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u calisma, genetik olarak dogrulanmig gelisimsel Ve\
epileptik ensefalopati (GEE)’li hastalarda ACTH nin
etkinligini degerlendirmeyi ve belirli varyantlarin
ACTH ile iligkili protein etkilesim aglarini

inceleyerek hedefe yonelik tedavi yaklasimlarina katki

@glamayl amaclamaktadir. /
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VUS Dahil Edilme Kriterleri
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Fenotip ve klinik bulgularla
:.0‘ 245 HaSta uyumlu olmalari
& (2017 ILAE kriterlerine gore GEE tanil) : )
Dislananlar
> x (32 metabolik, 51 yapisal, 16 yapisal-
v ’ genetik, 1 enfeksiyoz, 81 bilinmeyen)
Q& 64 Hasta
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(Genet'k GEE) Birden fazla in silico protein
modelleme araci ile zararl etki Beklenen kalitim modeline
ongorilmesi kosullarini uveunluk edstermeleri
¥ saglamalari halinde dahil A\ g
edilmistir.
: 23 Hasta
(Klinik stirecte sentetik ACTH / peen Bop=h =k .
tetrakozaktid alanlar) i
Dislananlar
> | x (2 kromozomal anomali, 11 hasta
veri yetersizligi) N
A S e =
Benzer sekilde etkilenmis
10 Hasta bireylerde segregasyon
(Calismaya dahil edilen, genetik ve gostermeleri

klinik verisi tam kohort)




Sentetik ACTH (tetrakozaktid; Synacthen®) uygulama protokolii'
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Etkinlik Degerlendirmesi

Nobet siklig1, bakim veren gozlemlerine gore ve baskin nobet tipi lizerinden
degerlendirildi.

Tedavi Oncesindeki, tedavi sonrasi 14. giin (kisa donem) ve 3. ayda (orta donem),

glinliik nobet sayisi, EEG zemin aktivitesi ve epileptiform desar) 6zellikleri
kaydedildi.

YANIT KRITERLERI

KISA DONEM (14. GUN) ORTA DONEM (3. AY)

@ Tam nébetsizlik —> COK iYi
II\; >%50 azalma —3 | YANIT VEREN

1Y) 2%50azalma

N <%50azalma —3 | YANIT VERMEYEN
@ <%50 azalma —> KOTU II'



VARYANT

SINIFLAMASI

PROTEIN PROTEIN
ETKILESIMI (PPI)

AG ANALIZi VE

GORSELLESTIRME

Genetik Analiz

ACMG ve ClinGen oOnerileri Ebeveyn segregasyonlari

In silico protein modelleme

KEGG yolak haritasi

Noroaktif ligand—reseptor Aldosteron sentez ve salgilama
(hsa04080) (hsa04925)

Kortizol sentez ve
salgilama (hsa04927)

-

Confidence = 0,7 i
STRING | Cytoscape

network Deneyler + Veri tabanlari 3.10

Degree & betweenness
centrality

Prefuse force-directed
layout

GeneOntology — PanGO arayuzu

Molekuler fonksiyon Biyolojik sure¢

Hucresel bilesen



Sonuclar

e (Calisma kohortu, genetik olarak dogrulanmis GEE tanil1 10 hastadan olusmakta olup, bunlarin dordii
erkek (%40) ve altis1 kizdi (%60).
* Hastalarin %50’inin ailelerinde akraba evliligi oykiist vardi.

