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Alfabetyczny wykaz skrotow zastosowanych w pracy

AEDs- ang. Antiepileptic Drugs

ADMA- asymetryczna dimetyloarginina

AMPA- receptory kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego

Arg- L-arginina

BFNC- ang. Benign Familial Neonatal Convulsions, tagodne rodzinne drgawki noworodkéw
BFNIS- ang. Benign Familial Neonatal- Infantile Seizures, tagodne rodzinne drgawki noworodkow i dzieci
BMI- ang. Body Mass Index, wskaznik masy ciata

CBS- syntaza cystationinowa

CBZ- karbamazepina

ChA- choroba Alzheimera

ChP- choroba Parkinsona

COMT- katecholotlenometylotransferaza

Cys- cysteina

DDAH- dimetyloaminohydrolaza dimetyloargininy

DPH- fenytoina

EEG- elekroencefalografia

ESM- etosuksymid

FA- foliany

FBM- felbamat

GABA- kwas y-aminomastowy

GABA-T- transaminaza GABA

GBP- gabapentyna

GEFS+ - ang. Generalized Epilepsy with Febrile Sizures plus, uogdlniona padaczka z drgawkami
gorgczkowymi plus

iGIuR- glutaminergiczne receptory jonotropowe

mGIuR- glutaminergiczne receptory metabotropowe

HCTL- ang. Homocysteine Thiolactone, tiolakton homocysteiny

Hcy- homocysteina

hHcy- hiperhomocysteinemia

HPLC/EC- ang. High Pressure Liquid Chromatography/Electrochemical Detection, wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detekcjg elektrochemiczng

ILAE- ang. International League Against Epilepsy, Miedzynarodowa Liga Przeciwpadaczkowa
IMT- ang. Intima Media Thickness, kompleks srodbtonek- btona srodkowa

LPP- leki przeciwpadaczkowe



LPP NG- leki przeciwpadaczkowe nowej generacji

LTG- lamotrygina

LEV- lewetyracetam

MCP-1- ang. Monocyte Chemotactic Protein-1, biatko przyciggajgce monocyty-1
Met- metionina

MMA- ang. Methylomalonic Acid, kwas metylomalonowy

NMDA- receptory kwasu N-metylo-D-asparaginowego

MTHFD1- ang. Methylenetetrahydrofolate Dehydrogenase/ Methenyltetrahydrofolate
Cyclohydrolase/ Formyltetrahydrofolate Synthetase

MTHFR- reduktaza metylenotetrahydrofolianowa

MTHFR (C677T), MTR (A2756G), MTHFD1 (G1958A)- polimorfizmy genéw MTHFR, MTR, MTHFD1
MTR- syntaza metioniny

NO- ang. Nitric Oxide, tlenek azotu

NOS- ang. Nitric Oxide Synthase, syntaza NO

eNOS- srodbtonkowa syntaza NO

iNOS- indukowana syntaza NO

nNOS- neuronalna syntaza NO

OCBZ- okskarbazepina

OUN- o$rodkowy uktad nerwowy

PB- fenobarbital

PCR-RFLP- ang. Polymerase Chain Reaction— Restriction Fragment Length Polymorphism,
polimerazowa reakcja tanicuchowa z zastosowaniem enzymoéw restrykcyjnych

PRMT I- N-metylotransferaza argininowa typu |

SAH- S- adenozylohomocysteina

SAM- S-adenozylometionina

TGB- tiagabina

THF- tetrahydrofolian

TNF-a- ang. Tumor Necrosis Factor, czynnik martwicy nowotworéw

TPM- topiramat

VCAM-1- ang. Vascular Cell Adhesion Molecule-1, naczyniowa molekuta adhezyjna-1
VPA- kwas walproinowy

VGB- wigabatryna



1.Wprowadzenie

1.1. Rys historyczny

Padaczka nalezy do jednych z najwczesniej
udokumentowanych w pismiennictwie
schorzen cztowieka. Wzmianki dotyczace
padaczki odnaleziono juz w babiloriskim
kodeksie Hammurabiego z XVIII wieku p.n.e.
Napady padaczkowe byty takze opisywane w
staroegipskich papirusach Kahuna i Ebersa z
1550 roku p.n.e. Jednakze na przestrzeni
dziejow poglady na pochodzenie i leczenie
tej przypadtosci w réznych kulturach zalezaty
od poziomu rozwoju wiedzy medycznej i
panujacej filozofii. Z powodu braku
wyttumaczenia nagltych, czesto bardzo
spektakularnych  objawéw, przez wiele
wiekdw padaczka uchodzita za Swiety
chorobe (morbus sacer) bedacg zemsta
bogéw. Hipokrates uwazat padaczke za
chorobe madzgu, dotykajacg flegmatykow,

ktorg nalezy leczy¢ dietg i odpowiednim

waniem.  Wzmianki . S . . : .
postgpowanie fanki 0 osobach Rysunek 1. Sredniowieczna ilustracja przedstawiajgca

chorych na padaczke mozna odnalez¢ takze w chorego na padaczke. Les Tres Riches Heures du Duc de
L Berry, folio 166 r "Egzorcyzm", XV w.

Biblii (na przyktad Mk 9, 14-29)" °. W

Sredniowieczu i w Odrodzeniu osoby z padaczka uwazano za nawiedzone, opetane przez sity nieczyste i

palono je na stosie (Rys. 1). Wraz z uptywem wiekdéw padaczka stracita swoj magiczny i mistyczny

charakter, a poglady na temat jej pochodzenia i leczenia ulegaty zmianom. W ostatnim stuleciu, dzieki

! Owczarek K.: Aspekty historyczne padaczki. EP12004; 3: 13-16
2 Btaszyk B.: Swieta choroba czyli historia padaczki. Medical Studies 2003; 1: 209-212



nowym metodom molekularnym oraz diagnostycznym, zakres wiedzy na temat etiopatogenezy i leczenia

padaczki znacznie sie poszerzyt.
1.2. Definicja padaczki i rodzaje napadow padaczkowych

Padaczka jest zespotem objawdw, z ktdrych dominujgcym sg powtarzalne wielomodalne incydenty
objawdéw. Natomiast napad padaczkowy jest uwazany za przejsciowe zaburzenie fizjologii médzgu,
powstajgce na skutek nadmiernych wytadowan populacji komérek nerwowych o duzym stopniu
synchronizacji, ktéremu towarzyszg objawy somatyczne, wegetatywne i psychiczne lub potgczenia tych
objawdéw. Wedtug prof. Jerzego Majkowskiego: Padaczka nie jest swoistqg chorobg w powszechnym
znaczeniu pojecia choroby, a jest to raczej zespot kliniczny o réznorakiej etiologii, ktéry moze wykazywac
cechy regresji, statyczne Ilub postepujgce. Cechqg charakterystyczng padaczki jest okresowosé
wystepowania nadmiernego pobudzenia neuronéw, przejawiajgca sie podklinicznymi wytadowaniami w
zapisie EEG (elektroencefalografia) lub napadami klinicznymi®. Obecnie napady padaczkowe klasyfikuje
sie wedtug opublikowane] i adoptowanej w 1989 roku , Proposal revised for classification of epilepsies
and epileptic syndromes”, zaproponowanej w 1981 roku przez Miedzynarodowa Lige Przeciwpadaczkowg
(ILAE- ang. International League Against Epilepsy)®. Klasyfikacja wg ILAE (Tab. 1) opiera sie na ocenie
klinicznej rodzaju napadéw oraz zapisie EEG $réd- i miedzynapadowym i dzieli napady padaczkowe, w
zaleznosci od inicjacji czynnosci padaczkowej, na czesciowe o ogniskowym poczatku, uogdlnione czyli
obejmujace od poczatku caty mozg oraz niesklasyfikowane. Napady czesciowe dalej podzieli sie w
zaleznosci od stanu Swiadomosci na proste (bez zaburzen $wiadomosci) i ztozone (z zaburzeniami
Swiadomosci), napady uogdlnione, natomiast, w zaleznosci od obecnosci i rodzaju objawdw ruchowych;
napady czesciowe proste mogg ewoluowac w napady ztozone. Napady czesciowe, zaréwno proste, jak i
ztozone, mogg z kolei przeksztatca¢ sie w napady uogdlnione. W 1989 roku Komisja ds. Klasyfikacji i
Terminologii Miedzynarodowej Ligii Przeciwpadaczkowej przedstawita propozycje klasyfikacji z
wlaczeniem zespotéw padaczkowych®, w ktérej uwzgledniono przyczyny i rodzaj napadéw oraz

lokalizacje ognisk napadowych.

3 Majkowski J.: Patomechanizm napaddw padaczkowych i etiopatogeneza padaczki. W: Padaczka i inne stany
napadowe u dzieci. PZWL Warszawa 1992; 11-22

* Commission on classification and terminology of the International League Against Epilepsy: Proposal for revised
clinical and electroencephalographic classification of epileptic seizures. Epilepsia 1981; 22: 489-501

> |LAE Commission on classification and terminology of The International League Against Epilepsy: Proposal for

classification of epilepsies and epileptic syndrome. Epilepsia 1989; 30: 389-399



Klasyfikacja napadéw padaczkowych wedtug Miedzynarodowej Ligii Przeciwpadaczkowej
I. Napady czesciowe (rozpoczynajace sie ogniskowo)

I. A. Napady czesSciowe proste

1. Z objawami ruchowymi

2. Z zaburzeniami somatosensorycznymi

3. Z objawami autonomicznymi

4. Z zaburzeniami psychicznymi

I. B. Napady czesciowe ztozone

1. Poczatek czesciowy prosty, po czym dot3acza sie zaburzenie sSwiadomosci:

a) z cechami napadoéw czesciowych i dotaczajacymi sie zaburzeniami Swiadomosci

b) z automaty zmami

2. Z zaburzeniami $wiadomosci od poczatku:

a) tylko z zaburzeniami $wiadomosci

b) z automaty zmami

I. C. Napady cze$ciowe rozwijajgce sie w uogdlnione

1. Napady czesciowe proste przechodzace w uogdlnione

2. Napady czes$ciowe ztozone przechodzgce w uogdlnione

3. Napady czesciowe proste przechodzace w ztozone, a nastepnie w uogdlnione

Il. Napady uogdlnione (drgawkowe lub niedrgawkowe)

Il. A. Napady nieSswiadomosci

1. Napady nieSswiadomosci

2. Nietypowe napady nieSwiadomosci

Il. B. Napady miokloniczne

Il. C. Napady kloniczne

Il. D. Napady toniczne

Il. E. Napady toniczno-kloniczne

Il. F. Napady atoniczne

lll. Napady niesklasyfikowane (nalezg tu wszystkie napady, ktére nie moga byc¢ sklasyfikowane
z powodu niewystarczajgcych lub niekompletnych danych oraz te, ktére nie dajg sie ujaé¢ w
opisanych kategoriach)

Tabela 1. Klasyfikacja napadéw padaczkowych wedtug Miedzynarodowej Ligii Przeciwpadaczkowej’




1.3. Epidemiologia padaczki

Padaczka jest jedng z najczestszych chordb neurologicznych. Liczbe chorych na padaczke na swiecie
szacuje sie na ok. 50 miliondw. Wskaznik zachorowalnosci na padaczke wynosi ok. 60/100 tys. i jest
najwyzszy u dzieci do 1 r.z. oraz oséb po 60 r.z., natomiast wskaznik rozpowszechnienia padaczki okresla
sie na 1000/100 tys. os6b. Padaczka wystepuje 1,1 — 1,5 razy czesciej u mezczyzn niz u kobiet. Przyjmuje

sie, ze w Polsce na padaczke choruje ok. 400 tys. 0s6b®.
1.4. Etiologia padaczki

Pomimo ciggtego udoskonalania i wprowadzania nowych metod diagnostycznych przyczyna padaczki
pozostaje nieznana w 65-75 % przypadkow. Etiologia pozostatych, okoto 1/3, zdiagnozowanych
przypadkdéw jest zroznicowana w zaleznosci od wieku pacjentéw. Najczestsze znane przyczyny padaczki
to: choroby naczyniowe, choroby wrodzone, urazy gtowy, nowotwory, choroby zwyrodnieniowe i

metaboliczne, infekcje oraz predyspozycja genetyczna’.

1.5. Epileptogeneza i neurochemiczne podstawy napadow

padaczkowych

Zjawiska towarzyszgce powstawaniu, rozwijaniu sie i rozprzestrzenianiu napadu padaczkowego nie
zostaty dotychczas jednoznacznie wyjasnione. Uwaza sie, ze napad padaczkowy powstaje w wyniku
nieprawidtowych wytadowan neurondw strefy znajdujgcej sie pomiedzy zmieniong na skutek réznych
standw patologicznych strukturg (uszkodzenie epileptogenne) a okolicg zdrowga. Obszar ten, nazwany
,strefg posrednig” moze indukowaé czynno$¢ bioelektryczng pod postacig napadowych wytadowan
depolaryzacyjnych i sta¢ sie ogniskiem padaczkowym, ktére definiuje sie jako ,0bszar neuronalny
potrzebny i wystarczajgcy, aby rozpoczq¢ napad padaczkowy”®. Uwaza sie réwniez, ze patologiczne
wytadowania neuronalne mogg powstawac na podtozu réznych mechanizméw neurochemicznych, w tym
dziatania czynnikow zewnatrzkomorkowych takich jak: zmiany w biosyntezie i efekcie oddziatywania
neuroprzekaznikdw, czynnikéw wewnatrzkomérkowych, do ktédrych mozna zaliczy¢ zaburzenia
gospodarki jonowej i stanu energetycznego komérki oraz czynnikéw btonowych, wsréd ktérych wskazuje

sie na zaburzenia czynnosci receptoréw, pomp i kanatéw jonowych.

6Jqdrzejczak J.: Padaczka. BNP Lublin 2006: 13-17
" Hauser A.W., Annegers J.F., Kurland L.T.: Incidence of epilepsy and unprovoked seizures in Rochester, Minnesota:

1935-1984. Epilepsia 1993; 34(3): 453-468



1.5.1. Rola kanatéw jonowych w patomechanizmie padaczki

Napadowe wytadowania depolaryzacyjne sg wynikiem gwattownej zmiany potencjatéw btonowych grup
neuronéw. Depolaryzacja btony komérkowej, zmieniajgca jej potencjat z -85 mV na +30 mV, nastepuje na
skutek nasilonej aktywnosci kanatéw jonowych i naptywu do wnetrza komérki jondéw wapnia,
aktywujgcych kanaty kationowe. Nastepnie w wyniku otwarcia kanatéw potasowych i chlorkowych oraz
dziatania pompy sodowo-potasowej dochodzi do jej repolaryzacji, ktéra jest ttumiona na skutek szybko
nastepujacych po sobie depolaryzacji.

Uwaza sie, ze zmiany w budowie i funkcji kanatéw jonowych, zaréwno wapniowych, jak i potasowych
oraz sodowych, mogg prowadzi¢ do niestabilnosci potencjatéw btonowych, masywnych wytadowan grup
neurondw, a w ich nastepstwie do napadu padaczkowego.

Zaréwno wysokonapieciowe (L, N, P/Q, R), jak i niskonapieciowe kanaty wapniowe T mogg odgrywaé
wazng role w patogenezie padaczki. Zasadniczo kanaty wapniowe ztozone sg z podjednostki a;, ktdra
tworzy $ciane kanatu oraz podjednostek a,, 6, B, v wptywajgcych na kinetyke i amplitude pradow
jonowych. W pismiennictwie wykazano ekspresje pieciu podstawowych klas podjednostek a; (A-E).
Jednoczesnie uwaza sie, ze mutacja w podjednostce oA kanatow T jest zwigzana z patogenezg napadéw
nieSwiadomosci, a zwigzki oddziatywujgce na kanaty T (etosuksymid) od ponad 20 lat uzywane sg w ich
leczeniu.

W patomechanizmie napaddéw padaczkowych mogg rdwniez bra¢ udziat napieciowozalezne kanaty
sodowe. Kanaty sodowe sg zwykle ztozone z jednostki a zawierajgcej: 4 podjednostki i 6 domen
transbfonowych oraz z jednej lub kilku jednostek B zawierajacej 1 domene transbtonowa®. W ciagu
ostatnich kilkunastu lat w piSmiennictwie ukazaty sie wyniki badan nad mutacjami w genach dla kanatéw
sodowych wskazujgce na ich udziat w zréznicowanych napadach padaczkowych. Jak wynika z badan
mutacje w genie kodujgcym podjednostke a; (SCN1A) oraz podjednostke a, (SCN2A), a takze
podjednostke B1 (SCN1B) sg zwigzane z uogdlniong padaczky z drgawkami gorgczkowymi plus (GEFS+,
ang. Generalized Epilepsy with Febrile Sizures plus), w ktdrej spektrum miesci sie rowniez ciezka
padaczka miokloniczna niemowlat oraz zespdét Drawet. Natomiast w fagodnych rodzinnych drgawkach
noworodkéw i dzieci (BFNIS, ang. Benign Familial Neonatal- Infantile Seizures) opisano mutacje w
podjednostce a, (SCN2A)°.

Jak wynika z piSmiennictwa, w powstawaniu napadéw padaczkowych mogg takze uczestniczy¢ kanaty

potasowe. Kanaty potasowe s3 ztozone z czterech podjednostek, z ktérych kazda ma sze$¢ sekwencji

® Goldin A.L.: Resurgence of sodium channel research. Annu. Rev. Physiol. 2001; 63: 871-894
? Mulley J.C., Scheffer I.E., Petrou S., Berkovic S.F.: Channelopathies as a genetic cause of epilepsy. Curr. Opin.

Neurol. 2003; 16: 171-176



przezbtonowych. W stanie fizjologicznym kanaty te s3 odpowiedzialne za repolaryzacje btony wywotang
jonami wapnia i sodu, a takze nerotransmiterami receptorow bramkowanych ligandami. W repolaryzacji
uczestniczy jedynie czes¢ kanatu potasowego okreslana jako kanat M. Aktywacja tego kanatu znosi
hiperpolaryzacje btony. Opisano, rézne mutacje gendéw kodujacych biatka KCNQ2 i KCNQ3™ kanatéw
potasowych w fagodnych rodzinnych drgawkach noworodkéw (BFNC, ang. Benign Familial Neonatal
Convulsions).

Uwaza sie, ze w patomechanizmie napadéw padaczkowych moze réwniez odgrywac role nieprawidtowe
funkcjonowanie ATP-azy sodowo-potasowej. W pismiennictwie ukazaty sie wyniki badan na temat
mutacji w genie kodujgcym jej podjednostke a, (ATP1A2), ktéra moze prowadzi¢ do wystepowania

rodzinnej migreny hemiplegicznej i fagodnych rodzinnych drgawek niemowlat™.

1.5.2. Znaczenie ukfadu glutaminergicznego w mechanizmie napadow

padaczkowych

Wsrdd licznych hipotez patomechanizmu padaczki uwzglednia sie takze mechanizm nadmiernego
pobudzenia w uktadzie glutaminergicznym. Kwas glutaminowy jest jednym z najwazniejszych
neuroprzekaznikdw regulujgcych przekaznictwo synaptyczne i powolne zmiany plastyczne. Uwaza sie, ze
oddziatywanie kwasu glutaminowego odbywa sie poprzez dwie grupy receptoréw: receptory
jonotropowe (iGIuR) bedgce kanatami jonowymi bramkowanymi ligandami oraz receptory
metabotropowe (MGIuR), ktérych pobudzenie nastepuje poprzez aktywacje biatka G i fosfolipazy C, i
wywotuje aktywacje wewngatrzkomérkowych systemdw przekaznictwa sygnatéw. Do receptoréw
glutaminergicznych jonotropowych zaliczamy (nazwane od ich wybidrczych agonistow): receptory kwasu
N-metylo-D-asparaginowego (NMDA), receptory kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowego (AMPA) oraz kwasu kainowego.

