0/CG=122/GG=6381 141 coding- ¢.75G>C unknown
synonymous
15145950656 C>T  T=2/C=13004 TT=0/TC=2/CC=6501 136 coding- c.87C>T unknown
synonymous
rs369567630 CsT  T=1/C=13005 TT=0/TC=1/CC=6502 133 rEnse 4T probably-
amaging:0.999
rs372230996 G>T T=1/G=13005 TT=0/TG=1/GG=6502 79 intron c.109+32G>T unknown
15376571886 C>T  T=1/C=13003 TT=0/TC=1/CC=6501 27 intron ¢.110-39C>T unknown
1s376860736 G>A  A=2/G=13004 AA=0/AG=2/GG=6501 29 intron c.110-34G>A unknown
rs369073139 T>C C=2/T=13004 CC=0/CT=2/TT=6501 32 intron c.110-28T>C unknown
rs369257616 C>A A=1/C=13005 AA=0/AC=1/CC=6502 36 intron c.110-22C>A unknown
15146200342 C>T  T=1/C=13005 TT=0/TC=1/CC=6502 68 coding- c.139C>T unknown
synonymous
1s373393185 G>A  A=1/G=13005 AA=0/AG=1/GG=6502 98 coding- c.171G>A unknown
synonymous
15139154557 T>C  C=1/T=13005 CC=0/CT=1/TT=6502 129 coding- c.246T>C unknown
synonymous
rs376038796 C>T  T=1/C=13005  TT=0/TC=1/CC=6502 136 missense c2s7C>T Probably.
amaging:1.0
rs370443546 A>G G=1/A=13005 GG=0/GA=1/AA=6502 141 missense c.268A>G benign:0.002
rs144988077 G>A A=2/G=13004 AA=0/AG=2/GG=6501 131 missense c.326G>A benign:0.366
1$372929906 G>A  A=2/G=13004 AA=0/AG=2/GG=6501 115 coding- c.372G>A unknown
synonymous
15147679342 G>A  A=1/G=13005 AA=0/AG=1/GG=6502 100 coding- c.390G>A unknown
synonymous
1s376126248 A>T  T=1/A=13005 TT=0/TA=1/AA=6502 77 coding- CAL4AST unknown
synonymous
1$368427057 C>T  T=2/C=13004 TT=0/TC=2/CC=6501 46 intron c.457+12C>T unknown
rs41265959 T>C C=2/T=13004 CC=0/CT=2/TT=6501 40 intron c.457+24T>C unknown
rs200271600 G>T T=1/G=13005 TT=0/TG=1/GG=6502 111 intron c.458-24G>T unknown
15200657280 G>A  A=2/G=13004 AA=0/AG=2/GG=6501 165 coding- C.468G>A unknown
synonymous
rs200657280 G>A A=2/G=13004 AA=0/AG=2/GG=6501 165 intron c.457+455G>A unknown
15375949600 G>A  A=2/G=13004 AA=0/AG=2/GG=6501 192 coding- c.516G>A unknown
synonymous
rs375949600 G>A A=2/G=13004 AA=0/AG=2/GG=6501 192 intron c.457+503G>A unknown
15146571801 A>T  T=1/A=13005 TT=0/TA=1/AA=6502 160 coding- C.546A>T unknown
synonymous
rs146571801 A>T  T=1/A=13005 TT=0/TA=1/AA=6502 160 intron c.457+533A>T unknown
rs369757839 G>A A=1/G=13005 AA=0/AG=1/GG=6502 58 utr-3 cX12G>A unknown
rs373219319 A>G G=2/A=13004 GG=0/GA=2/AA=6501 50 utr-3 c.*26A>G unknown
134162447 A>G G=10/A=12996 GG=0/GA=10/AA=6493 45 utr-3 c.¥34A>G unknown
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Sekil 1. CTLA-4 ve CTLA-4 ile iliskili genlerin aralarindaki
baglantnin degerlendirilmesi (fiziksel etkilesimler pembe, co-
expression lila rengi ile gosterilmistir.)