\ e N
Basvuru Genetik tani | Takip sliresi:
yasi: 7 ay (3— yasli: 23 ay 47 ay (38—
17) (15-29) 61)
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Tablo 1. Calisma kohortunda molekuler genetik bulgular

Hasta . N . ClinVar

No Gen (Transkript No) Varyant Rs ID Zigosite Segregasyon ACMG Simiflamasi (Kriterler) Siniflamas: (ID) Referans
1 SMCIA (NM_006306.3) c.3037C>T, p.GIn1013* - Heterozigot NA Olasi patojenik (PVS1, PM2) - Yeni

2 SCN24 C.4644G>A, p.Met15481le - Heterozigot  De novo Olast patojenik (PS1_P, PMI, PM2, § Yeni

(NM_001040142.1) PMS5, PP2, PP3)

‘ 3 %3%24272 6.4) ¢.785T>C, p.Phe262Ser - Homozigot NA VUS (PM2, PP3_M) -

SCN2A4 . Patojenik (PS2, PS3, PM1, PM2, PM4 Patojenik (ID: PMID:
4 (NM__001040142) c.2558G>A, p.Arg853GIn 15794727152  Heterozigot NA PP2, PP3 M) 194555) 23935176
5 PIGT (NM_015937.6)  c.1519C>T, p.Arg507Trp  rs146484791 Homozigot  Her iki ebevejn Olasi patojenik (PS3, PM2, PMS) VUS (ID: PMID:
- ' > ’ ’ 1003026) 36970549

‘ 6 gMC]\%Ilgﬂ 5293.1) €.6233C>T, p.Ser2078Leu - Heterozigot VUS (PM2_M, PP2) -

c.1378-
7 CHD2 (NM_001271.4) 3 _1380delinsTTGGTCT, - Heterozigot  De novo Olas1 patojenik (PVS1, PM2) - Yeni
p.?
. o PMID:
8 SCNIA (NM_006920.6) c.473A>G, p.Glul58Gly - Heterozigot NA Patojenik (PM2, PMS5, PP2, PP3 S) - 37955180
9 ZNF526 (NM_133444.2) c.114dup, p.Glu39* - Homozigot NA Olas1 patojenik (PVS1_S, PM2) - Yeni

‘ 10 &’UML ’;; 1aassoq)  ©10228GC.p.Asp3410His Heterozigot VUS (PM2_M, PP2_P) -



Tablo 2. Baslangi¢ nébet 6zellikleri ve ACTH tedavisine erken ve orta dénem yanitlar

Hasta Nobet
baslangig¢
No
yasi (ay)
1 3
SCN2A
0
3 4
4 7
PIGT
) 5 16
6 4
7 17
8 4
9 4
10 4

ACTH
baslama

yasi (ay)

28

48

30

42

15

ACTH
dozu

(mg)

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

ACTH
enjeksiyon
sayisli

10

10

12

10

Baskin nobet tipi

Jeneralize tonik

infantil spazm

Jeneralize miyoklonik +
jeneralize tonik

infantil spazm

Atipik absans + jeneralize
miyoklonik

infantil spazm

Jeneralize atonik

infantil spazm

Absans ile/olmadan g6z
kapagi miyoklonisi

infantil spazm

Elektroklinik
sendrom

EIDEE

EIDEE

LGS

IESS

EMALtS

IESS

EMAtS

IESS

EMALtS

IESS

Baslangig

nébet siklig

(gilinliik)

40

10

20

50

20

20

>100

30

iliskili varyantlar; SCN2A, ELOVL4, PIGT, CACNA1E, SCN1A, ZNF526, TRRAP

Kisa dénem

anit

Koti

Cok iyi

Cok iyi

Orta donem yanit

Yanit vermeyen

Yanit vermeyen

NA

i

Baslangig
ASM’ler

LEV, PB, VGB

LEV, VGB

CLZ, VPA, ZNS

VGB, TPM

VPA, RUF, CLZ

VGB, PB

VPA, CBZ

VGB, VPA

LEV, PB

VGB

Orta donem
ASM’ler

PB, RUF, CBZ,
VPA

LEV, TPM

CLZ, VPA, LEV

CBZ, VPA, TPM

VPA

VPA, PB

CBZ, LEV, ESM

VPA

LEV, CBZ

VGB



Gene Ontology: Molecular Functions

Chromatin binding- . Molekduler fonksiyonu anote edilmis sekiz genden,;
e . . v" Ugli iyon kanal aktivitesinde (CACNATE, SCN1A, SCN2A)
g = v Ikisi DNA baglanmasinda (CHD2 ve SCM1A)
Faty acid longase activiy - . v Biri ise lipid metabolik islevlerinde (ELOVL4) fonksiyon
High voltage-gated calcium . gOstermektedir
.- En yaygin molekiiler fonksiyon iyon kanal aktivitesi olarak
S & 3 03 o3 & belirlendi
s 8 8 % § 3