Receptor NMDA zbudowany jest z czterech podjednostek tworzacych heterodimery. Opisano dwie
rodziny podjednostek receptora NMDA: NMDAR1 wystepujgcg w 8 izoformach oraz NMDAR2, w sktad
ktorej wchodzg cztery podjednostki (oznaczone A, B, C, D). Jak wykazano, aktywacja receptorow NMDA
wymaga przytaczenia agonisty w dwoch miejscach, z ktdrych gtdwne stanowi miejsce wigzania NMDA lub
glutaminianu. Uwaza sie, ze oprécz miejsca wigzgcego NMDA, do ktérego majg powinowactwo takze:

kwas L-asparaginowy, kwas chinolinowy, L-homocysteinowy i homocysteina (Hcy), receptor NMDA

1% Graves T.D.: lon channels and epilepsy. QJM 2006; 99(4): 201-217

" vanmolkot K.R., Kors E.E., Hottenga J.J., Terwindt G.M., Haan J., Hoefnagels W.A., Black D.F., Sandkuijl L.A., Frants
R.R., Ferrari M.D., van den Maagdenberg A.M.: Novel mutations in the Na+, K+-ATPase pump gene ATP1A2
associated with familial hemiplegic migraine and benign familial infantile convulsions. Ann. Neurol. 2003; 54(3):

360-366



posiada szereg oddzielnych miejsc wigzgcych m.in. glicyne, jony cynku i magnezu, poliamidy (spermina,
spermidyna) oraz miejsce redoks wigzgce tlenek azotu (NO, ang. Nitric Oxide). Ponadto, jak wykazano
receptory NMDA podlegajg aktywacji poprzez zwigzanie glicyny lub seryny z miejscem glicynowym oraz
inhibicji przez jony magnezu i cynku. Glutaminian natomiast wywiera dziatanie na receptor NMDA
poprzez kanaty jonowe bramkowane ligandem prowadzgce do wzrostu przewodnosci jonowej. Otwarty
kanat jonowy tego receptora jest wysokoprzepuszczalny dla dokomdrkowego pradu jonéw wapniowych i
sodowych oraz potasowych. Naptyw jonéw wapnia do neurondw i indukcja tzw. sygnatu wapniowego
aktywuje min. fosfolipaze A,, syntaze NO (NOS, ang. Nitric Oxide Synthase) oraz proteazy. Na
funkcjonowanie receptora NMDA wptywa zatem potranslacyjna fosforylacja biatek jego podjednostek,
katalizowana przez kinazy biatkowe zalezne od wapnia. Zaobserwowano, ze podczas jego wzbudzenia
dochodzi do modyfikacji mRNA kodujgcego podjednostki receptora NMDA oraz do modyfikacji
potranslacyjnej'’. Modyfikacje te dalej moga prowadzi¢ do zmiany czasu otwarcia kanatéw, czasu ich
wzbudzenia oraz do zmniejszenia inhibicji zaleznej od jondw magnezu. Wyniki badani klinicznych
wykazujg takze, ze w procesie epileptogenezy dochodzi do wzrostu wrazliwosci i gestosci receptoréw
aminokwasow pobudzajacych w okreslonych obszarach mézgu®. Ponadto uwaza sie, ze receptory NMDA
mogg odgrywac kluczowg role w powstawaniu i utrzymywaniu napadéw padaczkowych. Dziatanie to
potwierdzono w badaniach na zwierzetach, wykazujac hamujacg czynnos¢ drgawkowa dla antagonistow
receptora NMDA™.

Poza glutaminianem znajdujgcym sie w tzw. puli przekaznikowej neurondw, wykazano jego obecnosc
rowniez w tzw. puli metabolicznej znajdujgcej sie w neuronach i w gleju. Jak wiadomo, glutaminian z puli
metabolicznej moze by¢ uwalniany i ulegaé¢ kumulacji w przestrzeni pozakomdrkowej, na skutek
uszkodzenia neurondéw lub uposledzenia jego wychwytu zwrotnego oraz moze aktywowac receptory
poza synapsg lub w sgsiednich synapsach, ktdre mogg by¢ zwigzane z epileptogenezg. W badaniach na
zwierzetach domdzgowe iniekcje glutaminianu wywotywaty drgawki.

W odrdznieniu od receptora NMDA, receptor glutaminergiczny AMPA bioragcy réwniez udziat w szybkim
przekaznictwie synaptycznym, wykazuje duzg przepuszczalno$¢ dla jondw sodu i potasu oraz niskg dla

jondéw wapnia. Podwyzszony poziom receptoréw AMPA, sSwiadczacy o jego udziale w patomechanizmie

12 Chapman A.G.: Glutamate and epilepsy. ). Nutr. 2000; 130(suppl 4): 10435-1045S

B steffens M., Huppertz H.J., Zentner J., Chauzit E., Feuerstein T.).: Unchanged glutamine synthetase activity and
increased NMDA receptor density in epileptic human neocortex: implications for the pathophysiology of epilepsy.
Neurochem. Int. 2005; 47(6): 379-384

" Lukomskaya N.Y., Rukoyatkina N.I., Gorbunova L.V., Gmiro V.E., Magazanik L.G.: Studies of the roles of NMDA and
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padaczki, opisano w badaniach nad hipokampem u pacjentéw z padaczka skroniowa®. Natomiast kanaty
kainowe s3 najmniej poznanymi receptorami glutaminianowymi a brak selektywnych agonistéw i
antagonistéw utrudnia odrdznienie ich funkcji od receptora AMPA.

W mechanizmie epileptogenezy mogg réwniez uczestniczy¢ metabotropowe receptory glutaminergiczne,
ktore zostaty podzielone na trzy grupy. Do pierwszej zaliczono postsynaptyczne receptory mGIluR1 i
mGIuR5, do drugiej presynaptyczne receptory mGIuR2 i mGIuR3, a do trzeciej presynaptyczne receptory
mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8. Receptory pierwszej grupy sg sprzezone z fosfolipazg C, pozostate z
cyklazg adenylowa. Jednoczes$nie bezposrednie pobudzenie receptoréw grupy pierwszej moze
wywotywac aktywacje nieselektywnych kanatéw kationowych, kanatéw wapniowych typu L, inaktywacje
kanatéw potasowych oraz nasilenie wymiany sodowo-wapniowej. Ponadto receptory te moga
uposledza¢ hamujgce dziatanie GABA (kwas y-aminomastowy) oraz nasila¢ uwalnianie glutaminianu i
odpowiedz receptoréw NMDA i AMPA. Uwaza sie takze, ze szczegdlng role w epileptogenezie mogg
odgrywad receptory mGlul, ktérych pobudzenie wydtuza czas trwania potencjatéw miedzynapadowych i
napadowych okolic hipokampa®. Natomiast stymulacja receptoréw mGIuR grupy drugiej zwieksza
czestotliwosé tylko wytadowan miedzynapadowych. Efektem ich pobudzenia jest zatem zahamowanie
uwalniania glutaminianu z puli neurotransmiterowej zakonczen presynaptycznych oraz uwalnianie
neurotrofin w astrogleju. Uwaza sie, ze w padaczce, a szczegdlnie w poczatkowej jej fazie, dochodzi do
nasilonej syntezy receptoréw tej grupy i nastepnie jej obnizenia w czasie trwania choroby, co moze
prowadzi¢ do zaburzenia réwnowagi pomiedzy neurotransmiterami pobudzajgcymi nad hamujgcymi.

Najwiekszym przedstawicielem neurotransmiterdow o charakterze hamujgcym jest GABA.

> Hosford D.A., Crain B.J., Cao Z., Bonhaus D.W., Friedman A.H., Okazaki M.M., Nadler J.V., McNamara J.O.:
Increased AMPA-sensitive quisqualate receptor binding and reduced NMDA receptor binding in epileptic human
hippocampus. J. Neurosci. 1991; 11: 428-434

16 Stoop R., Conquet F., Pralong E.: Determination of group | metabotropic glutamate receptor subtype involved in
the frequency of epileptiform activity in vitro using mGIluR1 and mGIuR5 mutant mice. Neuropharmacology 2003;

44(2): 157-162



1.5.3. Rola uktadu GABA-ergicznego w zjawiskach drgawkowych

Kwas y-aminomastowy jest gtdwnym neuroprzekaznikiem hamujgcym, dziatajgcym na trzy typy
receptorow: GABA-A, GABA-B i GABA-C. GABA-A i GABA-C s3 receptorami jonotropowym zbudowanymi z
wielu podjednostek tworzacych kanat. Najlepiej poznano budowe receptora GABA-A, w skfad ktérego
wchodzi pie¢ podjednostek (a, B, v, 6, o) wykazujacych rézne izoformy kodowane przez odrebne geny.
Dotychczas z mdézgu ssakow udato sie sklonowad pietnascie réznych podtypow podjednostek receptora
GABA-A. Ponadto wykazano, ze receptor GABA-A jest kompleksem biatkowym integralnie zwigzanym z
kanatem chlorkowym. Mechanizm dziatania tego receptora polega na zwigzaniu liganda GABA i
otwieraniu wybidrczego kanatu chlorkowego co powoduje zwiekszenie wewnatrzneuronalnego tadunku
ujemnego i wywotuje szybkie postsynaptyczne potencjaty hamujgce. W literaturze medycznej opisano
mutacje podjednostki y, receptora GABA-A uposledzajgce szybkie hamowanie GABA-ergiczne oraz
mutacje w podjednostki a; prowadzace do dysfunkcji bramkowania kanatu jonowego'’ w padaczce.
Uwaza sie, ze mutacja podjednostki y, jest sprzezona z zespotem GEFS+. Natomiast rola receptoréw
GABA-B i GABA-C w zjawiskach padaczkowych jest stabo poznana. Wiadomo, ze GABA-B sg receptorami
metabotropowymi regulujgcymi czynnos¢ kanatéw jonowych. Jak wykazano presynaptyczne receptory
GABA-B hamujg aktywnosé kanatéw wapniowych i uwalnianie neuroprzekaznikéw (w tym kwasu
glutaminowego), natomiast postsynaptyczne receptory GABA-B aktywujg kanaty potasowe i generujg
wolny hamujacy potencjat synaptyczny. Uwaza sie réwniez, Zze poza zmianami strukturalnymi
receptorow GABA, wazng role w zjawiskach epileptogennych odgrywa takze ilos¢ aktywnych receptorow.
Wykazano, ze podczas stanu padaczkowego dochodzi do zmniejszenia liczby funkcjonalnych receptoréw
GABA™. Uposledzenie hamowania GABA-ergicznego moze by¢ takze skutkiem zaburzer funkcji enzyméw
biorgcych udziat w syntezie GABA. Uwaza sie, ze spadek ekspresji gendw kodujacych dekarboksylaze
glutaminianowa daje w efekcie obnizenie poziomu GABA™. W niektérych badaniach wykazano, ze w
stanie padaczkowym hamujgce dziatanie GABA moze przeksztatci¢ sie w efekt pobudzajgcy. Uwaza sie
takze, ze wzrost uwalniania GABA i nasilenie ekspresji gendéw kodujgcych niektére podjednostki
receptora GABA-A moze stanowié¢ mechanizm kompensujacy w przebiegu padaczki.

W wyjasnianiu  mechanizméw  zjawisk drgawkowych, oprécz ukfadu GABA-ergicznego i

glutaminergicznego, bierze sie takze pod uwage udziat innych neuroprzekaznikdéw.

7 Baulac S., Huberfeld G., Gourfinkel-An I., Mitropoulou G., Beranger A., Prudhomme J.F., Baulac M., Brice A,,
Bruzzone R., LeGuern E.: First genetic evidence of GABA(A) receptor dysfunction in epilepsy: a mutation in the
gammaZ2-subunit gene. Nat. Genet. 2001; 28: 46-48

¥ Chen J.W., Naylor D.E., Wasterlain C.G.: Advances In the pathophysiology of status epilepticus. Acta Neurol.
Scand. 2007; 115(suppl 186): 7-15

 Freichel C., Potschka H., Ebert U., Brandt C., Loscher W.: Acute changes in the neuronal expression of GABA and
glutamate decarboxylase isoforms in the rat piriform cortex following status epilepticus. Neuroscience 2006; 141(4):
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1.5.4. Rola innych neuroprzekaznikdw w patogenezie padaczki

Acetylocholina jest waznym przekaznikiem osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) dziatajgcym gtéwnie
przez metabotropowe receptory muskarynowe i w mniejszym stopniu, przez receptor nikotynowy.
Wykazano, ze pobudzenie metabotropowych receptoréw muskarynowych w modelach doswiadczalnych
zmniejsza przekaznictwo zalezne od napiecia jondw potasowych oraz zwieksza naptyw jondw
wapniowych i sodowych do komorki, co wywotuje depolaryzacje btony komérkowej i wystgpienie
drgawek. Natomiast neuronalne receptory nikotynowe sg receptorami jonotropowymi i cechuja sie
budowg heterometryczng. Dotychczas sklonowano ponad 10 gendéw dla podjednostek a2-al2 i B2-B4
receptorow nikotynowych. Uwaza sie, Zze receptory te uczestniczg w presynaptyczne] regulacji
wydzielania innych przekaznikéw, w tym aminokwaséw pobudzajgcych. Wedtug wynikdw badan za
nocne napady padaczkowe moga odpowiadaé mutacje receptora nikotynowego al i B2%°, a nocna
padaczka z ptata czotowego dziedziczona autosomalnie dominujgco moze by¢ zwigzana z mutacjami
podjednostki a4 lub p22.

Natomiast katecholaminy i serotonina wywierajg gtdwnie hamujacy wptyw na neurony kory mdzgowej.
Jak wykazano, zwiekszenie przekaznictwa monoaminergicznego dziata przeciwdrgawkowo zas obnizenie

poziomu monoamin moze nasila¢ lub wywotaé stany drgawkowe.
1.5.5. Znaczenie tlenku azotu w patomechanizmie padaczki

Wykazano, ze NO bierze udziat w procesach neurotransmisji i prawdopodobnie moze odgrywac role w
patogenezie padaczki. Tlenek azotu jest syntezowany z L- argininy (Arg) przy udziale NOS. Badania
immunohistochemiczne wykazaty obecno$¢ NOS w neuronach prazkowia, hipokampa, podwzgorza,
przodomodzgowia, Srédmdzgowia oraz mozdzku. Ponadto wykazano, ze NO uczestniczy w transdukcji
sygnatu w receptorach glutaminergicznych poprzez presynaptyczne dziatanie pobudzajgce uwalniania
glutaminianu z zakonczen synaptycznych. W niektérych pracach doswiadczalnych obserwowano efekt
drgawkowy po podaniu inhibitoréw NOS i Arg®. Przypuszcza sie, ze NOS i Arg mogg posrednio

wywotywac drgawki poprzez uczestnictwo w mechanizmach indukowanych pobudzeniem receptoréw

® Hirose S., Okada M., Kaneko S., Mitsudome A.: Molecular genetics of human familial epilepsy syndromes.
Epilepsia 2002; 43(suppl 9): 21-25

! Aridon P., Marini C., Di Resta C., Brilli E., De Fusco M., Politi F., Parrini E., Manfredi I., Pisano T., Pruna D., Curia G.,
Cianchetti C., Pasqualetti M., Becchetti A., Guerrini R., Casari G.: Increased sensitivity of the neuronal nicotinic
receptor a2 subunit causes familial epilepsy with nocturnal wandering and ictal fear. Am. J. Hum. Genet. 2006; 79:
342-350

2 Khava ndgar S., Homayoun H., Dehpour A.R.: The role of nitric oxide in the proconvulsant effect of 5-opioid agonist

SNC80 in mice. Neurosci. Lett. 2002; 329: 237-239
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NMDA. Jak wykazano, pobudzenie receptorow NMDA w skrawkach hipokampa nasila uwalnianie NO w
sposdb zalezny od jondéw wapnia a tatwo dyfundujacy przez btony komoérkowe NO, z jednej strony
wzmaga presynaptyczne uwalnianie glutaminianu®®, ale z drugiej strony zwiazek ten moze hamowa¢
aktywnos¢ receptora NMDA, poprzez wpltyw na miejsce redoks w tym receptorze. Zatem w modelach

zwierzecych, postulowane jest zaréwno pro-, jak i przeciwdrgawkowe jego dziatanie.
1.6. Diagnostyka padaczki

Mimo znacznego postepu wiedzy i rozwoju technik diagnostycznych uzyskanie petnego obrazu stanu
chorobowego pacjenta z padaczkg nadal jest procesem trudnym i wieloetapowym. W diagnostyce
kazdego przypadku padaczki niezbedny jest wywiad, badanie przedmiotowe oraz badania labolatoryjne.
Prawidtowo przeprowadzony wywiad stanowi podstawe nie tylko dla rozpoznania padaczki, ale powinien
takze dostarcza¢ informacji na temat mozliwych przyczyn i rodzaju napadéw badZz zespotu
padaczkowego. Badanie przedmiotowe i badania labolatoryjne takie jak: badania biochemiczne, badania
neuropsychiatryczne i badania obrazowe sg pomocne w diagnostyce rdznicowej oraz w okresleniu
etiologii padaczki.

Podstawowym badaniem dodatkowym w diagnostyce padaczki jest EEG. Dzieki uzupetnieniu klasycznego
badania EEG nowoczesnymi technikami wideometrycznymi, metodg dtugotrwatego monitorowania i
technikami mapowania, obecnie EEG jest najwazniejszym narzedziem umozliwiajgcym potwierdzenie
rozpoznania, okreslenia typu napaddow, mozliwosci leczenia i rokowania.

Prawidtowe rozpoznanie rodzaju napaddéw lub zespotu padaczkowego jest niezwykle wazne dla

okreslenia rokowania, ale przede wszystkim dla wyboru optymalnego leczenia.
1.7. Leczenie padaczki

Leczenie padaczki w kazdym przypadku ma na celu osiggniecie u chorego jak najskuteczniejszej kontroli
napadow. Zmniejszenie czestosci, ciezkosci lub catkowite wyeliminowanie napaddéw padaczkowych
mozna uzyskaé dzieki unikaniu czynnikdw wyzwalajgcych, poprzez farmakoterapie lub leczenie
chirurgiczne.

Do podstawowych, stosowanych dzis$ lekéw przeciwpadaczkowych (LPP) zaliczamy: karbamazepine (CBZ),
kwas walproinowy (VPA), etosuksymid (ESM), fenytoine (DPH), fenobarbital (PB), prymidon i leki z grupy
benzodwuazepiny. W ciggu ostatnich kilkunastu lat rozpoczeto stosowanie lekéw z grupy tzw. lekow

przeciwpadaczkowych nowej generacji (LPP NG), wséréd ktérych w Polsce zarejestrowano do leczenia:

3 Homayoun H., Khavandgar S., Namiranian K., Gaskari S.A., Dehpour A.R.: The role of nitric oxide in anticonvulsant

and proconvulsant effects of morphine in mice. Epilepsy Res. 2002; 48(1-2): 33-41
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wigabatryne (VGB), lamotrygine (LTG), felbamat (FBM), topiramat (TPM), tiagabine (TGB),
okskarbazepine (OCBZ), gabapentyne (GBP) i lewetyracetam (LEV)*.

Leki przeciwpadaczkowe stanowig heterogenna grupe lekéw pod wzgledem parametréw
farmakokinetycznych i mozliwosci regulacji danych funkcji organizmu, zasadniczo opartych na kilku
mechanizmach: wzmacnianiu hamujgcego przekaznictwa GABAergicznego, hamowaniu pobudzajgcego
dziatania aminokwaséw lub modulowaniu pobudliwosci bton komérkowych.

Nasilenie efektu GABA-ergicznego z udziatem LPP, mozna uzyskac¢ poprzez pobudzenie jonotropowych
receptorow GABA-A, zwiekszenie ilosci GABA w szczelinie synaptycznej lub pobudzajgcg modulacje
kompleksu receptorowego GABA-A”. W jednym z tych mechanizméw dziata VGB, ktéra blokujac
nieodwracalnie enzym transaminaze GABA (GABA-T) zwieksza pule dostepnego GABA w szczelinie
synaptycznej. Podobny efekt dziatania wykazuje TGB, ktéra hamuje neuronalny i glejowy wychwyt
zwrotny GABA. Natomiast benzodwuazepiny i barbiturany dziatajg w réznych miejscach OUN zwiekszajac
aktywowany GABA hamujacy prad chlorkowy.

Mechanizm hamujgcy pobudzajgce dziatanie aminokwaséw wykazuje zaréwno FBM, ktéry podwyzsza
prog drgawkowy prawdopodobnie poprzez blokowanie czynnosci receptora NMDA, jak i TPM
prawdopodobnie przez obnizanie aktywnosci receptora glutaminianowego bramkowanego kwasem
kainowym®®. Jednakze mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego TPM nie jest jednokierunkowy, moze
on takze dziata¢ hamujgco na izoenzym anhydrozy weglanowe] oraz na napieciowozalezne kanaty
sodowe, a takze wzmacnia¢ efekt GABA-ergiczny.

Natomiast stabilizowanie pobudliwosci bton komérkowych moze nastepowac poprzez oddziatywanie LPP
na kanaty jonowe sprzezone z receptorami lub kanaty jonowe napieciowozalezne. Dziatanie modelujace
czynnos$¢ kanatéw sodowych wykazujg: DPH, CBZ, OCBZ, LTG oraz VPA. W mechanizmie dziatania tych
lekdw nastepuje akumulacja kanatéw sodowych, ktéra w stanie inaktywacji ogranicza wytadowania o
duzej czestosci potencjatéw czynnosciowych zaleznych od sodu i rozprzestrzenianie sie napadowosci.
Uwaza sie, ze dziatanie hamujace prady jonowe zwigzane z kanatami wapniowymi wykazuje ESM, ktéry
inaktywuje szybko otwierajgce sie i o niskim progu pobudliwosci kanaty typu T. Zas kanaty wapniowe o
wysokim progu pobudliwosci typu: L, N, P mogg hamowaé min. DPH, PB, LTG.

Standardy diagnostyki i leczenia chorych z padaczka w Polsce zostaty opracowane i opublikowane w 2000
roku przez Komisje Polskiego Towarzystwa Epileptologii*’, a w 2006 roku Komisja Miedzynarodowej Ligi

Przeciwpadaczkowej opublikowata wytyczne dotyczace stosowania LPP%,

2 Jedrzejczak J., Zwolinski P.: Nowe leki przeciwpadaczkowe. Fundacja Epileptologii Warszawa 2000

> Benetello P.: New antiepileptic drugs. Pharmacol. Res. 1995; 314: 155-162

26 Bradley W.G., Daroff R.B., Fenichel G.M., Jankovic J.: Neurologia w praktyce klinicznej. Lublin 2006

7 Komisja Polskiego Towarzystwa Epileptologii. Standardy Diagnostyki i Leczenia Chorych z Padaczkq w Polsce.
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Obecnie nadal nie istniejg idealne LPP. W $wietle najnowszych badan leczenie chorych z padaczkg LPP
moze prowadzi¢ do zmiany poziomu wielu parametrow biochemicznych, w tym zwigzkéw tiolowych

takich jak, homocysteina (Hcy).