Tablo 2. CTLA-4 genindeki miRNATar

%‘;ﬁf Tstl;)grit miRNA Name Gene Symbol
1 100 hsa-miR-5011-5p CTLA-4
2 100 hsa-miR-190a-3p CTLA-4
3 95 hsa-miR-7-1-3p CTLA-4
4 95 hsa-miR-7-2-3p CTLA-4
5 95 hsa-miR-1250-3p CTLA-4
6 94 hsa-miR-4255 CTLA-4
7 92 hsa-miR-3177-5p CTLA-4
8 92 hsa-miR-4778-3p CTLA-4
9 91 hsa-miR-3658 CTLA-4
10 90 hsa-miR-6715b-3p CTLA-4
11 89 hsa-miR-7162-5p CTLA-4
12 89 hsa-miR-516b-3p CTLA-4
13 89 hsa-miR-516a-3p CTLA-4
14 88 hsa-miR-548p CTLA-4
15 87 hsa-miR-496 CTLA-4
16 86 hsa-miR-542-3p CTLA-4
17 85 hsa-miR-502-5p CTLA-4
18 83 hsa-miR-3148 CTLA-4
19 81 hsa-miR-4424 CTLA-4
20 81 hsa-miR-6868-3p CTLA-4
21 80 hsa-miR-6124 CTLA-4
22 80 hsa-miR-6715a-3p CTLA-4
23 80 hsa-miR-4311 CTLA-4
24 80 hsa-miR-7843-3p CTLA-4
25 79 hsa-miR-324-5p CTLA-4
26 78 hsa-miR-6716-5p CTLA-4
27 78 hsa-miR-656-3p CTLA-4
28 78 hsa-miR-3121-5p CTLA-4
29 77 hsa-miR-6499-3p CTLA-4
30 76 hsa-miR-3910 CTLA-4
31 75 hsa-miR-6083 CTLA-4
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TARTISMA

CTLA-4; APCller tzerindeki CD80 ve CDS86
gibi ayni ligandlar1 kullanarak pozitif ve negatif
kostimiilasyona aracilik eden, T hiicreleri tizerindeki
birincil es reseptorlerdir. CD28’in tetiklenmesiyle, IL-2
tretimi ve T hiicresi proliferasyonu giicli bir sekilde
diizenlenmektedir (24). CTLA-4; CD28 aracili etkilere
engel olmakla kalmaz, ayni zamanda apoptoza karsi
direnci arttirarak sinerjiye de neden olabilmektedir
(25). CTLA-4 diizenleyici T hiicreleri (Tregs) efektor
T hiicrelerinin fonksiyonlarini kontrol eder ve boylece
periferik toleransi korumada kilit oyuncudur (26,27).
Deneyimizin ilk asamasindan elde ettigimiz verilere gore;
CTLA-4 geninin FOXP3,ITGA4, IL17A,ICOSL, ITGAL,
CD86, CD80, FYN, PTPNI11 ve LCK genleri ile hem
fiziksel etkilesim hem de ortak ekspresyonun oldugunu
tespit ettik. Tespit ettigimiz her benzer genin literatiirde
immiin sistemde ¢ok o6nemli fonksiyonunun oldugu
tanimlanmistir. Ornegin; IL-17A, ¢esitli mikrobiyal
patojenlere ve doku iltihabina kars1 konak savunmasinda
kritik bir rol oynamaktadir (28). FOXP3’tin fonksiyonu,
NFAT ve NF-«xB'n islevini bastirmaktir. IL-2 ve efektor
T-hiicresi sitokinleri de dahil olmak iizere bircok genin
ekspresyonunun bastirilmasina yardimci olmaktir (29).
Daha o6nceki ¢alismalar; ICOSL, FOXP3, IL17A, CD86,
CD80, PTPN11 otoimmiin tiroid hastaliklariyla (OTH)
iliskili oldugu gosterilmistir (30-33). Sekil 1de gosterilen
CTLA-4 geninin ortak ekspresyon yaptigi genlerden
biri de FYN genidir ve heniiz bu gen hakkinda OTH
hastaliklariyla ilgili bir ¢aligma yapilmamistir. Bu gen
protein tirozin kinaz onkogen ailesinin bir iiyesidir ve
hiicre biiylimesinin kontroliinde yer alan, zarla iligkili
bir tirozin kinazi kodlamaktadir (34). Gelecekte FYN’nin
OTHyla iliskisini ortaya ¢ikaracak deneysel ¢alismalar
yapilabilecegini diisiinmekteyiz.