GENES

Sekil 1. Gene Ontology verilerinin i1si haritasi ile gosterimi



Gene Ontology: Biological Processes

Attachment of GPI anchor to protein - .

Calcium ion import across plasma |
membrane

Cardiac muscle cell action potential _
involved in contraction

Chemical synaptic transmission .

DNA repair—dependentr g;?cmﬂ; . . o . )
Faty acid dangaton, manounsaturated. = B|onOJ|I_< islevlerine gore bu genler;
Fatty acid elongation, ponun?aatt:;aaigg_ . W v |yon transportunda
rerty aeid elongation, saturated ] v' Kas kasiima sureglerinde

Nucleosome organization -

Regulation of DNA-templated _
transcription

v’ Lipid metabolizmasinda
v Transkripsiyon, DNA tamiri, kardes kromatid kohezyonu gibi
Sister chromatid cohesion - . |§|eV|erde yer almakta

Sodium ion transmembrane transport - ..

Sphingolipid biosynthetic process -

Biyolojik islevlerde iyon transportu ve hucre dongu islevleri one
cikmakta

Very long-chain fatty acid biosynthetic _
process

o
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835§ ¢
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GENES

Sekil 1. Gene Ontology verilerinin i1si haritasi ile gosterimi



ACTH Etki Mekanizmasi

Adrenal Korteks
MC2R

ACTH
(Tetrakozaktid)

Adenilat
Siklaz

StAR Protein
Fosforilasyonu

P

ﬁ -
Steroidogenezle Iligkili

Transkripsiyon Faktorlerinin
Fosforilasyonu

Ca?* / Kalmodulin
Kompleksi

Kalmodulin

eslesmesini kolaylastirir — adenilat

siklaz aktivasyonunu artirir |
Ca®*"a duyarli adenilat siklaz izoformlarini :
dogrudan aktive edebilir - cAMP |
Uretimini daha da artirir :

1 cAMP iretimi

CACNALE (CaV2.3 - R-tip Ca* kanali)

 Ca?* baglanmasi, kalmodulinin
kanalin IQ domaini ile etkilesimini saglar

» Ca®*"a bagimli inaktivasyon geri
besleme mekanizmasini tetikler

— asirt Ca?* girisini sinirlar

iYON KANALI MODULASYONU

Hiicre Disi

SCN2A (Nav1.2 - voltaj kapili Na* kanali) -

« istirahat halinde Ca** icermeyen
kalmodulin 1Q motifine baglanir

« Hiicre i¢i Ca®* artis1 = Ca**/kalmodulin
kompleksi olusur

* 1Q motifinde konformasyonel degisiklik
— kanal fonksiyonunu modiile eder

7

v

AG DUZEYINDE ETKILER (KEGG YOLAK ANALIZi)
Dopaminerjik Sinaps Yolagi (hsa04728)

PRKACA TRRAP
PRKACB (Transformasyon/ _ _potansiyel iliski
PRKACG Transkripsiyon domaini ile

iligkili protein)

(PKA katalitik alt birimleri)

.

insan T-hiicre Lésemi Viriisii 1 Enfeksiyonu Yolag: (hsa05166)