1.8. Homocysteina

1.8.1. Metabolizm homocysteiny

Homocysteina, aminokwas siarkowy, zostata odkryta w latach trzydziestych ubiegtego stulecia. Powstaje
ona w procesie demetylacji metioniny (Met), aminokwasu dostarczanego w diecie. Met w tym procesie,
w obecnosci ATP oraz adenozylotransferazy metioninowej, jest przeksztatcana w S-adenozylometionine
(SAM), a produktem ubocznym tej reakcji jest S-adenozylohomocysteina (SAH), ktéra zostaje nastepnie
hydrolizowana do Hcy. Uwaza sie, ze SAM jest gtdéwnym donorem grup metylowych dla rdéznych
przemian metabolicznych.

Hcy moze by¢ rozktadana w dwdch szlakach przemian metabolicznych: w procesie transsulfuracji i

remetylacji (Rys. 2).

Rysunek 2. Cykl przemian homocysteiny

%% Glauser T., Ben-Menachem E., Bourgeois B., Cnaan A., Chadwick D., Guerreiro C., Kalviainen R., Mattson R.,
Perucca E., Tomson T.: ILAE treatment guidelines: evidence-based analysis of antiepileptic drug efficacy and

effectiveness as initial monotherapy for epileptic seizures and syndromes. Epilepsia 2006; 47(7): 1094-1120
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W przypadku niedoboru Met i niskiego stezenia SAM nastepuje remetylacja Hcy do Met z udziatem
syntazy metioniny (MTR). Kofaktorem tej reakcji jest witamina B12, a substratem
5-metylenotetrahydrofolian (MTH), ktéry powstaje w reakcji katalizowanej przez reduktaze
metylenotetrahydrofolianowg (MTHFR). Substratem dla tej reakcji jest tetrahydrofolian (THF), ktérego
poziom zalezy od dostarczanego egzogennie kwasu foliowego (FA). Wiadomo, ze w regulowanie
poziomu krazacej Hcy jest réwniez zaangazowany tréjfunkcyjny enzym MTHFD1 (ang.
Methylenetetrahydrofolate Dehydrogenase/ Methenyltetrahydrofolate Cyclohydrolase/
Formyltetrahydrofolate Synthetase). Wykazano, ze homozygoty MTHFD1 prowadzg do wzrostu stezenia
Hcy w chorobach serca i w niedorozwoju cewy nerwowej, zaleznego od poziomu FA, a heterozygoty
MTHFD1 GA (G1958) sg zwigzane 1z regulacja poziomu cysteiny (Cys):Hcy w chorobach
zwyrodnieniowych. Brak jest jednak doniesiert w pismiennictwie o udziale MTHFD1 w generowaniu Hcy u
chorych z padaczka leczonych LPP.

Jak wykazano, remetylacja Hcy do Met moze takie przebiega¢ na drodze reakcji z udziatem
metylotransferazy betaina:Hcy, w ktdérej betaina jest dawcg grupy metylowej, a produktami sg
N,N-dimetyloglicyna i Met. W przypadku dodatniego bilansu Met metabolizm Hcy kierowany jest na
droge nieodwracalnej reakcji transsulfuracji przebiegajacej przy udziale syntazy cystationinowej (CBS).

Kofaktorem tej reakcji jest witamina B6, a powstata w niej cystationina jest przeksztatcana w reakcji
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katalizowanej przez cystiationaze do Cys, ktéra jest wykorzystywana do syntezy glutationu lub
metabolizowana do siarczkéw i tauryny, i dalej wydalana z moczem?.

Aktywnos$¢ obu szlakéw przemian Hcy w rdinych tkankach organizmu nie jest jednakowa. Reakcje
remetylacji i transsulfuracji przebiegajg z podobng wydajnoscig w nerkach, watrobie, trzustce i w jelicie
krétkim. Jednak w przypadku niedoboru CBS przemiana cystationiny do Cys nie zachodzi w $ledzionie,
ptucach, nadnerczach i jadrach, a w mézgu i tkance ttuszczowej przy obnizonym poziomie cystiationazy™.
Metabolizm Hcy w ustroju jest regulowany réznymi czynnikami min. dietg i stanem hormonalnym. W
zaleznosci od aktywnosci enzymdw, w szczegdlnosci od ich Km (stata Michaelisa-Mentena), Hcy moze byé
kierowana na szlak remetylacji lub transsulfuracji. Enzymy kierujgce Hcy do remetylacji majg niska
wartosé Km dla substratéw zawierajgcych siarke. Cecha ta sprzyja remetylacji przy niskich stezeniach Met
i hamuje jg przy wzroscie stezenia SAM i SAH (produktéw reakcji). Enzymy kierujgce Hcy do
transsulfuracji charakteryzuje wysoka wartos¢ Km dla substratdw zawierajacych siarke oraz aktywacja
wysokim stezeniem SAM i SAH. Wysokie stezenie SAM aktywujgce CBS hamuje powstawanie
tetrahydrofolianu, natomiast wysokie stezenie SAH hamuje aktywno$¢ MTHFR i upos$ledza synteze MTH.

Zaburzenia w przemianach Hcy mogg prowadzié do jej podwyzszonego poziomu w surowicy-

hiperhomocysteinemii (hHcy).
1.8.2. Hiperhomocysteinemia

Hiperhomocysteinemia oznacza zwiekszone stezenia Hcy w osoczu krwi spowodowane czynnikami
genetycznymi i niegenetycznymi, zaburzajgcymi prawidtowy cykl przemian Hcy do Met. Za prawidtowg
wartosé stezenia Hcy w osoczu krwi przyjmuje sie 5-15 pM. Stezenia Hcy od 16-30 uM okreslamy jako
tagodna, a 31-100 uM jako $rednio zaawansowana, natomiast powyzej 100 uM jako ciezka hHcy *'.

Do najwazniejszych czynnikéw genetycznych mogacych prowadzi¢ do hHcy zalicza sie mutacje w genie

kodujgcym: CBS, MTHFR oraz MTR.

*° Bald E.: Homocysteina, niegdys egzotyczny metabolit. W: Biotiole w warunkach fizjologicznych, patologicznych i w
terapii. Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellonskiego Krakéw 2003; 73-108

% Finkelstein J.D.: The metabolism of homocystein:. pathways and regulation. Eur. ). Pediatr. 1998; 157(Suppl 2):
40-44

> Mudd S.H., Finkelstein J.D., Refsum H., Ueland P.M., Malinow M.R., Lentz S.R., Jacobsen D.W., Brattstrom L.,
Wilcken B., Wilcken D.E., Blom H.J., Stabler S.P., Allen R.H., Selhub J., Rosenberg |.H.: Homocysteine and its disulfide

derivatives: a suggested consensus terminology. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2000; 20: 1704-1706
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Zidentyfikowano ponad 30 mutacji genu CBS**. Wykazano, ze niedobdr CBS dziedziczony autosomalnie
recesywnie z locus na chromosomie 21g22.3 jest zwigzany z najciezszg postaciag hHcy- wrodzong
homocystynurig. Natomiast posta¢ homozygotyczna genu CBS wigze sie z uposledzeniem umystowym,
sktonnoscig do zakrzepdw i zatorow oraz osteoporozg o ciezkim przebiegu.

Najczestszg genetycznie uwarunkowang przyczyng hHcy sg polimorfizmy genu MTHFR. Opisano defekty
zwigzane z mutacjg punktowg genu C677T w postaci termolabilnej MTHFR oraz mutacje punktowe
A1298C i G1783A MTHFR®. Uwaza sie, ze facznie heterozygoty genu MTHFR wystepujg u 40 %
populacji a ich nosiciele maja szczegdlne predyspozycje do hHey w przypadku niedoboru FA*.

Natomiast niedobdr MTHFR dziedziczony autosomalnie recesywnie, z locus na chromosomie 1p36.6, w
postaci homozygotycznej takze moze prowadzi¢ do homocystynurii o ciezkim przebiegu z objawami
mikrocefalii, upo$ledzenia umystowego, zaburzer ruchowych i zaniku mézdzku®.

Do niegenetycznnych czynnikdw wptywajgcych na wzrost poziomu Hcy zalicza sie: styl zycia, a w
szczegolnosci palenie tytoniu®, spozywanie nadmiernych ilosci alkoholu® i kawy®’, diete (ubogg w FA
oraz witaminy B6 i B12), wiek (na skutek zaburzed wchtfaniania witaminy B12, ostabienia funkcji
wydzielniczych nerek, zaburzeri hormonalnych w wieku postmenopauzalnym®), przewlekte schorzenia

(niewydolnos¢ nerek, cukrzyca, niedoczynno$¢ tarczycy, choroby jelit, tuszczyca i choroby

32 Mudd S.H., Skovby F., Levy H.L., Pettigrew K.D., Wilcken B., Pyeritz R.E., Andria G., Boers G.H., Bromberg I.L.,
Cerone R.: The natural history of homocysteinuria due to cystathionine beta-synthase deficiency. Am. J. Hum.
Genet. 1985; 37: 1-31

3 Clarke R., Woodhouse P., Ulvik A., Frost C., Sherliker P., Refsum H., Ueland P.M., Khaw K.T.: Variability and
determinants of total homocysteine concentrations in plasma in an elderly population. Clin. Chem. 1998; 44: 102-
107

3 Van der Put N.M., Gabreels F., Stevens E.M., Smeitink J.A., Trijbels F.J., Eskes T.K., van der Heuvel L.P., Blom H.J.:

A second common mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene: an additional risk factor for neural —
tube defects. Am. J. Hum. Genet. 1998; 62: 1044-1051

* Vermaak W.J., Ubbink J.B., Barnard H.C., Potgieter G.M., van Jaarsveld H., Groenewald A.J.: Vitamin B6 nutrition
status and cigarette smoking. Am. J. Clin. Nutr. 1990; 51: 1058-1061

% Cravo M.L., Gloria L.M., Selhub J. Nadeau M.R., Camilo M.E., Resende M.P., Cardoso J.N., Leitao C.N., Mira F.C.:
Hyperhomocysteinemia in chronic alcoholism: correlation with folate, vitamin B-12, and vitamin B-6 status. Am. J.
Clin. Nutr. 1996; 63: 220-224

7 Nygard O., Refsum H., Ueland P.M., Stensvold I., Norderhaug J.E., Kvale G., Vollset S.E.: Coffee consumption and
plasma total homocysteine: The Hordaland Homocysteine Study. Am. J. Clin. Nutr. 1997; 65: 136-143

3 Pieprzowska-Biatek A., Tomaszewski J., Skorupski P., Rechberger T.: Hiperhomocysteinemia w przebiegu

krdtkotrwatej doustnej hormonalnej terapii zastepczej. Prz. Menopauz. 2003; 5: 31-34
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nowotworowe), choroby endokrynologiczne takie jak choroba Cushinga® oraz leki takie jak: teofilina
(antagonista witaminy B6), metotreksat (antagonista FA)*, fibraty*, leki przeciwcukrzycowe i
antykoncepcyjne oraz D-penicyloamina®, a takze LPP.

Ukazato sie wiele prac wskazujgcych na hHcy u chorych z padaczka leczonych LPP. Wedtug piSmiennictwa

43, 44

hHcy dotyczy 10-40% chorych z padaczkg poddawanych kuracji LPP
1.8.3. Udziat hiperhomocysteinemii w patogenezie choréb sercowo-naczyniowych

W ostatnich latach coraz czesciej wskazuje sie hHcy jako znaczacy, niezalezny czynnik ryzyka miazdzycy
naczyn wiencowych, mozgowych, obwodowych oraz zakrzepicy zylnej.

Uwaza sie, ze udziat Hcy w patogenezie choréb naczyniowych wigze sie najprawdopodobniej z
obecnoscig grupy tiolowej, ktéra moze modyfikowaé strukture biatek w reakcji S-homocysteinylacji i
przez to uposledzad ich wiasciwosci. W tej reakcji Hcy tworzy wigzania disiarczkowe z grupami tiolowymi
biatek osocza krwi i przez to moze prowadzi¢ do zaburzenia ich funkcji*. Hcy moze by¢ takze nieswoiscie
aktywowana przez syntaze metionylo- RNA, a nastepnie przeksztatcana w cykliczny tioeter- tiolakton
homocysteiny (HCTL, ang. Homocysteine Thiolactone). Zwigzek ten posiada zdolno$¢ reagowania z
grupami tiolowymi reszt lizyny biatek osocza w reakcji N-homocysteinylacji. Takiej modyfikacji ulegaja

min. hemoglobina, albuminy, y-globuliny, transferryna, fibrynogen, antytrypsyna, LDL, HDL*.

¥ Terzolo M., Allasino B., Bosio S., Brusa E., Daffara F., Ventura M., Aroasio E., Sacchetto G., Reimondo F., Angeli A,,
Camaschella C.: Hyperhomocysteinemia in patients with Cushing’s syndrome. ). Clin. Endocrinol. Metab. 2004; 89:
3745-3751

* Quinn C.T., Griener J.C., Bottiglieri T., Hyland K., Farrow A., Kamen B.A.: Elevation of homocysteine and excitatory
amino acid neurotransmitters in the CSF of children who receive methotrexate for the treatment cancer. ). Clin.
Onkol. 1997; 15: 2800-2806

*! Dierkes J.,, Westphal S., Luley C.: Serum homocysteine increases after therapy with fenofibrate or bezafibrate.
Lancet 1999; 354: 219-220

2 Kang S.S., Wong P.W., Glickman P.B., MacLeod C.M., Jaffe I.A.: Protein-bound homocyst(e)ine in patients with
rheumatoid arthritis undergoing D-penicillamine treatment. ). Clin. Pharmacol. 1986; 26: 712-715

3 Apeland T., Mansoor M.A., Pentieva K., McNulty H., Seljeflot I., Standjord R.E.: The effect of B-vitamins on
hyperhomocysteinemia in patents on antiepileptic drug. Epilepsy Res. 2002; 51: 237-247

* Huemer M., Ausserer B., Graninger G., Hubmann M., Huemer C., Schlachter K., Tscharre A., Ulmer H., SimmaB.:
Hyperhomocysteinemia in children treated with antiepileptic drugs is normalized by folic acid supplementation.
Epilepsia 2005; 46: 1677-1683

* Jakubowski H.: Protein homocysteinylation: possible mechanism underlying pathological consequences of
elevated homocysteine levels. FASEB J. 1999; 13: 2277-2283

*® Jakubowski H.: Protein N-homocysteinylation: implications for atherosclerosis. Biomed. Pharmacother. 2001; 55:

443-447
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Jednoczesnie dodatkowa grupa tiolowa pochodzgca od Hcy zmienia reaktywnosé biologiczng tych biatek
oraz ich wtasciwosci fizykochemiczne co moze prowadzi¢ do zwiekszenia podatnosci na uszkodzenia,
proteolize a takze do tworzenia agregatéw”’. Przykltadowo modyfikacja sktadowej LDL- apolipoproteiny
apo-B100 przez HCTL z jednej strony nasila agregacje LDL oraz ich przyswajanie przez monocyty a takze
przeksztatcanie w komoérki piankowate, a z drugiej strony indukuje stres oksydacyjny w komdrkach
Srdédbtonka naczyn. Uwaza sie, ze Hcy ma takze bezposredni cytotoksyczny wptyw na komérki srédbtonka
naczyniowego poprzez hamowanie metylacji biatka p21ras przez co moze uposledzaé synteze DNA
komorki, hamowa¢ jej wzrost i procesy naprawcze®. Podobny efekt moze wywotywaé takze obnizenie
poziomu metylacji laminy B i fosfatazy biatkowej 2A®. Uwaza sie takze, ze nadmiar Hcy pobudza
proliferacje miesni gtadkich naczyn przez zwiekszanie ekspresji genéw cyklin A i D, i w konsekwencji
zwiekszenie produkcji i gromadzenie kolagenu w $cianie naczynia™.

Wykazano takze, ze hHcy moze dziata¢ promiazdzycowo poprzez hamowanie produkcji adenozyny w
tkankach, ktéra w naturalnych warunkach hamuje ekspresje noradrenaliny, angiotensyny i tkankowego
czynnika wzrostu™.

Znane jest takze aterogenne dziatanie hHcy polegajgce na zaburzeniu funkcji czynnikdw krzepniecia i
ptytek krwi. Homocysteina zwieksza ekspresje dla chemoatraktanta dla monocytéw na komérkach
$rddbtonka, powoduje wzrost stezenia tromboksandw TXAB2 i TXAA2, a takze wzrost adhezji, agregacji i
skrécenie czasu przezycia ptytek krwi. Hey aktywuje takze Xll i V czynnik krzepniecia, hamuje aktywacje
proteiny C, inaktywuje tkankowy aktywator plazminogenu i trombomodauline.

Wykazano takze, iz hHcy powoduje zahamowanie syntezy NO, a w konsekwencji uposledzenie
wazodylatacji i relaksacji naczyniowej.

W ostatnich latach ukazaty sie takze prace wskazujgce na dodatnig korelacje miedzy stezeniem Hcy a
stezeniem TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor, czynnik martwicy nowotwordw), MCP-1 (ang. Monocyte

Chemotactic Protein-1, biatko przyciggajagce monocyty-1) i VCAM-1 (ang. Vascular Cell Adhesion

7 Beftowski J.: Protein homocysteinylation: a new mechanism of atherogenesis? Postepy Hig. Med. Dosw. 2005; 59:
392-404

“®yip., Melnyk S., Pogribna M., Pogribny I.P, Hine R.J., James S.).: Increase in plasma homocysteine associated with
parallel increases in plasma S-adenosylhomocysteine and lymphocyte DNA hypomethylation. ). Biol. Chem. 2000;
275:29318-29323

* Naruszewicz M.: Aktualne spojrzenie na role hiperhomocysteinemii w patogenezie miazdzycy. Pol. Przegl.

Neurol. 2005; 1: 19-22

*® Rasmussen L.M., Hansen P.R., Ledet T.: Homocysteine and the production of collagens, proliferation and
apoptosis in human arterial smooth muscle cells. APMIS 2004; 112: 598-604

! Medina M., Urdiales J.L., Amores-Sanchez M.l.: Roles of homocysteine in cell metabolism: old and new

functions. Eur. ). Biochem. 2001; 268: 3871-3882
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Molecule-1, naczyniowa molekuta adhezyjna-1)*?, czynnikéw indukujacych i nasilajacych proces
zapalny®®, majacy istotny wptyw na patogeneze choréb naczyniowych.

Najprawdopodobniej nie sg jeszcze znane wszystkie mechanizmy szkodliwego dziatania Hcy na naczynia
osrodkowe i obwodowe. W ciggu ostatnich kilkunastu lat ukazato sie wiele prac, dotyczacych réznych
dziedzin medycyny i wskazujgcych na dodatnie korelacje miedzy poziomem osoczowej Hcy a
zagrozeniem wystapienia choroby wiericowej™, zawatu serca®, udaru mdézgu®® i naczyniopochodnej
podkorowej encefalopatii oraz miazdzyca tetnic obwodowych i zakrzepica 2yt gtebokich®’.

W pismiennictwie wykazano, ze zmiany naczyniowe mogg pojawiaé sie juz w tagodnej hHcy, ktdra
wystepuje u 7-10% catej populacji ludzkiej i najczesciej nie daje objawdw klinicznych do 40 r.z. oraz jest
zasadniczo zwigzana z mutacjag C677T genu MTHFR. S3 jednak doniesienia wskazujace, ze przy
dostatecznej podazy FA genotyp ten nie powoduje podwyzszonego stezenia Hcy i nie jest czynnikiem
ryzyka choréb naczyniowych®. Waznym czynnikiem regulujgcym czestoéé wystepowania hHcy i
zwigzanych z nig powiktan naczyniowych w réznych rejonach swiata, jest takze tryb zycia a w
szczegoblnosci spozywana dieta i zawartos¢ w niej kofaktoréw proceséw remetylacji i transsulfuracji Hey-

FA, witaminy: B6, B12 >*®°.