miRNAlar  gelisimsel agidan mesajcr RNAlarin
protein {retmesini diizenleyici rol dstlendiginden,
terapotik agidan onemli oldugu diistiniilmektedir (35).
Caligmamizin t¢linci ve son bolimii olarak, CTLA-
4 genindeki miRNATar1 tespit ettik ve CTLA-4 genine
ait onemli oldugunu disiindiigiimiiz 31 adet miRNA
tanimladik.

Giinimiizde polimorfizm ¢alismalar1  biyobelirteg
olarak kullanildig1 i¢in oldukga revagtadir. Polimorfizm
caligmalar; hastaliga yakalanma riski, kisinin hastaliga
kars1 verdigi immiin cevap ve ilaglara karsi gozlenen
yan etkiler hakkinda bilgi vermektedir. Caliyjmamizda
ikinci olarak in silico araclar1 kullanarak, CTLA-
4 genindeki polimorfizmleri tespit ettik, Tablo 1de
Exome Variant Server, SIFT, Polyphen2 veritabanlariyla
klinik baglantis1 heniiz aragtirilmamis 34 SNP bulduk.
Bunlardan 8 tanesi missense mutasyondu. $iipheli olarak
tanimlanan missense mutasyonlardan 1s201778935,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs201778935
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rs138279736, 1369567630 ve 15376038796’ n1n
muhtemelen hasar verici tek niikleotid polimorfizmi
oldugu diistiniilmektedir.

SONUC

Calismamizin  sonucunda 31 miRNAnin mesajci
RNATarin protein iiretmesini diizenleyici rol tstlendigi
ortaya konulmus olup bu bulgunun terapotik agidan
onemli oldugunu disiinmekteyiz. Buldugumuz tek
niikleotid polimorfizmleri hakkinda literatiirde hentiz bir
calisma bulunmamaktadir. Ilerde bu polimorfizmlerin
OTH ile iliskisi deneysel olarak kanitlanmaya muhtagtir.
Biyoinformatik yontemlere dayandirilarak yapilan
bu arastirmamizin ilerde laboratuvar ortaminda
uygulanacak bir¢ok molekiiler ¢aligmaya 6ncii olacagini
ongormekteyiz.

ETiK BEYANLAR

Etik Kurul Onayr: Bu calismada in silico metotlar
kullanilmistir ve herhangi bir etik kurul onay1
gerektirmemektedir.

Aydinlatilmis Onam: in silico analiz oldugu i¢in
aydinlatilmis onami gerektirmemektedir.

Hakem Degerlendirme Siireci: Harici ¢ift-kor hakem
degerlendirmesi.

Cikar Catismast Durumu: Yazarlar bu c¢alismada
herhangi bir c¢ikara dayali iliski olmadigini beyan
etmiglerdir.

Finansal Destek: Yazarlar bu ¢alismada finansal
destek almadiklarini beyan etmislerdir.

Yazar Katkilari: Yazarlarin tiimii; makalenin tasarimina,
yiritiilmesine, analizine katildigin1 ve son siiriimiinii
onayladiklarini beyan etmislerdir.
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