ATF2

(Activating Transcription

Factor 2)

f
: Deneysel kanitlar:
I

Kalmodulin inhibitorleri
| adenilat siklaz aktivasyonu

(S — |

PR ——

SONUC / KLINIK ETKi
+/ lyon kanali fonksiyonlarinin modiilasyonu
v/ Gen transkripsiyonunun diizenlenmesi
v/ Néoronal hiperexcitabilitenin azalmasi

— Antinobet Etki

A\




Uc ayri gen icin arastirilan yolaklardaki genler ile etkilesim saptandi

ATF2
SCN2A PRKACG
PRKACB \
\ SCN1A
CACNA1E /
PRKACA TRRAP
ST SCN2A-CALM10,926 | CACNA1E-CALM1 0,925 SCN1A-PRKACA 0.9
JORNON  SCN2A-CALM20,926 | CACNATE-CALM?2 0,925 SCN1A-PRKACB 0.9 TRRAP-ATF2 0,72
S SCN2A-CALM30,96 | CACNATE-CALM3 0,925 SCN1A-PRKACG 0,9

Sekil 2. Calismaya dahil edilen genler ile tetrakozaktidin etki mekanizmasinda yer aldigi disunulen genler arasindaki protein—protein etkilesim agi

Uzun donem yanit veren olguda varyant saptanan PIGT geni ile arastirilan yolaklardaki genler ile anlamli iligki

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

_____________________________________________



Tartisma

BIZIM CALISIMAMIZ | LITERATUR BULGULARI

8 Cogunluk: iyon kanal genleri "“’Q Protein biyosentezi &
=

hiicresel transport — M DEE riski

® Digerleri:

B Kiotnaiinditzenlonitios mMm  Iyon kanal genleri — daha hafif kognitif etki

Transkripsiyonel regiilasyon |

Ancak:
Multivaryant analizde anlamli degil'.

IESS CALISMALARI

Anatomik yapisal gelisim i oﬁf—c Hiicre i¢i sinyal iletiminde
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Protein homeostazi
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2025;67(8):1004-25.



e Tutarsiz sonuclar

SCNIA / SCN2A e JESS ve diger DEE olgularinda
vaka bazl veriler!-

EQ PIGT / TRRAP

Literatiirde veri yok Net bir

genotip—yanit iliskisi

47 e (Varyant: c.2104G>T; p.Ala702Ser)

1. Zhang Y, Zou LP, Ding YX, He B, Yang G. Association of SCN1A gene polymorphisms with infantile spasms and adrenocorticotropic hormone responsiveness. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2014;18(17):2500-6.

2. Su DJ, Lu JF, Lin U, Liang JS, Hung KL. SCN2A mutation in an infant presenting with migrating focal seizures and infantile spasm responsive to a ketogenic diet. Brain Dev. 2018;40(8):724-7.

3. Royer-Bertrand B, Jequier Gygax M, Cisarova K, Rosenfeld JA, Bassetti JA, Moldovan O, et al. De novo variants in CACNALE found in patients with intellectual disability, developmental regression and social cognition deficit but no seizures. Mol
Autism. 2021;12(1):69.



Sonuc

ACTH, MC2R iizerinden cAMP-PKA yolunu aktive ederken, kalmodulin araciligiyla
kalsiyum ve sodyum kanallar1 izerinde diizenleyici etki gostermekte.

Bu ¢ok katmanli etki, noronal eksitabilitenin azalmasina ve antinobet etkinlige
katki saglamakta.

—

Bu ¢ok katmanl etki, noronal eksitabilitenin azalmasina ve
antinobet etkinlige katki saglamakta.

Klinik, genetik ve protein etkilesim diizeyindeki verilerin birlikte degerlendirilmesi,
tedavi yanitinda 6zellikle iyon kanallari, kalsiyum sinyalizasyonu ve hiicre igi
diizenleyici mekanizmalarin rol oynayabilecegini gostermektedir.

Tedavi yanitinda 6zellikle iyon kanallari, kalsiyum sinyalizasyonu ve hiicre ici
diizenleyici mekanizmalarin rol oynayabilecegini gostermektedir.