> Bogdanski P, Pupek-Musialik D, tuczak M, Cymerys M, Kopczynski J, Bryl W, Jabtecka A, Miczke A.: Ocena steZenia
homocysteiny i wybranych markerdw procesu zapalnego u chorych z klinicznymi cechami insulinoopornosci. Diabet.
Dosw. Klin. 2003; 3(3): 261-267

>3 Gasiorowska D., Korzeniowska K., Jabtecka A.: Homocysteina. Farm Wspét 2008; 1(3): 169-175

>* Skibifska E., Sawicki R., Lewczuk A., Prokop J., Musiat W., Kowalska I., Mroczko B.: Homocysteinemia we krwi a
zaawansowanie choroby niedokrwiennej serca. Kardiol. Pol. 2004; 60: 202-205

> Wald N.J., Watt H.C., Law M.R., Weir D.G., Mc Partlin J., Scott J.M.: Homocysteine and ischemic heart disease:
results of a prospective study with implications regarding prevention. Arch. Intern. Med. 1998; 158: 862-867

> Perry IJ., Refsum H., Morris R.W., Ebrahim S.B., Uleand P.M., Shaper A.G.: Prospective study of serum total
homocysteine concentration and risk of stroke in middle-aged British men. Lancet 1995; 346: 1395-1398

" Ridker P.M., Hennekens C.H., Selhub J., Miletich J.P., Malinow M.R., Stampfer M.).: Interrelation of
hyperhomocyst(e)inemia, factor V Leiden, and risk factor of future venous thromboembolism. Circulation 1997; 95:
1777-1782

% Ma J., Stampfer M.J., Hennekens C.H., Frosst P., Selhub J., Horsford J., Malinow M.R., Willett W.C., Rozen R.:
Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism, plasma folate, homocysteine, and risk of myocardial infarction
in US physicians. Circulation 1996; 94: 2410-2416

> Abbate R., Sardi ., Pepe G., Marcucci R., Brunelli T., Prisco T., Fatini C., Capanni M., Simonetti |., Gensini G.F.: The
high prevalence of thermolabile 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) in Italians is not associated to
an increased risk for coronary artery disease (CAD). Thromb. Haemost. 1998; 79: 727-730

 Malinow M.R., Ducimetiere P., Luc G., Evans A.E., Arveiler D., Cambien F., Upson B.M.: Plasma homocyst(e)ine

levels and graded risk for myocardial infarction: findings in two populations at contrasting risk for coronary heart

disease. Atherosclerosis 1996; 126: 27-34
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Uwaza sie, ze podwyzszone stezenie Hcy jest réwniez czynnikiem ryzyka chordb neurodegeneracyjnych,

psychiatrycznych i innych schorzen.

1.8.4. Wptyw hiperhomocysteinemii na patogeneze chordob neurologicznych,

psychiatrycznych, wad rozwojowych i patologie cigzy

Wykazano, ze Hcy moze przechodzi¢ przez bariere krew-médzg, a jej poziom w modzgu odpowiada
poziomowi osoczowej Hcy. Podwyzszone stezenie Hcy moze prowadzi¢ do zmian naczyniowych OUN i
otepienia na podfozu naczyniowym, ale moze takze by¢ czynnikiem ryzyka chordb
neurodegeneracyjnych. Z doniesien pismiennictwa wynika, ze hHcy jest uwazana za czynnik ryzyka
choroby Alzheimera (ChA)®* oraz choroby Parkinsona (ChP)®. Neurotoksyczny mechanizm dziatania Hcy
w tych schorzeniach nie jest jasny. Jak wiadomo, Hcy jest agonistg receptorow NMDA i stabym
aktywatorem kanatu NMDA. Przytgczenie Hcy i jej metabolitu— kwasu homocysteinowego do miejsca
wigzacego glicyne w receptorze NMDA, powoduje naptyw jondw wapnia do komorki i aktywacje
enzymow uszkadzajgcych btony komérkowe, cytoszkielet i DNA, co jednoczesnie moze prowadzi¢ do
nasilenia stresu oksydacyjnego i procesu apoptozy. Hcy wykazuje takze powinowactwo do receptorow
mGIuR z grupy I. W modelach doswiadczalnych wykazano, ze receptory glutaminergiczne posredniczg w
wywotanej przez Hcy mobilizacji wapnia w hipokampie (badania prowadzone u krdlika) oraz w
neurotoksycznosci Hcy na modelu pierwotnej hodowli neurondw ziarnistych w mézdzku®® *.

W pismiennictwie ukazaty sie takze doniesienia o niezaleznym od aktywnosci glutaminergicznej dziataniu
Hcy w patogenezie ChA, zwigzanym z neurotoksycznoscig miedzi i B-amyloidu®.

Uwaza sie, ze pobudzenie receptora NMDA przez kwas homocysteinowy i jego dziatanie

ekscytotoksyczne moze takze odgrywaé waing role w rozwoju ChP®. Rozwaza sie ponadto hipoteze

ot Luchsinger J.A., Tang M.X., Shea S., Miller J., Green R., Mayeux R.: Plasma homocysteine levels and risk of
Alzheimer disease. Neurology 2004; 62: 1972-1976

%2 Dorszewska J., Florczak J., Rézycka A., Kempisty B., Jaroszewska-Kolecka J., Chojnacka K., Trzeciak W.H., Kozubski
W.: Oxidative DNA damage and level of thiols as related to polymorphisms of MTHFR, MTR, MTHFD1 in Alzheimer's
and Parkinson’s diseases. Acta Neurobiol. Exp. 2007; 67(2): 113-129

83 tazarewicz JLW., Ziembowicz A., Matyja E., Stafiej A., Ziemifiska E.: Homocysteine-evoked **Ca release in the
rabbit hippocampus is mediated both by NMDA and group | metabotropic glutamate receptors: in vivo microdialysis
study. Neurochem. Res. 2003; 28: 259-269

® Ziemiriska E., Stafiej A., tazarewicz J.W.: Role of group | metabotropic glutamate receptors and MINDA receptors
in homocysteine-evoked acute neurodegeneration of cultured cerebellar granule neurones. Neurochem. Int. 2003;
43(4-5): 481-492

% Seshadri S., Beiser A., Selhub J., Jacques P.F., Rosenberg |.H., D’Agostino R.B., Wilson P.W., Wolf P.A.: Plasma
homocysteine as a risk factor for dementia and Alzheimer’s disease. N. Eng. J. Med. 2002; 346(7): 476-483
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uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych spowodowanego nadmiernym utlenianiem jonéw zelaza oraz
wolnymi rodnikami powstajgcymi podczas utleniania Hcy. Opisano takze wzrost stezenia Hcy podczas
farmakoterapii chorych z ChP L-dopa. Jak wykazano, L-dopa w organizmie ulega O-metylacji
katalizowanej przez katecholotlenometylotransferaze (COMT), gdzie donorem grupy metylowej jest SAM
a produktem 3-O-metylodopa, przeksztatcana do SAH, ktéra moze by¢ dalej hydrolizowana do Hcy.
Uwaza sie, ze w ChP Hcy jest réwniez czynnikiem wywotujgcym stres oksydacyjny i dysfunkcje
mitochondrialne oraz apoptoze neurondw dopaminergicznych®. Badania na ludzkich neuronach
dopaminergicznych wykazaty takze wzrost neurotoksycznosci przy wysokim poziomie Hcy wywotanym
niedoborem FA®%. Ukazaly sie réwniez prace prowadzone na modelach zwierzecych opisujace wptyw Hcy
na transmisje dopaminergiczna69. Uwaza sie takze, ze Hcy jest allosterycznym antagonistg receptora D2 i
by¢ moze przyczyng stabszego efektu farmakoterapii agonistami receptora D2 chorych z ChP z
podwyzszonym stezeniem Hcy w surowicy. Opisano takze wieksze nasilenie dyskinez u pacjentow
leczonych z powodu ChP, u ktérych wykazano hHcy”.

Ponadto z piSmiennictwa wynika, ze chorzy, u ktérych wykazano trzykrotnie wyzsze stezenie Hcy w
surowicy byli dwukrotnie czes$ciej narazeni na zachorowanie na ChA, a z pracy Seshadri i wsp. wynika, ze
podwyzszenie poziomu Hcy o 5 uM zwieksza ryzyko ChA o 40%%.

W ostatnich latach opisano takze korelacje miedzy podwyzszonym stezeniem Hcy a chorobami
psychiatrycznymi: schizofrenig” i depresja’’. Wykazano takze wyzszg w schizofrenii, w poréwnaniu z

populacja 0gdlna, czestoé¢ wystepowania polimorfizmu C677T w genie kodujagcym MTHFR”> 7“.

% |sobe C., Murata T., Sato C., Terayama Y.: Increase of homocysteine concentration in cerebrospinal fluid in
patients with Alzheimer's disease and Parkinson'’s disease. Life Sci. 2005; 77(15): 1836-1843

%7 Zoccolella S., Lamberti P., Armenise E., de Mari M., Lamberti S.V., Mastronardi R., Fraddosio A., lliceto G., Livrea
P.: Plasma homocysteine levels in Parkinson's disease: role of antiparkinsonian medications. Parkinsonism Relat.
Disord. 2005; 11(2): 131-133

® Duan W., Ladenheim B., Cutler R.G., Kruman I.l., Cadet J.L., Mattson M.P.: Dietary folate deficiency and elevated
homocysteine levels endanger dopaminergic neurons in models of Parkinson's disease. J. Neurochem. 2002; 80(1):
101-110

69 Agnati L.F., Ferre S., Genedani S., Leo G., Guidolin D., Filaferro M., Carriba P., Casado V., Lluis C., Franco R., Woods
A.S., Fuxe K.: Allosteric modulation of dopamine D2 receptors by homocysteine. ). Proteome. Res. 2006; 5: 3077-
3083

" Zoccolella S., Lamberti P., lliceto G., DellAquila C., Diroma C., Fraddosio A., Lamberti S.V., Armenise E., Defazio G.,
de Mari M., Livrea P.: Elevated plasma homocysteine levels in L-dopa-treated Parkinson’s disease patients with
dyskinesias. Clin. Chem. Lab. Med. 2006; 44: 863-866

Y Haidemenos A., Kontis D., Gazi A., Kallai E., Allin M., Lucia B.: Plasma homocysteine, folate and B12 in chronic

schizophrenia. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry. 2007; 31(6): 1289-1296
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Ponadto, jak wynika z piSmiennictwa zwiekszone stezenie osoczowej Hcy jest czynnikiem ryzyka
wystepowania wad wrodzonych cewy nerwowej, rozszczepu podniebienia, wad stép u noworodkéw oraz
zaburzen prawidtowego przebiegu cigzy”>. Uwaza sie takze, ze hHcy moze byé przyczyng nawykowych
poronieri’®. Ukazaty sie takze prace opisujace dodatnie korelacje miedzy narastajacym poziomem Hcy a
wystepowaniem wad tozyska oraz stanu przedrzucawkowego’’ kobiet w ciazy a takze prace o wptywie

hHcy na patogeneze choréb nowotworowych’®.
1.8.5. Hiperhomocysteinemia a rozwadj padaczki

Udziat hHcy w indukowaniu napadéw padaczkowych wykazano zaréwno w doswiadczalnych modelach
zwierzecych, jak i u ludzi. Z piSmiennictwa wynika, ze wysokie dawki Hcy mogg indukowaé napady
padaczkowe u zwierzat doswiadczalnych”. Natomiast z badari prowadzonych u ludzi wynika, ze u 20 %
chorych na padaczke z heterozygotg CBS, przy wzroscie krgzgcej Hcy od 50 do 200 uM obserwuje sie
wzrost czestosci napadéw padaczkowych®. Uwaza sie takze, ze hHcy wykazuje negatywny wptyw na
kontrole napaddéw u chorych na padaczke. Przypuszcza sie, ze Hey i jej metabolit- kwas homocysteinowy

mogg uczestniczy¢ w indukowaniu napaddw padaczkowych przez agonistyczne oddziatywanie na

2 Arinami T., Yamada N., Yamakawa-Kobayashi K., Hamaguchi H., Toru M.: Methylenetetrahydrofolate reductase
variant and schizophrenia/depression. Am. ). Med. Genet. 1997; 74: 526-528

3 Muntjewerff J.W., Kahn R.S., Blom H.J., den Heijer M.: Homocysteine, methylenetetrahydrofolate reductase and
risk of schizophrenia: a meta-analysis. Mol. Psychiatry. 2006; 11(2): 143-149

" Tan E.C., Chong S.A., Lim L.C. Chan A.O., Teo Y.Y., Tan C.H., Mahendran R.: Genetic analysis of the thermolabile
methylenetetrahydrofolate reductase variant in schizophrenia and mood disorders. Psychiatr. Genet. 2004; 14(4):
227-231

7> Sztenc S.: Hyperhomocysteinemia and pregnancy complications.: Ginekol Pol. 2004; 75: 317-325

’® Wouters M.G., Boers G.H., Blom H.J., Trijbels F.J., Thomas C.M., Borm G.F., Steegers-Theunissen R.P., Eskes T.K.:
Hyperhomocysteinemia- a risk factor in women with unexplained recurrent early pregnancy loss. Fertil. Steril. 1993;
60: 820-825

7 Ray J.G., Laskin C.A.: Folic acid homocyst(e)ine metabolic defects and the risk of placental abruption, pre-
eclampsia and spontaneous pregnancy loss: A systemic review. Placenta 1999; 20: 519-529

" Wu L.L., Wu J.T.: Hyperhomocysteinemia is a risk factor for cancer and a new potential tumor marker. Clin. Chim.
Acta 2002; 322: 21-28

”® Kubova H., Folbergrova J., Mares P.: Seizures induced by homocysteine in rats during ontogenesis. Epilepsia 1995;
36: 750-756

& Siniscalchi A., Mancuso F., GallelliL., Ferreri lbbadu G., Biagio MercuriN., De Sarro G.: Increase in plasma

homocysteine levels induced by drug treatments in neurologic patients. Pharmacol. Res. 2005; 52: 367-375
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receptor NMDA® w miejscu wiazacym glutaminian. Prawdopodobnie kwas homocysteinowy ma takze
dziatanie aktywujgce metabotropowe receptory glutaminergiczne grupy Il i lll. Istniejg hipotezy o
indukujagcym napady padaczkowe hamujgcym wptywie Hcy na dziatanie Na*/K* ATPazy w komodrkach
hipokampa oraz hamujgcym wptywie HCTL na dziatanie Na*/K* ATPazy w komérkach hipokampa i kory
mdzgowej®2. Rozwaza sie takze role hHcy w powstawaniu stresu oksydacyjnego i uszkodzeri DNA gendw

kodujacych biatka biorgce udziat w epileptogenezie.

1.8.6. Hiperhomocysteinemia w terapii lekami przeciwpadaczkowymi u chorych

z padaczka

Uwaza sie, ze istnieje kilka mechanizmdw przyczyniajgcych sie do generowania hHcy u chorych z
padaczky leczonych LPP. Wykazano, ze LPP mogg mie¢ posredni wptyw na poziom osoczowej Hcy
poprzez uposledzanie wchtaniania jelitowego kofaktoréw jej remetylacji (FA i witamina B12) oraz
indukcje enzymodw watrobowych biorgcych udziat w przemianach i jednoczesnie warunkujgcych poziom
FA. Ponadto wykazano, ze metabolizm LPP, a w szczegdlnosci proces ich hydroksylacji, bezposrednio
zwieksza zuzycie FA i obniza ich poziom w osoczu. Uwaza sie takze, LPP mogg wykazywaé bezposredni
wptyw na metabolizm Hcy oraz na funkcje nerek.

Wykazano takze, ze poziom generowanej Hey zalezy od rodzaju stosowanej farmakoterapii®®. Uwaza sie,
ze CBZ, DPH, PB podwyziszajg stezenie Hcy poprzez obnizenie poziomu FA na drodze zwiekszenia
aktywnosci cytochromu P450%. Ponadto wykazano, ze DPH zardwno u myszy, jak i u szczuréw moze
generowac Hey poprzez hamowanie aktywnosci MTHFR®.

Natomiast terapia CBZ moze rdéwniez prowadzi¢ do zaburzenia procesu remetyzacji Hcy poprzez
obnizanie poziomu kofaktoréow biorgcych udziat w biosyntezie FA oraz witaminy B12. Ponadto CBZ moze

wptywac na stezenie Hey poprzez obnizenie stezenia Met i zaburzenie stosunku stezer Met:Hcy®>.

8l Folbergrova J., Haugvicova R., Mares P.: Behavioral and metabolic changes in immature rats during seizures
induced by homocysteic acid: the protective effect of NMDA and non-NMDA receptor antagonists. Exp. Neurol.
2000; 161: 336-345

8 Ragi¢-Markovié A., Stanojlovi¢ 0., Hrn¢i¢ D., Krsti¢ D., Colovié¢ M., Susi¢ V., Radosavljevi¢ T., Djuric D.: The activity of
erythrocyte and brain Na'/K' and Mg2+-ATPases in rats subjected to acute homocysteine and homocysteine
thiolactone administration. Mol. Cell Biochem. 2009; 327(1-2): 339-345

8 Apeland T., Mansoor M.A., Strandjord R.E.: Antiepileptic drugs as independent predictors of plasma total
homocysteine levels. Epilepsy Res. 2001; 47: 27-35

8 carl G.F., Smith D.B: The effect of chronic phenytoin treatment on tissue folate concentrations and on the
activities of the methyl synthetic enzymes in the rat. ). Nutr. 1983; 113: 2368-2374

® Tatarewicz S., Sniezawska A., Dorszewska J., Kozubski W.: Poziom homocysteiny i asymetrycznej dimetyloargininy

(ADMA) u chorych leczonych z powodu padaczki. Farm. Prz. Nauk. 2008; 9-10: 26-29
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Za$ terapia VPA, ktéry w odrdznieniu od CBZ nie indukuje mikrosomalnych enzymoéw watrobowych,
moze obniza¢ poziom FA przez hamowanie enzymu posredniczgcego w jego biosyntezie oraz w syntezie
jego pochodnych®® i prowadzi¢ do wzrostu stezenia Hcy bez zmiany stezenia Met. W badaniach
przeprowadzonych u myszy wykazano, ze VPA zaburza proces transsulfuracji®’.

W pismiennictwie ukazaty sie takze prace wskazujgce na brak wptywu LPP NG na poziom Hcy oraz
poziom kofaktorow procesu remetylacji Hcy do Met. Wykazano, ze np. terapia LTG zasadniczo nie
wptywa na poziom witaminy B12 i FAZE,

Wykazane liczne korelacje podwyzszonego stezenia Hecy z wieloma komplikacjami klinicznymi przyczynity
sie do coraz wiekszego zainteresowania skutkami hHcy. Uwaza sie takze, ze udziat hHcy w stanach

patologicznych ustroju moze odbywac sie z udziatem asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA).

1.9. ADMA

1.9.1. Metabolizmm ADMA

Asymetryczna dimetyloarginina, endogenna metyloarginina, jest aminokwasem naturalnie wystepujgcym
w organizmie cztowieka. Jest ona syntetyzowana przez rézne komodrki, miedzy innymi przez komorki
$rodbtonka naczyniowego®. Powstaje w reakcjach metylacji biatek zawierajacych reszty argininowe
(syntetyzowane w cyklu mocznikowym) z udziatem N-metylotransferazy argininowej typu | (PRMT 1), w
ktérej donorem grup metylowych jest SAM. Natomiast w wyniku proteolizy ADMA jest uwalniana z
komérki® i moze byé metabolizowana do L-cytruliny i dimetyloaminy przy udziale enzymu
dimetyloaminohydrolazy dimetyloargininy (DDAH) lub w postaci niezmienionej wydalona przez nerki.

L-cytrulina w toku dalszych przemian moze by¢ przeksztatcana do Arg.

% Attilakos A., Papakonstantinou E., Schulpis K., Voudris K., Katsarou E., Mastroyianni S., Garoufi A.: Early effect of
sodium valproate and carbamazepine monotherapy on homocysteine metabolism in children with epilepsy. Epilepsy
Res. 2006; 71: 229-232

¥ Hishida R., Nau H.: VPA- induced neural tube defects in mice. I. Altered metabolism of sulfur amino acids and
glutathione. Teratog. Carcinog. Mutagen. 1998; 18: 49-61

® Gidal B., Tamura T., Hammer A., Vuong A.: Blood homocysteine, folate andvitamin B12 concentrations in patients
with epilepsy receiving lamotrigine or sodium valproate for initial monotherapy. Epilepsy Res. 2005; 64(3): 161-166
89 Boger R.H., Sydow K., Borlak J., Thum T., Lenzen H., Schubert B., Tsikas D., Bode-Béger S.M.: LDL cholesterol
upregulates synthesis of asymmetrical dimethyloarginine in human endothelial cells: involvement of S-
adenosylmethionine-dependent methyltransferases. Circ. Res. 2000; 87: 99-105

% Konieczna-Grzebieniak E., Goss M.: Znaczenie regulacji stezenia endogennych metyloarginin w praktyce kliniczne;.

Prz. Lek. 2005; 62(12): 1494-1501
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Najwieksza aktywno$¢ DDAH wystepuje w watrobie® chociaz wykazano jg takie w granulocytach,
erytrocytach i w monocytach®.

Zaréwno synteza, jak i degradacja ADMA s3g procesami aktywnie regulowanymi (Rys. 3).

Rysunek 3. Schemat syntezy i rozktadu ADMA

Proteazy DDAH
BIALKO ﬁ ADMA ﬁ CYTRULINA

()

NOS
ARGININA ﬂ NO + CYTRULINA

Wykazano zwiekszenie ekspresji PRMT oraz wzrost poziomu syntezy ADMA w komdrkach endotelialnych
w obecnosci natywnych i zmodyfikowanych oksydatywnie frakcji LDL. Synteza ADMA wzrasta takze w
obecnosci Met i Hey, a maleje przy zwiekszonym poziomie SAH, dialdehydu adenozyny i cykloleucyny. W
badaniach doswiadczalnych wykazano, ze Hcy przez oddziatywanie na grupy sulfhydrylowe bezposrednio
hamuje aktywnoé¢ DDAH i tym samym moze regulowaé stezenie ADMA w komérkach érédbtonka®.

Wykazano takze, ze zwiekszone stezenie frakcji oksydatywnego LDL* powoduje spadek aktywnosci

o Nijveldt R.J., Teerlink T., Siroen M.P., van Lambalgen A.A., Rauwerda J.A., van Leeuwen P.A.: The liver is an
important organ in the metabolism of asymmetrical dimethylarginine (ADMA). Clin. Nutr. 2003; 22: 17-22

% Kang E.S., Cates T.B., Harper D.N., Chiang T.M., Myers L.K, Acchiardo S.R., Kimoto M.: An enzyme hydrolyzing
methylated inhibitors of nitric oxide synthase is present in circulating human red blood cells. Free Radic. Res. 2001;
35: 693-707

9 Stuhlinger M.C., Oka R.K., Graf E.E., Schmdlzer I., Upson B.M., Kapoor O., Szuba A., Malinow M.R., Wascher T.C.,
Pachinger 0., Cooke J.P.: Endothelial dysfunction induced by hyperhomocyst(e)inemia: role of asymmetric
dimethylarginine. Circulation 2003; 108: 933-938

* lto A., Tsao P.S.; Adimoolam S., Kimoto M., Ogawa T., Cooke J.P.: Novel mechanism for endothelial dysfunction:

dysregulation of dimethylarginine dimethylaminohydrolase. Circulation 1999; 99: 3092-3095
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DDAH. Uwaza sie, ze obnizeniu aktywnosci DDAH zapobiegaja przeciwutleniacze®™. W piémiennictwie

ukazaty sie takze doniesienia o upo$ledzajacym wptywie hiperglikemii na funkcje DDAH®.
1.9.2. Czynniki wptywajgce na stezenie ADMA w osoczu krwi

W pismiennictwie wykazano wptyw wielu czynnikéw egzo- i endogennych na stezenie ADMA zaréwno u
zwierzat doswiadczalnych, jak i u ludzi. Jednym z najistotniejszych egzogennych czynnikédw regulujagcym
stezenie ADMA w osoczu wydaje sie by¢ spozywana dieta. Uwaza sie, ze pokarmy bogatottuszczowe”’,
dieta bogatosolna®, hipercholesterolemiczna oraz dieta indukujaca hHcy®® moga powodowaé wzrost
stezenia ADMA w osoczu. Uwaza sie takze, ze stezenie osoczowej ADMA wzrasta z wiekiem'®. Innym
waznym czynnikiem wptywajgcym na stezenie ADMA wydaje sie by¢ farmakoterapia. Wykazano spadek
102)’

stezenia ADMA podczas terapii lekami przeciwcukrzycowymi (metformina™, rosiglitazonem

neuroleptykami'®, inhibitorami konwertazy'®, rosuwastatyng'® oraz estrogenami'®.

% Cooke J.P.: Does ADMA cause endothelial dysfunction? Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2000; 20: 2032-2037
% vallance P., Leiper J.: Cardiovascular biology of the asymmetric dimethylarginine: dimethylarginine
dimethylaminohydrolase pathway. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2004; 24: 1023-1030

% Fard A., Tuck C.H., Donis J.A., Sciacca R., Di Tullio M.R., Wu H.D., Bryant T.A., Chen N.T., Torres-Tamayo M.,
Ramasamy R., Berglund L., Ginsberg H.N., Homma S., Cannon P..: Acute elevations of plasma asymmetric
dimethylarginine and impaired endothelial function in response to a high-fat meal in patients with type 2 diabetes.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2000; 20: 2039-2044

% Fujiwara N., Osanai T., Kamada T., Katoh T., Takahashi K., Okumura K.: Study on the relationship between plasma
nitrite and nitrate level and salt sensitivity in human hypertension: modulation of nitric oxide synthesis by salt
intake. Circulation 2000; 101: 856-861

» Boger R.H., Bode-Boger S.M., Sydow K., Heistad D.D., Lentz S.R.: Plasma concentration of asymmetric
dimethylarginine, an endogenous inhibitor of nitric oxide synthase is elevated in monkey with
hyperhomocysteinemia or hypercholesterolemia. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2000 ; 20(6): 1557-1564

100 Miyazaki H., Matsuoka H., Cooke J.P., Usui M., Ueda S., Okuda S., Imaizumi T.: Endogenous nitric oxide synthase
inhibitor: a novel marker of atherosclerosis. Circulation 1999; 99: 1141-1146

101 Asagami T., Abbasi F., Stuelinger M., Lamendola C., McLaughlin T., Cooke J.P., Reaven G.M., Tsao P.S.: Metformin
treatment lowers asymmetric dimethylarginine concentrations in patients with type 2 diabetes. Metabolism 2002;
51: 843-846

102 Stuhlinger M.C., Abbasi F., Chu J.W. Lamendola C., Mclaughlin T.L.,, Cooke J.P., Reaven G.M., Tsao P.S.:
Relationship between insulin resistance and an endogenous nitric oxide synthase inhibitor. JAMA 2002; 287: 1420-
1426
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Das I., Khan N.S., Puri B.K., Hirsch S.R.: Elevated endogenous nitric oxide synthase inhibitor in schizophrenic

plasma may reflect abnormalities in brain nitric oxide production. Neurosci. Lett. 1996; 215: 209-211
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Jednak najistotniejszg przyczyng wzrostu stezenia osoczowej ADMA wydajg sie by¢ schorzenia a nie
stosowana w nich farmakoterapia. W ciggu ostatnich lat ukazato sie wiele prac wskazujgcych na ryzyko
podwyzszonego stezenia ADMA w chorobach przewlektych w tym w: niewydolnosci nerek'”,
niewydolnosci watroby, cukrzycy, chorobach uktadu nerwowego (schizofrenia'®, stwardnienie rozsiane,
choroby neurodegeneracyjne) i nadczynnosci gruczotu tarczowego'®.

Uwaza sie, ze stezenie osoczowej ADMA koreluje z ryzykiem wystepowania chordéb naczyniowych.

19% pelles C., Schneider M.P., John S., Gekle M., Schmieder R.E.: Angiotensin converting enzyme inhibition and

angiotensin Il AT1-receptor blockade reduce the levels of asymmetrical N(G), N(G)-dimethylarginine in human
essential hypertension. Am. J. Hypertens. 2002; 15: 590-593

% 1uT™M,, Ding Y.A,, Leu H.B., Yin W.H., Sheu W.H., Chu K.M.: Effect of rosuvastatin on plasma levels of asymmetric
dimethylarginine in patients with hypercholesterolemia. Am. J. Cardiol. 2004; 94: 157-161

198 post M.S., Verhoeven M.O., Van der Mooren M.J., Kenemans P., Stehouwer C.D., Teerlink T.: Effect of hormone
replacement therapy on plasma levels of the cardiovascular risk factor asymmetric dimethylarginine: a randomized,
placebo-controlled 12-week study in healthy early postmenopausal women. ). Clin. Endocrinol. Metab. 2003; 88:
4221-4226

197 70ccali C., Bode-Boger S., Mallamaci F., Benedetto F., Tripepi G., Malatino L., Cataliotti A., Bellanuova I., Fermo I.,
Frolich J., Boger R.: Plasma concentration of asymmetric dimethylarginine and mortality in patients with endstage
renal disease: a prospective study. Lancet 2001; 358: 2113-2117

108 Hermeneglido C., Medina P., Peir6 M., Segarra G., Vila J.M., Ortega J., Lluch S.: Plasma concentration of
asymmetric dimethylarginine, an endogenous inhibitor of nitric oxide synthase, is elevated in hyperthyroid patients.

J. Clin. Endocrinol. Metab. 2002; 87(12): 5636-5640
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1.9.3. Udziat ADMA w patogenezie chordb naczyniowych

Asymetryczna dimetyloarginina jest endogennym inhibitorem NOS'®

NOS tj. Srédbtonkowg (eNOS), neuronalng (nNOS) oraz indukowang (iNOS). Wiadomo, ze nNOS i eNOS s3

.Uwaza sie, ze hamuje trzy izoformy

wytwarzane przez: ptytki krwi, miocyty, komorki srédbtonka i neurony, w odrdéznieniu od iNOS, ktéra jest
enzymem aktywowanym  w wiekszosci komdrek ustroju pod wptywem dziatania endotoksyn
bakteryjnych, cytokin i interferonu. Ponadto wymienione trzy izoformy NOS sg odpowiedzialne w sposdb
mniej lub bardziej kontrolowalny za produkcje NO. Tlenek azotu posiada dziatanie: przeciwzapalne,
wazodylatacyjne i antyaterogenne i wywiera silny wptyw na prawidtowe funkcjonowanie uktadu
sercowo-naczyniowego. W warunkach fizjologicznych NO hamuje synteze endoteliny-1, czynnika o
dziataniu naczynioobkurczajgcym i jednoczesnie indukujgcym hiperplazje wewnetrznej btony
naczyniowej. Natomiast obnizenie syntezy NO powoduje zatamanie réwnowagi pomiedzy czynnikami
obkurczajgcymi (noradrenaliny, serotoniny i angiotensyny Il) i rozszerzajgcymi Sciane naczyniowg na

h''°. Niedobér NO zwieksza wytwarzanie MCP-1 (ang. Monocyte Chemotactic

korzysé tych drugic
Proteine-1) co sprzyja adhezji limfocytéw i monocytéw do s$ciany naczyniowej. Uwaza sie, ze obnizenie
syntezy NO sprzyja agregacji ptytek krwi oraz proliferacji i hamowaniu apoptozy miocytow. Przypuszcza
sie, ze deficyt NO moze takze hamowa¢ angiogeneze''!. NO bierze takze udziat w transmisji synaptycznej
w os$rodkowymi i obwodowym ukfadzie nerwowym, odgrywa istotng role w procesie uczenia sie i
zapamietywania. Uwaza sie, ze NO odgrywa takze wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu
immunologicznego oraz w regulacji procesdw oddychania komérkowego na poziomie tancucha
mitochondrialnego.

Wedtug wielu najnowszych publikacji ADMA jest zaliczana do jednych z najwazniejszych markerdw ryzyka
chordb naczyniowych. W pismiennictwie ukazato sie prace wskazujace na podwyzszony poziom ADMA

jako czynnika ryzyka choroby niedokrwiennej serca'? oraz choréb naczyri obwodowych. Uwaza sie, ze

gtéwne dziatanie ADMA w patogenezie choréb naczyniowych polega na uposledzaniu funkcji srodbtonka

1% Azuma H.: Role of L-arginine-endogenous NOS inhibitors-endothelin-1 pathway for the vascular remodelling.

Folia Pharmac. Jap. 1999; 114: 33-40
1o Bode-Boger S.M., Boger R.H., Kienke S., Junker W., Frolich J.C.: Elevated L-arginine/dimethylarginine ratio
contributes to enhanced systemic NO production by dietary L-arginine in hypercholesterolemic rabbits. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 1996; 219: 598-603

mn Jang J.J., Ho H.K,, Kwan H.H., Fajardo L.F., Cooke J.P.: Angiogenesis is impaired by hypercholesterolemia: role of
asymmetric dimethylarginine. Circulation 2000; 102(12): 1414-1419

12 5chulze F., Lenzen H., Hanefeld C., Bartling A., Osterziel K.J., Goudeva L., Schmidt-Lucke C., Kusus M., Maas R.,
Schwedhelm E., Strodter D., Simon B.C., Mugge A., Daniel W.G., Tillmanns H., Maisch B., Streichert T., Boger R.H.:
Asymmetric dimethylarginine is an independent risk for coronary heart disease: results from the multicenter
Coronary Artery Risk Determination investigating the Influence of ADMA Concentration (CARDIAC) study. Am. Heart

J. 2006; 152: 1-8
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na skutek hamowania syntezy NO, substancji uwazanej obecnie za najsilniejszy czynnik o dziataniu
przeciwmiazdzycowym.
W pismiennictwie ukazato sie rowniez wiele prac wskazujgcych na podwyziszone stezenie ADMA jako

13 poza bezposrednim, oddziatywaniem ADMA na stezenie NO i w

czynnik ryzyka nadcisnienia tetniczego
konsekwencji na regulacje napiecia Sciany naczyniowej, postuluje sie takze indukujgcy nadcisnienie
tetnicze wptyw podwyzszonego poziomu ADMA na wzrost resorpcji zwrotnej jonéw sodu w kanalikach
nerkowych™*.

Wedtug publikowanych wynikow badan podwyzszone stezenie ADMA moze by¢ takie czynnikiem
inicjujgcym oraz wptywajacym na progresje procesu powstawania blaszki miazdzycowe] oraz przerostu
$ciany naczyniowej. Uwaza sie, ze poziom osoczowej ADMA koreluje z gruboscig kompleksu srédbtonek-
btona $rodkowa (IMT, ang. Intima Media Thickness) tetnic szyjnych'”®. Uwaza sie takie, ze stezenie
osoczowej ADMA koreluje ze stopniem zaawansowania miazdzycy tetnic koriczyn dolnych, mierzonym
dystansem chromania przestankowego.

Ponadto uwaza sie, ze wzrost stezenia osoczowej ADMA moze by¢ takze czynnikiem ryzyka innych niz

choroby naczyniowe standw patologicznych organizmu.
1.9.4. ADMA jako czynnik patogenezy innych schorzen

W pismiennictwie ukazaty sie prace wskazujgce na dodatnig korelacje miedzy stezeniem osoczowej
ADMA a insulinoopornoscig i cukrzycg. Mechanizm tych zaleznosci nie jest doktadnie poznany. Uwaza sie
jednak, ze hiperglikemia wykazuje dziatanie hamujgce na DDAH i moze przyczynia¢ sie do wzrostu

stezenia osoczowej ADMA, ale postuluje sie takze negatywny wptyw ADMA na tolerancje glukozy™®.

113 Matsuoka H., Itoh S., Kimoto M., Kohno K., Tamai O., Wada Y., Yasukawa H., Iwami G., Okuda S., Imaizumi T.:

Asymmetrical dimethylarginine, an endogenous nitric oxide synthase Inhibitor, in experimental hypertension.
Hypertension 1997; 29: 242-247

1% Kielstein J.T, Simmel S., Bode-Boger S.M., Roth H.J.,, Schmidt-Gayk H., Haller H., Fliser D.: Subpressor dose
asymmetric dimethylarginine modulates renal function in humans through nitric oxide synthase inhibition. Kidney
Blood Press. Res. 2004; 27: 143-147

13 Ayer J.G., Harmer J.A., Nakhla S., Xuan W., Ng M.K., Raitakari O.T., Marks G.B., Celermajer D.S.: HDL-cholesterol,
blood pressure, and asymmetric dimethylarginine are significantly associated with arterial wall thickness in children.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2009; 29: 943-949

116

Pilon G., Dallaire P., Marette A.: Inhibition of inducible nitric-oxide synthase by activators of AMP-activated

protein kinase: a new mechanism of action of insulin-sensitizing drugs. J. Biol. Chem. 2004; 279: 20767-20774
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W pismiennictwie ukazaty sie takze prace wskazujgce na udziat ADMA w wystepowaniu stanu
przedrzucawkowego u kobiet w cigzy'’ oraz, ze monitorowanie stezenia ADMA powinno by¢
przeprowadzone w kazdym przypadku ryzyka wystgpienia tej patologii cigzy.

Uwaza sie takze, ze wysoki poziom ADMA moze miec znaczenie w powstawaniu zjawisk drgawkowych.
Wiadomo, ze ADMA indukuje zmiany w metabolizmie Arg, ktéra jest prekursorem waznych
neuroprzekaznikdw o charakterze pobudzajgcym (glutaminianu) i hamujgcym (GABA). ADMA moze wiec
odgrywac role w zachowaniu prawidtowego poziomu pobudliwosci neuronalnej poprzez wptyw na
rownowage pomiedzy pobudzeniem i hamowaniem synaptycznym.

Brak jest jednak doniesien o wptywie LPP u chorych leczonych z powodu padaczki na poziom ADMA,

szczegblnie w warunkach hHcy.
1.9.5. Arginina

L-arginina (kwas 2-amino-5-guanidynowalerianowy) jest aminokwasem syntetyzowanym w cyklu
mocznikowym, ale w réznych schorzeniach zalecana jest jej suplementacja. Jak wykazano podawanie
egzogennej Arg stymuluje cykl mocznikowy oraz usuwanie toksycznego amoniaku, dlatego uwaza sie, ze
moze miec¢ ona dziatanie detoksykacyjne, hepatoprotekcyjne oraz ochronne na OUN, a w tkankach, w
ktdérych nie zachodzi cykl mocznikowy, Arg moze by¢ substratem dla NOS podczas syntezy NO. Wedtug
doniesien piSmiennictwa suplementacja Arg przywraca zaburzong rownowage stezenia Arg:ADMA oraz w
pewnym stopniu ogranicza hamujacy wptyw ADMA na synteze NO™®. Ukazaty sie takze prace w ktérych
wykazano, ze suplementacja Arg wywiera korzystny efekt na naczynia w schorzeniach o etiologii

miazdzcycowej, takich jak choroba niedokrwienna serca™ czy choroba tetnic obwodowych **°.

7 Mao D., Che J,, Li K., Han S., Yue Q., Zhu L., Zhang W., Li L.: Association of homocysteine, asymmetric

dimethylarginine, and nitric oxide with preeclampsia. Arch. Gynecol. Obstet. 2010; 282: 371-375
18 Boger R.H.: Asymmetric dimethylarginine (ADMA) and cardiovascular disease: insights from prospective clinical
trials. Vasc. Med. 2005; 10: 19-25

1 Ceremuzynski L., Chamiec T., Herbaczynska- Cedro K.: Effect of supplemental oral L-arginine on exercise capacity
in patients with stable angina pectoris. Am. J. Cardiol. 1997; 80: 331-333

120

Micker M., Checiniski P., Jabtecka A., Krauss H., Zapalski S.: Influence of L-arginine oral supplementation on

oxidative stress in patients with intermittent claudication. Acta Angiol. 2002; 8: 137-142
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2.Cel pracy

Celem pracy byto oznaczenie czestosci wystepowania polimorfizméow gendéw: MTHFR (C677T), MTR
(A2756G), MTHFD1 (G1958A), a takze analiza stezenia aminokwasow siarkowych Hcy i Met oraz ADMA i
Arg u chorych z padaczka leczonych: VPA, CBZ, LPP NG i w politerapii oraz u chorych z rozpoznang
padaczka przed wigczeniem LPP, a takze w grupie kontrolnej. W przeprowadzonych badaniach
uwzgledniono réwniez analize oznaczonych parametréw biochemicznych w zaleznosci od posiadanego

genotypu badanych gendw wigczonych w przemiane Hecy do Met.
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3.Materiat i metody

3.1. Materiat

3.1.1. Grupy badane

Grupe chorych z rozpoznang padaczka kryptogenng stanowity 63 osoby, 28 kobiet i 35 mezczyzn w wieku
od 18-65 lat (Srednia wieku 35,3+13,8 lat). Do grupy badanej zostali wtgczeni chorzy z padaczka
hospitalizowani w Klinice Neurologii UM w Poznaniu oraz chorzy leczeni w Przyklinicznej Poradni
Neurologicznej w latach 2004-2009.

Wsrdd chorych z padaczkg 55 osdb, 24 kobiety i 31 mezczyzn, w wieku od 18 do 65 lat (Srednia wieku
35,8+13,4 lat), byto leczonych réznymi LPP oraz 8 chorych, 4 kobiety i 4 mezczyzn, w wieku od 18 do 65
lat (Srednia wieku 31,7+17,2 lat) oczekiwato na wiaczenie leczenia LPP.

W grupie chorych z padaczkg leczonych LPP 56% stanowili chorzy z napadami uogélnionymi i 44% chorzy
z napadami cze$ciowymi. Natomiast w grupie chorych przed wtgczeniem leczenia LPP chorzy z napadami
uogélnionymi stanowili 60%, a 40% stanowili chorzy z napadami czesciowymi.

Jednoczesnie w grupie chorych z padaczka leczonych LPP, 67% chorych byto leczonych w monoterapii
[VPA 59%; CBZ 27%; LPP NG (w wiekszosci LTG) 14%], a 33% chorych w politerapii. Wéréd chorych
leczonych LPP w politerapii 61% chorych otrzymywato VPA i LPP NG, 22% chorych VPA i CBZ, a 17%
chorych CBZ i LPP NG. Jednoczesnie w grupie chorych leczonych LPP 31% chorych przyjmowato leki
krocej niz 5 lat, a 69% powyzej 5 lat. W grupie chorych z padaczka leczonych LPP $redni poziom VPA i CBZ
utrzymywat sie w granicach wartosci referencyjnych i wynosit $rednio 57,01 pg/ml i 6,97 pug/ml

odpowiednio.
3.1.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 61 ochotnikdw, 41 kobiet i 20 mezczyzn w wieku od 22 do 67 lat (Srednia

wieku 44,3+14,2).
3.1.3. Kryteria wtgczenia do badan

Rodzaj padaczki weryfikowano w oparciu o kryteria i terminologie rekomendowang przez Commision on
Classification and Terminology of The International League Against ,Proposal for Revised Classification of
Epilepsies and Epileptic Syndromes””.