Tesekkurler..



Tetrakozaktid (ACTH’nin ilk 24 aminoasidinden olusur) — adrenal kortekste, hiicre
yiizeyindeki MC2 reseptoriine baglanir 12,

MC2R aktivasyonu — adenilat siklaz1 uyarir — cAMP’yi artirir
cAMP — PKA yolagim aktive eder?

PKA — steroidogenezde gorevli StAR proteinini ve 1lgili transkripsiyon faktorlerini fosforile
eder*?

Ca?*/kalmodulin kompleksi adenilat siklaz aktivasyonunu artirir. Kalsiyuma duyarli baz1 adenilat
siklaz izoformlarin1 dogrudan aktive ederek cAMP iiretimini daha da artirabilir 67,

ACTH etkisini MC2R—cAMP-PKA yolu iizerinden gosterir ve bu siire¢ kalsiyum—
kalmodulin sistemi ile modiile edilir.



* Activating transcription factor 2 (ATF2), bazal kosullarda otoinhibitor
etkilesimler nedeniyle inaktif durumdadir.

* Hiicresel stres durumunda stresle aktive olan protein kinazlar
(SAPK’lar), ATF2’y1 fosforile ederek otoinhibisyonu ortadan kaldirir
ve transkripsiyonel aktivasyonunu saglar.



e Kalmodulin, CALM1, CALM2 ve CALM3 genleri tarafindan kodlanmaktadlr.d(;allsma kohortumuzda
yapilan in silico analizler, kalmodulin ile CACNA1E ve SCN2A genleri arasinda potansiyel
etkilefimler oldugunu gostermistir. CACNALE Eeni, voltaj kapih R-tipi kalsiyum kanalinin (CaV2.3)
alk alt birimini kodlamaktadir (37). Kalsiyum baglanmasini takiben kalmodulin, bu kanalin 1Q
domaini ile etkilesime girerek hiicreye asiri kalsiyum girisini sinirlayan kalsiyuma bagimh bir
inaktivasyon geri besleme mekanizmasini tetikler (38).

* SCN2A geni ise voltaj kapili sodyum kanali NaV1.2'nin a alt birimini kodlamaktadir (37).
NaV1.2'nin 1Q motifi, kalmodulin icin bir baglanma bolgesi olarak gorev yapar. Istirahat
kosullarinda kalsiyumsuz kalmodulin bu bolgeye baEIanlrken, hicre ici kalsiyum dizeylerinin
artmasiyla Ca?*/kalmodulin kompleksinin olusumu bu bélgede konformasyonel bir degisiklige yol
acarak kanal fonksiyonunu module eder (39).

* Buna ek olarak, cAMP-bagiml Erotein kinazin katalitik alt birimlerini kodlayan PRKACA, PRKACB ve
PRKACG genlerinin, KEGG yolak analizine gére dopaminerjik sinaps yolunda (hsa04728) SCN1A ile
potansiyel olarak iliskili oldugu gosterilmistir (37, 40). Bu yolaklarda etkilesim gosterdigi
distnilen bir diger gen olan TRRAP, transformasyon/transkripsiyon alani ile ilifkili bir proteini
kodlamaktadir {37). KEGG analizi ayrica TRRAP ile ATF2 arasinda insan T-hlicre [6semi virusiu 1
enfeksiyonu yolunda (hsa05166) potansiyel bir etkilesim olabilecegini gdstermistir (40).



e STRING puani, mevcut tim kanitlar gz 6niine alindiginda, bir protein-protein iliskisinin (islevsel veya fiziksel)
var olma olasihiginin ne kadar yuksek oldugunu gosterir.

e Puanlar STRING arayuziinde 0,150 ile 0,999 arasinda degisir. 1,0'a yakin bir puan, iliskinin gercek olma
olasiliginin daha yliksek oldugunu gosterir. Puan, bilinen biyolojik yollar ve komplekslere karsi kiyaslama
yapilarak, iliskinin var olma olasiligini yaklasik olarak yansitacak sekilde kalibre edilmistir [1]. Nihai puan,
birden fazla bagimsiz kanit kaynaginin olasiliksal olarak birlestiriimesiyle hesaplanir.