U osbéb z grupy kontrolnej nie stwierdzono schorzen neurologicznych i cech otepienia. Jednoczesnie u
0s6b kontrolnych i chorych z padaczkg nie stwierdzono zaburzen funkcjonowania: watroby, nerek i

tarczycy, chorzy nie przyjmowali witamin z grupy B oraz FA. W przypadku chorych z padaczka
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przyjmujacych LPP popranie krwi do badan genetycznych i biochemicznych wykonywano przed
przyjeciem kolejnej dawki leku.

Badanie odbyto sie za zgodg Lokalnej Komisji Bioetycznej (KB nr 709/07).

3.2. Metody

3.2.1. Przygotowanie krwi do badan

Krew pobrang od osdb z grupy kontrolnej i od chorych z padaczkg wirowano przez 10 min. przy 3000 g,
nastepnie zbierano supernatant i zamrazano do dalszych badan w temp. -80°C.

Krew petng pobrang od oséb badanych do analizy genetycznej zamrazano w temp. -80°C.
3.2.2. Analiza stezenia homocysteiny i metioniny

Przygotowanie prébek. Analizowane zwigzki tiolowe i odpowiednie standardy (Hcy, Fluka, Niemcy; Met,

Sigma, USA) rozcienczano wodg w stosunku 2:1 i redukowano za pomoca 1% TCEP (Tris-(2-
cerboxylethyl)-phosphin-hydrochlorid, Applichem, Niemcy) w stosunku 1:9. Nastepnie prébki
odbiatczano 1 M HCIO4 w stosunku 2:1 i podawano do uktadu wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
z detekcjg elektrochemiczng (HPLC/EC, ang. High Pressure Liquid Chromatography/Electrochemical
Detection)**. Standardy przygotowano w rozciefczeniach 5, 10, 15, 20 i 30 uM dla Hcy oraz 10, 20, 30,
40, 60 uM dla Met.

Oznaczanie stezenia analizowanych biotioli. Prébki podawano do uktadu HPLC (P580A, Dionex, Niemcy)

potgczonego z detektorem elektrochemicznym (CoulArray 5600, ESA, USA). Analize przeprowadzano na
kolumnie Thermo Hypersil BDS C18 (250 x 4,6 x 5u, Niemcy) w warunkach izokratycznych uzywajac jako
faze ruchoma 0,15 M bufor fosforanowy o pH 2,9 z dodatkiem 12,5-17% acetonitrylu.

Do sterowania uktadem, zbierania i obrdébki danych uzyto oprogramowania Chromeleon (Dionex,

Niemcy).
3.2.3. Analiza stezenia ADMA i argininy

Przygotowanie prébek i przeprowadzanie derywatyzacji. Analizowane zwigzki i odpowiednie standardy

(ADMA, Arg, Sigma, USA) rozcieiczano wodg w stosunku 1,5:1,0 a nastepnie odbiatczano 8 M HCIO, w
stosunku 1:5. Bezposrednio przed analiza HPLC prébki poddawano derywatyzacji w roztworze

zawierajgcym 10 mg OPA (Sigma, USA) w 100 pul metanolu z dodatkiem 900 ul 0,4 M buforu boranowego

2L Accinni R., Bartesaghi S., De Leo G., Cursano C.F., Achilli G., Loaldi A., Cellerino C., Parodi O.: Screening of

homocysteine from newborn blood spots by high-performance liquid chromatography with coulometric array

detection. J. Chromatogr. A 2000; 896(1-2): 186-189
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o pH 8,5 i 5 ul 2-merkaptoetanolu w stosunku 1:1'%

. Standardy przygotowano w rozcienczeniach 0,5;
1,0;1,5;2,0i 3,0 uM dla ADMA oraz 10, 20, 30, 40 i 60 uM dla Arg.

Oznaczanie stezenia ADMA i Arg. Prébki podawano do uktadu HPLC (P580A, Dionex, Niemcy)

potgczonego z detektorem fluoroscencyjnym (RF2000, Dionex, Niemcy). Analize przeprowadzono na
kolumnie Thermo Hypersil BDS C18 (250 x 4,6 x 5u, Niemcy) w warunkach izokratycznych uzywajac jako
faze ruchoma 0,1 M bufor fosforanowy o pH 6,75 z dodatkiem 25% metanolu. Stezenie ADMA i Arg
mierzono fluorymetrycznie stosujgc wzbudzenie i emisje przy dtugosci fali 340 i 455 nm odpowiednio.

Do sterowania uktadem, zbierania i obrdébki danych uzyto oprogramowania Chromeleon (Dionex,

Niemcy).
3.2.4. Genotypowanie

Badanie polimorfizméw gendw MTHFR (C677T), MTR (A2756G)'?® i MTHFD1 (G1958A) przeprowadzono
metodg reakcji taricuchowej polimerazy z zastosowaniem enzymoéw restrykcyjnych (PCR-RFLP, ang.
Polymerase Chain Reaction— Restriction Fragment Length Polymorphism).

Reakcje PCR przeprowadzono z uzyciem 10 ng genomowego DNA. Korcowa objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 25 pl i zawierata 20 mM TrisHCI, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl ,, 0,11 mM kazdego z DTP,
0,3 uM kazdego ze starterdw (Tab. 2) oraz 1u polimerazy Taq DNA.

Produkty reakcji PCR poddawano trawieniu przy uzyciu odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych, ktére
rozpoznajy i przecinajg zmutowany lub tez dziki wariant genu. Proces trawienia przeprowadzano w
temperaturze 37°C przez 3 godziny. Dla uwidocznienia produktéow reakcji w swietle UV otrzymane
fragmenty rozdzielano na 2% Zzelu agarozowym w buforze 0,5xTBE z dodatkiem bromku etydyny.

Otrzymane wyniki potwierdzano poprzez bezposrednie sekwencjonowanie produktéw PCR.

122 pj J.,, Kumagai Y., Sun G., Shimojo N.: Improved method for simultaneous determination of L-arginine and its

mono- and dimethylated metabolites in biological samples by high-performance liquid chromatography. )
Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. 2000; 742(1): 199-203
123

Mostowska A., Hotysz K.K., Jagodzinski P.P.: Maternal MTR genotype contributes to the risk of non-syndromic
cleft lip and palate in the Polish population. Clin. Gen. 2006; 69: 512-517
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Tabela 2. Startery i enzymy restrykcyjne uzywane do genotypowania wybranych

polimorfizmow genéw: MTHFR, MTR, MTHFD1 u chorych z padaczkq i w grupie kontrolnej

Enzym
Polimorfi
restryk
zm

cyjny Typ

Starter Temperatura

przyfaczenia

Sekwencje, 5'-3' starteru (°C)

Wielkosé

produktu

(p2)

Sense AGG CTG TGC TGT GCT GTT G
MTHFR Cce77T Hinfl 66 477
Ant|se nse CGCTGT GCAAGTTCTGGA C
Sense GTT GGT GAA GGG AGA AGA AAT G
MTR A2756G Haelll 56 583
Antisense CTG AAG AAT GGG GGT CTG TG
Sense TTC TTC TCA TTC TTC CTC ACA CC
MTHFD1 G1958A Mspl 60 416
Antisense TCT GCT CCA AAT CCT GCT TC

3.3. Statystyczna ocena wynikéw

Uzyskane wyniki badan analizowano przy uzyciu nieparametrycznego testu Manna-Whitney'a dla

zmiennych niepowigzanych oraz

niepowigzanych. Korelacje pomiedzy uzyskanymi wynikami oceniano testem R Spearmana.

parametrycznego

testu

One-way ANOVA dla

zmiennych

Do oceny statystycznej wynikdw uzyto oprogramowania GraphPad (Instat, USA) oraz Statistica for

Windows (Statsoft, USA).
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4.Wyniki

Badaniu poddano czesto$¢ wystepowania polimorfizméw gendw: MTHFR (C677T), MTR (A2756G) i
MTHFD1 (G1958A), a takze analize stezenia dwdch zwigzkéw tiolowych: Hey i Met oraz ADMA i Arg w
osoczu krwi obwodowej u chorych z padaczkg leczonych LPP w monoterapii (VPA, CBZ, LPP NG) i w

politerapii (VPA+LPP NG, CBZ+LPP NG, VPA+CBZ), przed wtgczeniem LPP oraz w grupie kontrolne;j.

Tabela 3. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkq przed wtgczeniem leczenia LPP(-)
i po witgczeniu réznych LPP(+) oraz w grupie kontrolnej

Anali?owany Grupa kontrolna Sl ERscca
IS LPP(-) LPP(+)
Hcy [uM] 11,9 +4,0 12,9+3,2 14,5%6,7 0,0383
Met [uM] 22,6 £6,0 15,7+9,2 19,7+7,9 0,0180
Met:Hcy 2,1£0,9 1,4+0,6 1,5+0,8" 0,0011
ADMA [uM] 1,6 +1,0 1,7+1,0 2,4+1,3" 0,0053
Arg [uM] 73,7 +25,7 56,8 29,6 68,2 + 29,9 0,3317
Arg:ADMA 85,7 +120,7 45,4 +37,8 42,4 38,7 0,0428
Srednia + SD

Uzyto parametrycznego testu One-way ANOVA dla zmiennych niepowigzanych
Statystycznie istotne réznice przy *p<0,05, **p<0,01 w poréwnaniu z kontrola

Rézinice statystycznie istotne w tescie Spearmana:

Grupa kontrolna:

wspotczynnik R Spearmana +0,6286, p=0,0001 pomiedzy Met i Met:Hcy

wspotczynnik R Spearmana +0,3214, p=0,0201 pomiedzy Arg i ADMA

Chorzy z padaczka przed wiaczeniem leczenia LPP(-):

wspoétczynnik R Spearmana -0,9000, p=0,0374 pomiedzy Hcy i Arg:ADMA

wspoétczynnik R Spearmana +0,8108, p=0,0269 pomiedzy Met i Met:Hcy

Chorzy z padaczka po wiaczeniem leczenia LPP(+):

wspotczynnik R Spearmana -0,3479, p=0,0099 pomiedzy Hcy i Met:Hcy

wspoétczynnik R Spearmana +0,6215, p=0,0001 pomiedzy Met i Met:Hcy

wspoétczynnik R Spearmana -0,8553, p=0,0001 pomiedzy ADMA i Arg:ADMA

wspoétczynnik R Spearmana +0,4530, p=0,0007 pomiedzy Arg i Arg:ADMA
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W wyniku przeprowadzonych badan wykazano (Tab. 3), ze u chorych z padaczkg leczonych réznymi LPP
obserwowano statystycznie istotny wzrost stezenia Hcy (test One-way ANOVA, p<0,05 w porownaniu z
kontrolg). Jednoczesnie wykazano, ze wzrost ten powyzej dolnej granicy tagodnej hHcy (powyzej 16 uM)
dotyczyt 27%, a powyzej gornej granicy wartosci referencyjnych (powyzej 15 uM) 36% chorych z
padaczka leczonych LPP.

Ponadto wykazano, ze stezenie Met statystycznie istotnie obnizato sie jedynie u chorych z padaczka
przed wtgczeniem LPP (test One-way ANOVA, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Natomiast zaréwno u
chorych z padaczka leczonych LPP, jak i u oczekujgcych na wtgczenie LPP obserwowano spadek poziomu
stosunku Met:Hcy, ale istotny statystycznie jedynie u chorych leczonych LPP (test One-way ANOVA,
p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg). Ponadto stwierdzono, ze u chorych z padaczkg leczonych LPP
wzrostowi stezenia Hcy towarzyszyt wzrost stezenia ADMA (test One-way ANOVA, p<0,01 w poréwnaniu
z kontrolg), jednoczesnie wyrazony statystycznie istotnym spadkiem poziomu stosunku Arg:ADMA (test
One-way ANOVA, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Natomiast u wszystkich badanych chorych z
padaczka stezenie Arg ulegato statystycznie nieistotnemu obnizeniu.

Ponadto w grupie kontrolnej w tescie Spearmana wykazano dodatnig korelacje zaréwno pomiedzy
stezeniem Met a poziomem stosunku Met:Hcy (R Spearmana +0,6286, p=0,0001), jak i stezeniem Arg i
ADMA (R Spearmana +0,3214, p=0,0201). Jednoczesnie wykazano, ze dodatnia korelacja pomiedzy
stezeniem Met a poziomem stosunku Met:Hcy utrzymywata sie u chorych z padaczky zaréwno przed
wigczeniem LPP (R Spearmana +0,8108, p=0,0269), jak i po leczeniu LPP (R Spearmana +0,6215,
p=0,0001). Wykazano réwniez, ze wtgczenie LPP u chorych z padaczkg prowadzito do pojawienia sie
dodatkowej dodatniej korelacji pomiedzy stezeniem Arg i poziomem stosunku Arg:ADMA (R Spearmana
+0,4530, p=0,0007). Ponadto wykazano, ze zaréwno u chorych z padaczkg przed wigczeniem leczenia
(Hcy i Arg:ADMA; R Spearmana -0,9000, p=0,0374), jak i po wtgczeniu LPP (Hcy i Met:Hcy; R Spearmana -
0,3479, p=0,0099 oraz ADMA i Arg:ADMA; R Spearmana -0,8553, p=0,0001) obserwowano ujemne
korelacje pomiedzy wybranymi analizowanymi biotiolami a ADMA i jej metabolitem (Arg) lub

metabolitem Hcy.
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Tabela 4. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkq leczonych réznymi LPP w zaleznosci od
rodzaju napaddw padaczkowych

Napady czesciowe Napady czesciowe Napady
proste ztozone uogélnione

Hey [uM] 14,6 £3,5 15,5+4,9 12,7+5,1 0,1710

Met [uM] 18,0+ 4,6 18,7+5,8 20,0+9,0 0,8098
Met:Hcy 1,3+0,3 1,3+0,6 1,7+0,9 0,1437

ADMA [uM] 3,1+£2,0 24+15 23+1,2 0,7054

Arg [uM] 44,5+ 24,1 60,1+ 19,8 73,1+31,0 0,1070
Arg:ADMA 17,8+7,8 42,2 +45)9 45,3 £ 36,7 0,5306

Srednia + SD

Uzyto parametrycznego testu One-way ANOVA dla zmiennych niepowigzanych

Brak statystycznie istotnych réznic

Rysunek 4. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkg leczonych réznymi LPP z napadami
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Ponadto wykazano (Tab. 4, Rys. 4), ze u chorych z padaczka leczonych LPP zaréwno z napadami
czeSciowymi (prostymi lub ztozonymi), jak i uogdlnionymi stezenie Hcy utrzymywato sie na
porownywalnym, statystycznie nieistotnym, podwyzszonym poziomie w poréwnaniu z osobami
kontrolnymi (Tab. 3). Poza tym u tych chorych ulegato obnizeniu stezenie metabolitéw Hcy i ADMA, Met i
Arg odpowiednio, jednoczesnie wyrazone spadkiem poziomu stosunkéw Met:Hcy (test One-way ANOVA,
u chorych z napadami czeSciowymi ztozonymi, p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg) i Arg:ADMA w

poréwnaniu z osobami zdrowymi.

Tabela 5. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkq leczonych VPA, CBZ, LPP NG i w politerapii

VPA CBz LPP NG Politerapia
Hey [uM] 13,0+5,0 14,2 +4,8 11,6 +4,1 17,2+9,0 0,1610
Met [uM] 22,9+9,0 16,1+5,4 17,6 +7,4 18,5+ 6,5 0,0883
Met:Hcy 2,0+0,9 1,205 1,6+0,9 1,1+0,3" 0,0043
ADMA [uM] 2,4+1,3 2,3+1,3 3,716 2,3+1,4 0,4384
Arg [uM] 67,1+38,4 69,6 + 20,0 76,3+19,6 67,3 +24,9 0,9647
Arg:ADMA 41,7 +39,4 36,9 +20,2 25,2 +15,8 49,4 + 48,4 0,7271
Srednia + SD

Uzyto parametrycznego testu One-way ANOVA dla zmiennych niepowigzanych
Statystycznie istotne réznice przy *p<0,05 pomiedzy chorymi leczonymi VPA i CBZ oraz przy **p<0,01 pomiedzy
chorymi leczonymi VPA i w politerapii
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Rysunek 5. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkq leczonych VPA, CBZ, LPP NG i w

politerapii, przed wtgczeniem LPP(-) i w grupie kontrolnej
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Srednia * SD, uzyto testu One-way ANOVA, dla Met:Hcy, *p<0,05 i ***p<0,001 pomiedzy chorymi leczonymi CBZ oraz

w politerapii i kontrolg odpowiednio; dla Hcy, **p<0,01 pomiedzy chorymi leczonymi w politerapii i kontrolg

Jednoczesnie uwzgledniajac rodzaj stosowanej farmakoterapii u chorych z padaczka wykazano (Tab. 5,
Rys. 5), ze stezenie Hcy ulegato statystycznie istothnemu podwyzszeniu jedynie u chorych z padaczka
leczonych w politerapii (test One-way ANOVA, p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg) oraz praktycznie nie
ulegato zmianie jedynie u chorych leczonych LPP NG. Natomiast stezenie Met najwyrazniej obnizato sie u
chorych leczonych CBZ i praktycznie nie zmieniato sie podczas terapii VPA. Jednoczesnie, jedynie u
chorych leczonych VPA poziom stosunku Met:Hcy nie ulegat obnizeniu w poréwnaniu z kontrolg (test
One-way ANOVA, dla chorych leczonych CBZ, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg i chorymi leczonymi VPA,
dla chorych leczonych w politerapii, p<0,01 w poréwnaniu z chorymi leczonymi VPA, p<0,001 w
poréwnaniu z kontrolg). Natomiast u wszystkich chorych niezaleznie od rodzaju stosowanej terapii LPP
nastepowat statystycznie nieistotny wzrost stezenia ADMA, oraz spadek stezenia Arg (oprécz chorych
leczonych LPP NG) i poziomu stosunku Arg:ADMA, ktéry najwyrazniej byt obnizony u chorych leczonych
LPP NG.
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Tabela 6. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkq leczonych w politerapii

VPA + LPP NG CBZ + LPP NG VPA + CBZ
Hey [uUM] 18,3+10,8 149+6,3 16,2 5,2 0,8364
Met [uM] 199+7,0 9,9+0,2 189+2,4 0,0527
Met:Hcy 1,2+0,3 0,8+0,2 1,3+0,5 0,1516
ADMA [uM] 2,4+1,5 1,7+1,1 2,1+1,6 0,7621
Arg [UM] 59,5 + 20,8 61,9+5,5 90,5+ 30,0 0,0766
Arg:ADMA 45,0 £ 55,1 43,2 +17,7 67,2 £40,7 0,7233
Srednia = SD

Uzyto parametrycznego testu One-way ANOVA dla zmiennych niepowigzanych
Brak statystycznie istotnych réznic

Rysunek 6. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkg leczonych w politerapii, przed wtgczeniem
LPP(-) i w grupie kontrolnej
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Srednia + SD, uzyto testu One-way ANOVA, dla Met:Hcy, *p<0,05 pomiedzy chorymi leczonymi CBZ+LPP NG i
kontrolg; p<0,01; dla Hcy i Met:Hcy, pomiedzy chorymi leczonymi VPA+LPP NG i kontrolg oraz dla Met, pomiedzy
chorymi leczonymi CBZ+LPP NG i kontrolg
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Analizujgc poziom badanych parametréw biochemicznych u chorych z padaczka leczonych w politerapii
zaréwno w przypadku taczenia lekow starej i nowej generacji, jak i jedynie lekow starej generacji (Tab. 6,
Rys. 6) stwierdzono, ze stezenie Hcy ulegato statystycznie istotnemu podwyzszeniu jedynie u chorych
leczonych VPA+LPP NG (test One-way ANOVA, p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg), a stezenie Met
statystycznie istotnemu obnizeniu jedynie u chorych leczonych CBZ+LPP NG (test One-way ANOVA,
p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg).

Ponadto wykazano, ze poziom stosunku Met:Hcy ulegat statystycznie istotnemu obnizeniu u wszystkich
chorych leczonych w politerapii (VPA lub CBZ) z lekami NG (test One-way ANOVA, dla CBZ+LPP NG,
p<0,05 w porédwnaniu z kontrolg; dla VPA+LPP NG, p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg). Jednoczesnie u
chorych leczonych CBZ+LPP NG najnizszemu wzrostowi stezenia Hcy towarzyszyt najnizszy wzrost
stezenia ADMA.

Ponadto leczenie chorych z padaczkg w politerapii lekami starej generacji (VPA+CBZ) wykazywato
tendencje do nieobnizania stezenia Arg i utrzymywania stosunku Arg:ADMA na poziomie zblizonym do

kontrolnego.

Tabela 7. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkq leczonych réznymi LPP w zaleznosci od

czasu podawania lekow

Ponizej 5 lat Powyzej 5 lat
Hey [uM] 10,7 £3,9 16,2+7,0 0,0001
Met [uM] 20,5+8,5 19,4+7,6 0,2603
Met:Hcy 2,0+1,0 1,306 0,0010
ADMA [uM] 2,3+1,3 2,4+1,4 0,3849
Arg [uM] 73,5+ 26,2 65,6 31,5 0,0876
Arg:ADMA 43,7 28,2 41,7 +43,2 0,1529
Srednia + SD

Uzyto nieparametrycznego testu Manna-Whitney’a dla zmiennych niepowigzanych
Statystycznie istotne réznice przy ***p<0,001 w porownaniu z chorymi leczonymi LPP ponizej 5 lat
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Rysunek 7. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg u chorych z padaczkq leczonych réznymi LPP
w zaleznosci od czasu podawania lekéw, przed wigczeniem LPP(-)
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Srednia * SD, uzyto testu One-way ANOVA, dla Hcy, (**)p<0,01 pomiegdzy chorymi leczonymi <5 i >5 lat i ***p<0,001
pomiegdzy chorymi leczonymi >5 lat i kontrolg; dla Met:Hcy, (**)p<0,01 pomiedzy chorymi leczonymi <5 i >5 lat i
***p<0,001 pomiedzy chorymi leczonymi >5 lat i kontrolg; dla ADMA, *p<0,05 pomiedzy chorymi leczonymi >5 lat i

kontrola

Ponadto uwzgledniajgc czas trwania leczenia LPP stwierdzono, ze dtugotrwata kuracja chorych z
padaczkg réznymi LPP (powyzej 5 lat) (Tab. 7, Rys. 7) prowadzita do statystycznie istotnego wzrostu
stezenia Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z chorymi leczonymi LPP ponizej 5 lat i test
One-way ANOVA, p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg) i nie prowadzita do zmiany stezenia ADMA w
poréwnaniu z chorymi leczonymi w kuracji ponizej 5 lat (test One-way ANOVA, p<0,05 pomiedzy chorymi
leczonymi >5 lat i kontrolg). Réwnoczesnie wykazano, ze przyjmowanie LPP w okresie dtuzszym niz 5 lat
nieznacznie obnizato stezenie Met i Arg oraz statystycznie istotnie poziom stosunku Met:Hcy (test
Manna-Whitney’a, p<0,001 w porownaniu z chorymi leczonymi LPP <5 lat; test One-way ANOVA, p<0,01
pomiedzy chorymi leczonymi <5 i >5 lat i p<0,001 pomiedzy chorymi leczonymi >5 lat i kontrolg).
Natomiast poziom stosunku Arg:ADMA u tych chorych ulegat statystycznie nieistotnemu obnizeniu

nawet w okresie pierwszych 5 lat przyjmowania lekow.
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Tabela 8. Stezenie ADMA, Arg u chorych z padaczkq leczonych réznymi LPP z Hcy ponizej

i powyzej 16 uM

Hcy ponizej 16 uM Hcy powyzej 16 uM
ADMA [uM] 25+14 2,2+1,3 0,3066
Arg [uM] 66,6 £ 28,9 72,6 £33,1 0,3746
Arg:ADMA 38,3+28,4 53,4 £ 58,2 0,2289
Srednia = SD

Uzyto nieparametrycznego testu Manna-Whitney’a dla zmiennych niepowigzanych
Brak statystycznie istotnych réznic

Rysunek 8. Stezenie ADMA i Arg u chorych z padaczkq leczonych réznymi LPP
7 Hey ponizej i powyzej 16 uM, przed wigczeniem LPP(-) i w grupie kontrolnej
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dla ADMA, **p<0,01 pomiedzy chorymiz Hcy<16 uM i kontrolg

Natomiast analiza stezenia parametréw biochemicznych (ADMA, Arg) u chorych z padaczka leczonych
LPP z tagodng hHcy (Hcy>16 uM) (Tab. 8, Rys. 8) wykazata, ze u tych chorych stezenie ADMA nie ulegato
podwyiszeniu (test One-way ANOVA, dla chorych z Hcy<16 uM, p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg), a
stezenie Arg i poziom stosunku Arg:ADMA u tych chorych ulegato niewielkiemu podwyzszeniu w

poréwnaniu z chorymi z Hcy<16 uM.
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Tabela 9. Lokalizacja i czestos¢ wystepowania genotypow genow MTHFR C677T, MTHFRD1 G1958A,

MTR A2756 u chorych z padaczkq i w grupie kontrolnej

cC 46% 57%
MTHFR
CcT 50% 32%
C677T
T 4% 11%
AA 69% 54%
MTR
AG 31% 39%
A2756
GG 0% 7%
MTHFD1 GG 27% 25%
G1958A GA 55% 49%
AA 18% 26%

Analizie poddano rowniez czesto$¢ wystepowania polimorfizmu C677T genu kodujgcego MTHFR (Tab. 9) i
stwierdzono zrdéznicowany rozktad genotypdéw tego genu zaréwno w kontroli, jak i u chorych z padaczka.
W grupie kontrolnej obserwowano najwiekszg ilos¢ oséb z genotypem heterozygotycznym CT oraz
najmniejszg ilos¢ oséb z homozygotg nieprawidtowg TT (C677T MTHFR). Natomiast wsréd chorych z
padaczka wzrastata ilos¢ oséb z homozygotg zaréwno prawidtowg CC, jak i nieprawidtowg TT (prawie 3-
krotnie wiecej niz w grupie kontrolnej) C677T MTHFR.

Natomiast w przypadku genu kodujgcego MTR (A2756G) (Tab. 9) w grupie kontrolnej najwiecej byto osob
z genotypem prawidtowym AA (A2756G MTR) oraz w grupie tej nie wystepowat genotyp
homozygotyczny nieprawidtowy GG (A2756G MTR). Wérdd chorych z padaczkg natomiast wzrastata ilos¢
0s6b z heterozygotg AG (A2756G MTR) i pojawity sie osoby z homozygotg nieprawidtowg GG (A2756G
MTR).

W przypadku polimorfizmu G1958A MTHFD1, wsrdd chorych z padaczka stwierdzono jedynie wiecej 0séb
z genotypem homozygotycznym AA (G1958A MTHFD1) niz w grupie osob kontrolnych (Tab. 9), chociaz
zaréwno u os6b kontrolnych, jak i wsréd chorych z padaczkg w przewadze byty osoby z genotypem
heterozygotycznym GA (G1958A MTHFD1). Genotyp homozygotyczny prawidtowy GG (G1958A MTHFD1)
w obu grupach wystepowat praktycznie na jednakowym poziomie i jedynie w grupie kontrolnej byt w

przewadze w stosunku do nieprawidtowego AA (G1958A MTHFD1).
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Tabela 10. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg w zaleznosci od genotypow MTHFR C677T

u chorych z padaczkq leczonych roznymi LPP i w grupie kontrolnej

MTHFR C677T MTHFR C677T
CT CT

) 0,1774

Hey [uM] 12,4+4,6 11,1+3,7 13,6+ 5,0 13,7 +5,2
0,0360
) 0,0321

Met [uM] 23,0+6,1 22,3+4,8 20,2+9,2 20,1+4,7
0,0562
. . 0,0472

Met:Hcy 2,1+1,0 2,2+0,9 1,7+1,0 1,6+0,5
0,0131
0,0747

ADMA [uM] 1,6+0,9 1,3+1,0 2,1+1,2 2915
0,0007
0,3245
Arg [uM] 74,6 + 26,6 66,4 +22,3 73,1+34,1 57,8 + 23,2

0,1144
0,0717

Arg:ADMA 75,1+68,1 124,2 +177,1 46,8 + 35,0 35,5+48,2
<0,0001

Srednia = SD

Uzyto nieparametrycznego testu Manna-Whitney’a dla zmiennych niepowigzanych
Statystycznie istotne réznice przy *p<0,05 oraz ***p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg

Analizie poddano réwniez poziom badanych parametréw biochemicznych (Hcy, Met, ADMA i Arg)
uwzgledniajgc genotypy genu MTHFR (C677T) (Tab. 10). Wykazano, ze jedynie u chorych z padaczka
leczonych LPP z genotypem heterozygotycznym MTHFR CT (C677T) nastepowat statystycznie istotny
wzrost stezenia zaréwno Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg), jak i ADMA (test
Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg).

Natomiast u chorych z padaczkg z genotypem homozygotycznym MTHFR CC (C677T) statystycznie
istotnie obnizato sie stezenie Met (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Zaréwno u
chorych z homozygotg prawidtowg MTHFR CC (C677T), jak i heterozygotg MTHFR CT (C677T) obnizat sie
poziom stosunku Met:Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg), a takze poziom

stosunku Arg:ADMA (test Manna-Whitney’a, u chorych z heterozygotg MTHFR CT (C677T), p<0,001 w
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poréwnaniu z kontrolg). Ze wzgledu na mata liczebnos¢ badanych oséb z genotypem homozygotycznym
MTHFR TT (C677T) (2 osoby kontrolne i 6 chorych z padaczkg), u tych oséb nie poddano analizie

statystycznej badanych parametréw biochemicznych.

Tabela 11. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg w zaleZnosci od genotypdw MTR A2756G u chorych z padaczkq

leczonych réznymi LPP i w grupie kontrolnej

MTR A2756G MTR A2756G
AA AG AA AG

0,1321

Hey [uM] 12,9451 10,6+3,8 14,0 4,0 14,2462
0,0670
) ) 0,0346

Met [uM] 22,9168 21,6+4,3 20,2+6,7 19,0+8,9
0,0247
) ) 0,0174

Met:Hcy 2,1£1,0 2,2£1,0 1,5£0,8 1,540,9
0,0282
) ) 0,0111
ADMA [pM] 1,6£1,0 1,4£1,0 2,4%1,4 2,6+1,4

0,0183
. 0,1716

Arg [uM] 7024265  82,7%235 66,0 £ 29,2 69,9 %33,9
0,0495
. . 0,0060

ArgADMA  79,6%83,1  1455%2350  38,1%285 45,2 £52,0
0,0057

Srednia * SD
Uzyto nieparametrycznego testu Manna-Whitney’a dla zmiennych niepowigzanych
Statystycznie istotne réznice przy *p<0,05 oraz **p<0,01 w pordwnaniu z kontrolg

Natomiast w przypadku chorych z padaczky leczonych LPP zarowno z homozygotg prawidtowg MTR AA
(A2756G), jak i z heterozygota MTR AG (A2756G) nie stwierdzono statystycznie istotnego wzrostu
stezenia Hcy, chociaz u tych chorych statystycznie istotnie wzrastato stezenie ADMA (test Manna-
Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg) ( Tab. 11). Jednoczesnie zaréwno u chorych z homozygotg
prawidtowg MTR AA (A2756G), jak i z heterozygotg MTR AG (A2756G) obnizato sie stezenie Met i poziom
stosunku Met:Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg) oraz Arg:ADMA (test
Manna-Whitney’a, p<0,01 w pordwnaniu z kontrolg), a u chorych z MTR AG (A2756G) statystycznie

istotnie obnizato sie rowniez stezenie Arg (test Manna- Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg).
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Tabela 12. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg w zaleznosci od genotypow MTHFD1 G1958A

u chorych z padaczkq leczonych roznymi LPP i w grupie kontrolnej

MTHFD1 G1958A MTHFD1 G1958A
GG GA
0,0465
10,1 14,4 11,6 13,4 14,1 14,0
Hcy [uM] . 0,3876
+3,4 14,4 +4,9 +5,0 +5,2 +4,7
0,0745
0,0215
23,2 22,5 18,5 17,7 18,1 23,1
Met [uM] . . 0,0235
+5,3 +7,0 +5,9 +4,9 +5,6 +11,1
0,4279
0,0031
2,6 1,7 1,8 1,4 1,4 1,8
Met:Hcy . 0,1926
+1,0 +0,8 +0,7 +0,6 +0,7 +1,0
0,2440
0,0008
1,0 1,7 2,0 2,8 1,9 3,0
ADMA [uM] 0,4949
+0,6 +0,8 +1,5 +1,4 +1,3 +1,2
0,1370
0,2339
67,1 75,2 76,6 60,8 64,5 79,8
Arg [uM] X 0,0479
+19,1 +21,9 +40,1 +24,4 +25,9 +39,7
0,4840
0,0003
146,7 56,7 95,7 26,1 52,2 38,0
Arg:ADMA . 02526
+234,2 +37,3 +115,9 +18,8 +43,0 +41,8
0,0311

Srednia * SD
Uzyto nieparametrycznego testu Manna-Whitney’a dla zmiennych niepowigzanych
Statystycznie istotne rdznice przy *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg

Ponadto jedynie u chorych z homozygotg prawidtowg MTHFD1 GG (G1958) leczonych LPP (Tab. 12)
statystycznie istotnie wzrastato stezenie Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg)
wraz ze wzrostem stezenia ADMA (test Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg). Natomiast
stezenie Met obnizato sie zaréwno u chorych z homozygoty prawidtowg MTHFD1 GG (G1958), jak i z
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heterozygotg MTHFD1 GA (G1958) (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg), chociaz
poziom stosunku Met:Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,01 w porédwnaniu z kontrolg) i Arg:ADMA (test
Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg) jednoczesnie obnizat sie statystycznie istotnie
jedynie u chorych homozygotg prawidtowg MTHFD1 GG (G1958). Istotny spadek poziomu stosunku
Arg:ADMA (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg) wykazano réwniez u chorych z
homozygotg nieprawidtowg MTHFD1 AA (G1958), a u chorych z heterozygotg MTHFD1 GA (G1958)

statystycznie istotny spadek stezenia Arg (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg).

Tabela 13. Stezenie Hcy, Met, ADMA, Arg w zaleznosci od genotypdw MTHFR (C677T), MTR A2756G,
MTHFD1 G1958A u chorych z padaczkq leczonych réznymi LPP i w grupie kontrolnej

Hey [uM] 0,2394
15,1 12,0 16,3 14,6 16,5 4,1 17,1 13,5 12,9
21,9 22,2 25,0 17,9 17,2 28,3 26,0 18,6 22,5
Met [uM] 0,2512
16,4 13,8 16,7 15,6 13,4 +10,8 17,0 14,0 4,9
1,5 2,9 2,3 1,4 1,8 2,6 1,6 1,8 1,7
Met:Hcy 0,1891
10,7 1,1 11,2 10,6 1,1 11,5 11,1 10,6 10,2
1,7 11 2,0 1,6 2,1 2,9 1,9 3,2 3,0
ADMA [uM] 0,0816
10,8 10,9 10,7 10,8 11,4 1,5 10,7 11,2 +1,9
67,0 81,2 92,1 66,3 63,0 90,4 92,7 62,9 56,8
Arg [uM] 0,4810
24,7 +13,9 12,3 27,9 38,1 47,8 150,3 24,4 +14,8
53,1 262,4 48,1 49,6 42,3 42,8 64,9 22,6 34,4
Arg:ADMA 0,0867
+40,7 +364,0 +124 27,8 +32,8 31,9 168,0 +14,1 38,9
Srednia * SD

Uzyto parametrycznego testu One-way ANOVA dla zmiennych niepowigzanych
Brak statystycznie istotnych réznic

MTHFR CC (C677T), MTHFD1 GA (1958A), MTR AA (A2756G)
MTHER CC (C677T), MTHFD1 GA (1958A), MTR AG (A2756G)
MTHFR CC (C677T), MTHFD1 AA (1958A), MTR AA (A2756G)
MTHFR CC (C677T), MTHFD1 AA (1958A), MTR AG (A2756G)
MTHER CT (C677T), MTHFD1 GG (1958A), MTR AG (A2756G)
MTHFR CT (C677T), MTHFD1 GA (1958A), MTR AA (A2756G)
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Jednoczesnie wykazano, ze u wszystkich badanych chorych z padaczkg z polimorfizmami gendéw
wigczonych w przemiane Hcy do Met, MTHFR (C677T), MTR (A2756G), MTHFD1 (G1958A) wraz ze

wzrostem (w sposdb istotny i/lub nieistotny statystycznie) stezenia osoczowej Hcy wzrastato stezenia

osoczowej ADMA (Tab. 10-13).
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5.Dyskusja

Ukazato sie wiele prac wskazujgcych na wzrost stezenia osoczowej Hecy u chorych z padaczka leczonych
LPP. Z prac tych wynika, ze u chorych z padaczkg na wzrost stezenia krgzacej Hcy w nastepstwie
stosowanej farmakoterapii moze wptywa¢ wiele czynnikdéw, miedzy innymi: dieta, wiek, rodzaj
stosowanych preparatéw farmaceutycznych, czas trwania leczenia oraz uwarunkowania genetyczne.

Wydaje sie, ze jednym z istotnych czynnikdw wptywajacych na generowanie Hcy u chorych z padaczka
leczonych LPP jest rodzaj spozywanej diety, a szczegblnie obecnosé w niej kofaktoréw niezbednych do
metabolizmu Hcy (witaminy: B6 i B12, FA). Wydaje sie rowniez, ze wykazany w populacji amerykanskiej

88, 124, 125

brak wzrostu stezenia Hcy w nastepstwie stosowania LPP w odrdéznieniu od populacji

Europejczykéw (Grecja®®, Niemcy™®, Wiochy*?’, Norwegia®, Polska®- przeprowadzone badania wtasne)

130 131§ Arabow™? najprawdopodobniej wiaze sie ze

oraz Japonczykéow'®, Koreanczykdw'®®, Turkéw
spozywang przez wiekszo$¢ Amerykandw dietg bogatg w kofaktory niezbedne do remetylacji Hcy do Met

(FA) 133

2% Tamura T., Aiso K., Johnston K.E., Black L., Faught E.: Homocysteine, folate,, vitamin B-12 and vitamin B-6 in

patients receiving antiepileptic drug monotherapy. Epilepsy Res. 2000; 40: 7-15

2> Elliot J.0., Jacobson M.P., Haneef Z.: Homocysteine and bone loss in epilepsy. Seizure 2007; 16: 22-34

126 Schwaninger M., Ringleb P., Winter R., Kohl B., Fiehn W., Rieser P.A., Walter-Sack I.: Elevated plasma

concentration of homocysteine in antiepileptic drug treatment. Epilepsia 1999; 40: 345-350

27 Verrotti A., Pascarella R., Trotta D. Giuva T, Morgese G, Chiarelli F.: Hyperhomocysteinemia in children treated

with sodium valproate and carbamazepine. Epilepsy Res. 2000; 41: 253-257

28 Ono H., Sakamoto A., Eguchi T., Fujita N., Nomura S., Ueda H., Sakura N., Ueda K.: Plasma total homocysteine

concentrations in epileptic patients taking anticonvulsants. Metabolism 1997; 46: 959-962

% Yoo J.H., Hong S.B.: A common mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene is a determinant of

hyperhomocysteinemia in epileptic patients receiving anticonvulsants. Metabolism 1999; 48: 1047-1051

139 warabiber H., Sonmezgoz E., Ozerol E., Yakinci C., Otlu B., Yologlu S.: Effect of valproate and carbamazepine on

serum levels of homocysteine, vitamin B12, and folic acid. Brain Dev. 2003; 25: 113-115

B! Sener U., Zorlu Y., Karaguzel 0., Ozdamar O., Coker |., Topbas M.: Effects of common anti-epileptic drug

monotherapy on serum levels of homocysteine, vitamin B12, folic acid and vitamin B6. Seizure 2006; 15: 79-85
2 Hamed S.A., Hamed E.A., Hamdy R., Nabeshima T.: Vascular risk factors and oxidative stress as independent
predictors of asymptomatic atherosclerosis in adult patients with epilepsy. Epilepsy Res. 2007; 74: 183-192

3 Centers for Disease Control and Prevention. Recommendations for the use of folic acids to reductase the

number of cases of spinal bifida and other neural tube defects. MMWR 41 (RR-14) 1999; 1-7
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Wydaje sie réwniez, ze na generowanie Hcy u chorych z padaczka zasadniczo wptywa nie sama choroba,
a raczej stosowana w niej farmakoterapia. Potwierdzajg to badania przeprowadzone w populacji greckiej,
u dzieci z padaczka w wieku od 4,5 do 14 lat leczonych LPP przez 20 tygodni®, jak réwniez badania
przeprowadzone u dorostych chorych z padaczka leczonych w mono- i w politerapii LPP przez ponad 30
dni'®® oraz badania przeprowadzone u oséb oczekujacych na wiaczenie LPP zaréwno prowadzone u
dzieci'?, jak i w niniejszej pracy u chorych z padaczka w wieku pomiedzy 18 a 65 r.z. Ponadto, jak wynika
z przeprowadzonych badan na generowanie Hcy nie wydajg sie réwniez wptywac zréznicowane dziatania
napadowe uzaleznione od rozlegtosci i umiejscowienia zaburzen na poziomie komodrkowym i
synaptycznym w OUN, chociaz jak wskazujg uzyskane w niniejszej pracy dane, chorzy z zaburzeniami
ogniskowymi wydaja sie mie¢ wiekszg tendencje do zaburzenia metabolizmu Hcy.

Generowanie Hcy u chorych z padaczky, jak wskazujg dane z pismiennictwa jest zwigzane zaréwno z LPP
indukujacymi mikrosomalne enzymy watrobowe, takimi jak: DPH, PB, prymidon, CBZ, ktdre jednoczesnie
zwiekszajg aktywnosé enzymow cytochromu P450 i prowadzg do obnizenia poziomu FA w surowicy, jak i
z LPP takimi jak: VPA, ktéry w mniejszym stopniu indukuje aktywnos¢ enzymdéw watrobowych i w

mniejszym stopniu wptywa na stezenie FA w surowicy krwi®**. Wzrost stezenia Hcy wraz z obnizeniem

127

stezenia FA u chorych z padaczkg po podaniu CBZ wykazano w badaniach Verrotti i wsp.”’, Karabiber i

wsp.? i Attilakos i wsp.®. Natomiast w przypadku terapii chorych z padaczka VPA wykazano zaréwno

127,130 i3k i bez obnizenia jego poziomu®.

wzrost stezenia Hcy wraz z obnizeniem poziomu FA
Uwaza sie, ze obnizenie poziomu FA podczas terapii LPP nastepuje na skutek uposledzonego ich
wchtaniania jelitowego, zwiekszonego zapotrzebowania na FA do procesu hydroksylacji LPP, aktywacji
enzymow watrobowych prowadzacych do koncowego obnizenia poziomu FA, bezposrednich interakcji
pomiedzy FA a LPP jako wynik strukturalnego podobienistwa pomiedzy koenzymami FA a LPP lub
bezposredniego wptywu na metabolizm Hcy i funkcje nerek®.