« Onemli olarak, STRING puani etkilesim giiciinii, baglanma afinitesini veya biyolojik etkinin biytklGguni
olcmez. Bunun yerine, mevcut verilerin biyolojik bir iliskinin varhgini ne kadar glicli bir sekilde destekledigini
yansitir. Bu nedenle, yuksek bir STRING puani, etkilesimin biyokimyasal diizeyde gticli veya kararli oldugu
anlamina gelmez.



Yedi kanalin tamami fonksiyonel aga katkida bulunur. Kanallarin yalnizca bir alt kiimesi - metin madenciligi, deneyler ve derlenmis veri
tabanlari - fiziksel etkilesimleri destekleyen kanit saglayabilir.

Her kanit kanali ayni referans veri kiimelerine gore karsilastirilir:
**islevsel iliskiler icin KEGG yollari**
**Fiziksel etkilesimler icin Complex Portal**

Kanallar ayni referans veri kiimelerine gore karsilastirildigi icin, belirli bir puan degeri, kanit kaynagina bakilmaksizin benzer bir gliven
diizeyini temsil etmeyi amaclar. Her kanit kanalinin kendi 6nyargilari ve hata siniflari vardir ve bazi sinyaller (6rnegin es zamanl metin
madenciligi) genellikle daha dolayl islevsel iliskileri yakalar. Bununla birlikte, birden fazla biylik 6lctiide bagimsiz kanaldan gelen kanitlarin
birlestirilmesi, agin genel tahmin glicinu artirir. Bu nedenle, cogu analiz icin, acik bir metodolojik neden olmadik¢a kanit kanallarinin devre
disi birakilmasi 6nerilmez.

STRING'deki yedi kanit kanali sunlardir:

**metin madenciligi**

**deneyler**

**derlenmis veritabanlar**

**eg ifade™*

**filogenetik profiller (genomlar arasi es zamanlilik)**

**gen komsulugu**

**gen flizyonu™*

Deneysel kanal, BioGRID, IntAct ve MINT gibi buylik etkilesim veritabanlarinda bildirilen protein-protein etkilesimlerini entegre eder.

Her etkilesim icin STRING, ilgili deneysel kanitlari ayristirir ve deneysel yontemin islevsel bir iliskiye ek olarak fiziksel bir etkilesimi de
destekleyip desteklemedigini belirler.

Veritabani kanali, KEGG, Reactome ve BioCyc dahil olmak lizere derlenmis yol ve kompleks veritabanlarindan elde edilen protein iliskilerini
yakalar.
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DRUG: Tetracosactide acetate

Help |

Entry

Da2185 Drug

Name

Tetracosactide acetate (JAN);
Cortrosyn (TN)

Formula

C136H218N48031S. (C2H402)x

Structure

DOzZ108

Mol file | KCF file | DB searc h

nghborl

Hormona 1 agent
DGB1629 Adrenocor ticotropic hormone (ACTH)

Therapeutic category: 2411
ATC code: H@lan82
Chemical structure group: DGE8493

Product (DG@B493): DeA234<US> DB2165<IP>

e Calismamizda, tetrakosactid icin
KEGG drug veritabaninda, hedef
yolaklar olan noroaktif...,
aldosteron.., kortizol.. Yolaklarinda
islev goren genler belirlendi.

* Bu genler (476 gen) ile calisma
grubunda saptanan 9 gen icin PPI
yapildi.

* Yolaklarda gorevli gen sayisinin fazla
olmasi sebebiYIe, aha guvenilir
iliskilerin belirlenebilmesi icin
yalnizca deneysel kanitlar ve
veritabanlari kullanildi.
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