S jednak réwniez doniesienia w piSmiennictwie Swiadczace o braku wptywu LPP zaréwno indukujgcych
enzymy watrobowe, jak i niewptywajgcych na aktywnos¢ enzymoéw watroby na poziom krgzgcej Hcy.
Zaréwno w pracy Sener i wsp.”*!, jak i w przeprowadzonych badaniach nie wykazano istotnego wzrostu
stezenia Hcy po terapii chorych z padaczka CBZ, a w pracy Apeland i wsp."*® oraz Unal i wsp.”*® i w
niniejszych badaniach réwniez istotnego wzrostu stezenia Hcy po podaniu VPA. Brak istotnego wzrostu

stezenia Hcy po terapii chorych z padaczkg CBZ i VPA moze byé zwigzany z nieznacznym wptywem tych

LPP na poziom kofaktoréw (w pismiennictwie wykazano niejednoznaczny wptyw tych lekéw na poziom

B4 Moore J.L.: The significance of folic acid for epilepsy patients. Epilepsy Behav. 2005; 7: 172-181

13 Apeland T., Froyland E.S., Kristensen O., Strandjord R.E., Mansoor M.A.: Drug-induced perturbation of the
aminothiol redox-status in patients with epilepsy: improvement by B-vitamins. Epilepsy Res. 2008; 82(1): 1-6
3% Unal 0., Deda G., Teber S., Ertem M., Akar N.: Thrombophilic risk factors in epileptic children treated with

valproic acid. Pediatr. Neurol. 2009; 40: 102-106
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FA i witaminy B12) niezbednych do procesu remetylacji Hcy®® **

, a w przypadku VPA, jak wykazano w
pracach Apeland i wsp.2®, Gidal i wsp.®, Attilakos i wsp.2® by¢ moze z wptywem tego leku na
podwyzszanie stezenia witaminy B12 i najprawdopodobniej w ten sposdb zapobieganiu nadmiernemu
gromadzeniu Hcy w krwi chorych z padaczka.

Uwaza sie réwniez, ze LPP NG takie jak: LTG®*® ! oraz OCBZ*’, u chorych z padaczka nie zmieniaja
poziomu witaminy B12 i FA® i nie podwyzszajg stezenia Hcy. Wydajg sie to réwniez potwierdzac
przeprowadzone w niniejszej pracy badania stezenia Hcy u chorych leczonych LPP NG w monoterapii.
Jednoczesnie przeprowadzone badania wskazujg, ze potaczenie terapii LPP NG szczegdlnie z VPA moze

przyczynia¢ sie do zwiekszonego generowania Hcy. O tym, Ze leczenie chorych z padaczkg w politerapii

przyczynia sie zwiekszonego generowania Hcy swiadczg nie tylko przeprowadzone badania, ale rowniez

126 128

prace Schwaninger i wsp.™”, Ono i wsp.™°, Hamed i Wsp.132 czy Belcastroi Wsp.138.

Innym czynnikiem predysponujgcym do zwiekszonego generowania osoczowej Hcy wydaje sie byc
dtugotrwata kuracja chorych z padaczka LPP (powyzej 5 lat). W pisSmiennictwie podwyzszone stezenie Hcy
wykazano u chorych po dtugotrwatej kuracji zaréwno: CBZ, DPH, PB, VPA, jak i w politerapii ** 1** *°, 7
pracy Hamed i wsp."** wynika, ze zaréwno dtugotrwata terapia CBZ, jak i VPA s3 wigczone w uszkodzenia
naczyn z udziatem zaburzonego metabolizmu Hcy i FA. Udziat Hcy w patogenezie choréb naczyniowych
nie jest jednokierunkowy i nie zostat dotychczas w petni wyjasniony. Uwaza sie, ze wzrost osoczowej Hcy
moze indukowac zmiany miazdzycowe w kilku mechanizmach. Postuluje sie bezposrednie cytotoksyczne
dziatanie Hcy na komérki $rédbtonka naczyniowego®®, pobudzanie proliferacji mieéni gtadkich naczyn™
oraz aktywacje czynnikéw zapalnych majacych wptyw na powstawanie choréb naczyniowych®. Uwaza sie
takze, ze Hcy moze indukowad zmiany aterogenne poprzez zaburzenia funkcji czynnikdw krzepniecia oraz
ptytek krwi. Innym patomechanizmem zmian naczyniowych w hHcy wydaje sie by¢ modyfikujgcy wptyw
metabolitu Hcy- HCTL na biatka osocza (min. fibrynogenu, hemoglobiny), powodujgcy zmiane ich
wiasciwosci: wzrost ich podatnosci na uszkodzenia oksydacyjne i tworzenia agregatow. Uwaza sie
rowniez, ze HCTL moze miec¢ dziatanie modyfikujgce sktadowg LDL- apoliporoteine apo-100 i w ten
sposdb indukowac agregacje LDL oraz powstawanie komdrek piankowatych, ktére sg jednym z
czynnikéw biorgcych udziat w powstawaniu blaszki miazdzycowe;j.

Wiadomo réwniez, ze niedobory kofaktorow reakcji remetylacji Hcy (witamina B12, FA) moga

przyczyniaé sie obnizenia wydajnosci tego procesu, a w konsekwencji do spadku poziomu Met. Spadek

stezenia Met u chorych z padaczka leczonych w mono- i w politerapii wykazano zaréwno w pracy Ono i

37 Badiou S., Breton H., Peyriere H., Charasson V., Crespel A., Gelisse P., Cristol J.P., Hillaire-Buys D.: Comparison of

carbamazepine and oxcarbamazepine effects on aminothiol levels. Eur. ). Clin. Pharmacol. 2008; 64(1): 83-87
138 Belcastro V., Gaetano G., Italiano D., Oteri G., Caccamo D., Pisani L.R., Striano P., Striano S., lentile R., Pisani F.:
Atiepilepsic drugs and MTHFR polymorphisms influence hyper-homocysteinemia recurrence In epileptic patients.

Epilepsia 2007; 48(10): 1190-1994
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wsp.'? jak i w niniejszej pracy, zwtaszcza w przypadku terapii chorych z padaczka lekami obnizajacymi
poziom FA (CBZ w mono- i w politerapii). W przeprowadzonych badaniach wykazano réwniez, ze wraz z
obnizeniem stezenia Met u chorych obnizeniu ulegat poziom stosunku Met:Hcy. Wedtug jednej z
nowszych teorii®® spadek poziomu tego stosunku moze byé¢ zwigzany z transformacjg Hey do HCTL w
komdrkach srodbtonka i posredniczy¢ w tworzeniu zmian miazdzycowych indukowanych przez Hcy.

Z pracy Engbursen i wsp.**® wynika, ze na skuteczno$¢ procesu remetylacji Hcy do Met silny posredni
wplyw wywiera réwniez enzym MTHFR. Wystepowanie tej formy enzymu jest zwigzane z mutacjg
punktowg C677T genu kodujgcego MTHFR. Z doniesienn piSmiennictwa i z przeprowadzonych badan
wynika, ze zarébwno w populacji polskiej®?, jak i w populacji norweskiej®, angielskiej***, koreanskiej'?,
tureckiej*** najmniej rozpowszechniony byt genotyp homozygotyczny MTHFR TT (C677T) i posiadat on
tendencje wzrostowg czestosci wystepowania u chorych z padaczky. Uwaza sie, ze polimorfizm genu
kodujgcego MTHFR wskutek obnizenia FA-zaleznej aktywnosci tego enzymu prowadzi do uposledzenia
procesu remetylacji Hcy do Met i wzrostu poziomu Hcy. Jednoczes$nie uwaza sie, ze tranzycja C->T w
genie MTHFR (C677T) obniza aktywno$¢ enzymu o 50%'*%, a formy homozygotyczne tego genu obnizajg

4% 7 doniesiert piémiennictwa wynika, ze w populacji korearskiej'®® jedynie

jego aktywnos¢ o 30%
genotyp homozygotyczny MTHFR TT (C677T) prowadzit do istotnego wzrostu stezenia Hcy i tylko u
chorych z padaczkg leczonych lekami indukujgcymi enzymy watrobowe i obnizajgcymi FA (CBZ).
Natomiast z przeprowadzonych badan wynika, ze stezenie Hcy istotnie wzrastato réwniez u osobnikéw
heterozygotycznych MTHFR CT C677T z padaczky leczonych réznymi LPP zaréwno w mono-, jak i w

politerapii. Wyniki badan na temat wspdtdziatania LPP z polimorfizmem C677T genu kodujgcego MTHFR

139 Toohey J.I: Possible involvement of sulfane sulfar in homocysteine-induced atherosclerosis. Med. Hypotheses

2001; 56: 256-261

140 Engbersen A.M., Franken D.G., Boers G.H., Stevens E.M., Trijbels F.J., Blom H.).: Thermolabile 5-10-methyl-

enetetrahydrofolate reductase as a cause of mild hyperhomocysteinemia. Am. J. Hum. Genet. 1995; 56: 142-150
1 bean J.C., Robertson Z., Reid V., Wang Q., Hailey H., Moore S., Rasalam A.D., Turnpenny P., Lloyd D., Shaw D.,
Little J.: A high frequency of the MTHFR 677C>T polymorphism in Scottish women with epilepsy: possible role in
pathogenesis. Seizure 2008; 17(3): 269-275

2 \urucu S., Demirkaya E., Kul M., Unay B., Gul D., Akin R., Gokgay E.: Evaluation of the relationship between
C677T variants of methylenetetrahydrofolate reductase gene and hyperhomocysteinemia in children receiving
antiepileptic drug therapy. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry. 2008; 32(3): 844-848

143 Kang S.S., Zhou J., Wong P.W., Kowalisyn J., Strokosch G.: Intermediate Homocysteinemia: a thermolabile variant
of methylenetetrahydrofolate reductase. Am. J. Hum. Genet. 1988; 43: 414-421

1% Erosst P., Blom H.J.,, Milos R., Goyette P., Sheppard C.A., Matthews R.G., Boers G.J., den Heijer M., Kluijmans L.A.,
van den Heuvel L.P., Rozen R.: A candidate genetic risk factor for vascular disease: a common mutation in

methylenetetrahydrofolate reductase. Nat. Genet. 1995; 10: 111-113
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w generowaniu Hcy sg niejednoznaczne. Synergistyczne dziatanie LPP indukujgcych enzymy watrobowe z
heterozygota MTHFR (C677T) potwierdzaja badania przeprowadzone przez Apeland i wsp.®, chociaz z

2 wynika, ze polimorfizm C677T genu kodujacego MTHFR nie jest wtaczony w hHcy

pracy Vurucu i wsp.**
u chorych z padaczka leczonych CBZ, a z pracy Ono i wsp.** wynika, ze koreluje jedynie z hHcy u chorych
z padaczka leczonych w politerapii.

Wykazano réwniez, ze w nastepstwie stosowania fenytoiny moze dochodzi¢ zmniejszenia aktywnosci

146

MTR wtgczonej w remetylacje Hcy do Met i w ten sposdb w regulacje poziomu Met ™. Wydaje sie jednak,
ze w przebadanej w niniejszej pracy grupie chorych z padaczkg leczonych réznymi LPP w mono- i/lub
politerapii nie dochodzito do znacznego obnizenia aktywnosci tego enzymu.

Jednoczesnie z przeprowadzonych badan wynika, ze w generowanie osoczowej Hecy u chorych z padaczka
leczonych réznymi LPP w mono- i politerapii jest réwniez wiaczony gen kodujgcy enzym MTHFD1
(G1958A), szczegdlnie homozygota prawidtowa MTHFD1 GG (G1958A).

Jak réwniez wynika z przeprowadzonych badan, polimorfizmy gendéw zwigzanych z remetylacjg Hcy do
Met u chorych z padaczkg leczonych LPP, wydajg sie by¢ takie wigczone w zaburzenia proporcji
pomiedzy poziomem Met i Hey, i w ten sposéb prowadzi¢ do wzrostu stezenia Hey.

Jak wykazano, podwyzszenie stezenia Hcy powyzej 15 uM u chorych z padaczkg leczonych LPP moze
wigza¢ sie z wieloma komplikacjami klinicznymi. Jak wiadomo moze trzykrotnie zwiekszaé ryzyko
wystapienia zawatu mieénia sercowego i dwukrotnie zwiekszaé ryzyko stenozy naczyri wiericowych'’,
oraz moze prowadzi¢ do rozwoju choréb naczyniowych', neuropsychiatrycznych®, jak réwniez jest
uwazane za czynnik ryzyka napadéw padaczkowych oraz opornosci na LPP”’.

W ostatnich latach ukazaty sie prace podkreslajgce zwigzek pomiedzy hHcy i stezeniem ADMA w

chorobach naczyniowych ** % 3! ‘Wijele z nich wskazuje na wzrost stezenia osoczowej ADMA w hHcy

%> oOno H., Sakamoto A., Mizoguchi N., Sakura N.: The C77T mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase

gene contributes to hyperhomocysteinemia in patients taking anticonvulsants. Brain. Dev. 2002; 24: 223-226

146 Billings R.E.: Decreased hepatic 5, 10-methylenetetrahydrofolate reductase activity in mice after chronic

phenytoin treatment. Mol. Pharmacol. 1984; 25(3): 459-466

%7 selhub J., Jacques P.F., Bostom A.G., D'Agostino R.B., Wilson P.W., Belanger A.J., O'Leary D.H., Wolf P.A,,

Schaefer E.J., Rosenberg I.H.: Association between plasma homocysteine concentrations and extracranial carotid-
artery stenosis. N. Engl. J. Med. 1995; 332(5): 286-291

8 Verrotti A., Domizio S., Angelozzi B., Sabatino G., Morgese G., Chiarelli F.: Changes in serum lipids and
lipoproteins in epileptic children treated with anticonvulsants. ). Paediatr. Child Health 1997; 33: 242-245

% Janasson T.F., Hedner T., Hultberg B., Ohlin H.: Hyperhomocysteinaemia is not associated with increased levels of
asymmetric dimethylarginine in patients with ischaemic heart disease. Eur. J. Clin. Invest. 2003; 33: 543-549

130 g chmitt B., Wolters M., Kressel G., Hulsmann O., Strohle A., Kuhn-Velten W.N., Lichtinghagen R., Bub A., Barth

S.W,, Stichtenoth D.O., Hahn A.: Effects of combined supplementation with B vitamins and antioxidants on plasma
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w chorobach naczyn wiencowych™*, w chorobach naczyn obwodowych™, udarze™". Wzrost stezenia
ADMA w warunkach hHcy jest wyjasniany w oparciu o kilka teorii. Jedna z nich zaktada, ze generowanie
osoczowej ADMA moze sie odbywa¢ w Srodowisku podwyzszonego poziomu Met pochodzacej z
wyzszego poziomu Hcy w hHcy z udziatem SAM, ktdry prowadzi do zwiekszonej produkcji ADMA z Arg
poprzez wzrost aktywnosci SAM-zaleznej PRMT lub nieprawidtowej regulacji ekspresji tego genu w
warunkach hHcy®. Inny mechanizm zaktada wzrost stezenia ADMA w hHcy jako wynik obnizonej
czynnosci wydzielniczej nerek™® lub obnizonej ekspresji i aktywnosci enzymu DDAH, ktéry jak wiadomo

155

jest odpowiedzialny za rozktad ADMA do L-cytruliny™ . Wykazano, ze w warunkach in vitro Hcy moze
bezposrednio hamowac aktywnosé enzymu DDAH poprzez oksydacyjng jego inaktywacje i prowadzi¢ do
wzrostu stezenia ADMA®.

Wzrost stezenie ADMA w srodowisku wzrastajgcego poziomu Hcy wydaje sie mie¢ zaréwno podioze

organicznelsl’ 153

, i jak wynika z przeprowadzonych badan réwniez moze by¢ skutkiem farmakoterapii
LPP. W niniejszej pracy po farmakoterapii LPP u chorych z padaczka wzrostowi stezenia Hcy towarzyszyt
istotny lub nieistotny wzrost stezenia ADMA, niezaleznie od rodzaju stosowanych lekdw czy posiadanych
polimorfizméw gendw kodujgcych enzymy odpowiedzialne za efektywnos¢ metabolizmu Hcy do Met.
Jednoczesnie zaréwno z przeprowadzonych badan (szczegdlnie podczas przedtuzajacej sie kuracji LPP),
jak i z pracy Jonasson i wsp.**® prowadzonej u chorych z chorobami naczyniowymi wynika, ze w
warunkach hHcy nie zawsze dochodzi do wzrostu stezenia ADMA. Jak wykazano w chorobach
naczyniowych, brak wzrostu stezenia ADMA w hHcy najprawdopodobniej wigze sie ze wspodtistniejgcg u
tych chorych subtelng dysfunkcjg nerek -nieznacznie zwieksza sie czynnos¢ wydzielnicza nerek.

Ponadto wykazano, ze ADMA moze posredniczy¢ w miazdzycogennym dziataniu Hcy™?. ADMA jest
zaliczana do czynnikéw ryzyka chordéb krazenia oraz markeréw miazdzycy'®. Uwaza sie takze, ze ADMA

jako inhibitor NOS moze odgrywaé posrednig role w powstawaniu zjawisk drgawkowych, poprzez

regulacje poziomu NO. Jak wykazano, w mézgu wzrost produkcji NO moze dziataé pro- i antydrgawkowo.

levels of asymmetric dimethylarginine (ADMA) in subject with elevated risk for cardiovascular disease.

Atherosclerosis 2007; 193: 168-176

! Landim M.B.P., Casella Filho A., Chagas A.C.: Asymmetric dimethylarginine (ADMA) and endothelial dysfunction:

implications for atherogenesis . Clinics 2009; 64(5): 471-478

132 Holven K.B., Haugstad T.S., Holm T., Aukrust P., Ose L., Nenseter M.S.: Folic acid treatment reduced elevated

plasma levels of asymmetric dimethylarginine in hyperhomocysteinaemic subjects. Br. J. Nutr. 2003; 89: 359-363

153 Sydow K., Schwedhelm E., Arakawa N., Bode-Béger S.M., Tsikas D., Hornig B., Frolich J.C., Boger R.H.: ADMA and

oxidative stress are responsible for endothelial dysfunction in hyperhomocyst(e)inemia: effects of L-arginine and B
vitamins. Cardiovasc. Res. 2003, 57, 244-252

> Yoo J.H., Lee S.C.: Elevated levels of plasma homocyst(e)ine and asymmetric dimethylarginine in elderly patients
with stroke. Atherosclerosis 2001; 158: 425-430

> vallance P.: Importance of asymmetrical dimethylarginine in cardiovascular risk. Lancet 2001, 358: 2096-2097
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Wiekszos$¢ powstajgcego osrodkowo NO jest syntezowane przez nNOS, podczas gdy aktywnosé¢ iNOS
wykazano gtéwnie w stanach patologicznych zwigzanych z cytotoksycznym dziataniem NO z udziatem
receptorow NMDA. Uwaza sie, ze NO moze dziata¢ jako inhibitor receptora NMDA i wykazywac z jednej
strony dziatanie prodrgawkowe, a z drugiej strony dziatanie przeciwdrgawkowe poprzez hamowanie
presynaptyczne receptoréw glutaminergicznych®. Potwierdzajg to badania przeprowadzone w modelach
doswiadczalnych, gdzie wykazano, ze wewnatrzprgzkowiowa iniekcja Arg powoduje wzrost produkcji
prazkowiowego NO i dziatanie ochronne przed indukowanym MMA (ang. Methylomalonic Acid, kwas
metylomalonowy) stresem oksydacyjnym i napadem padaczkowym, ale ukazaty sie takze publikacje o
prodrgawkowym dziataniu Arg*’.

Jak wiadomo, patologiczne dziatanie ADMA moze wigzac sie zardwno z jej podwyzszonym poziomem, a
takze z obnizonym stezeniem jej metabolitu i substratu do produkcji NO, Arg. Jak wynika z
przeprowadzonych badan obnizenie poziomu Arg u chorych z padaczkg moze by¢ zwigzane z pewnymi
predyspozycjami genetycznymi. Wsrdéd przebadanych chorych, osoby z heterozygotami MTR AG
(A2756G) i MTHFD1 GA (G1958A) wydajg sie by¢ szczegdlniej predysponowane do obnizania poziomu
tego aminokwasu. Wydaje sie rowniez, ze obnizenie poziomu Arg u chorych z padaczkg leczonych LPP
moze by¢ zwigzane z mechanizmem epileptogenezy, w ktérym dochodzi do zwielokrotnienia biosyntezy
neurotransmiterow o charakterze pobudzajgcym (glutaminian) i hamujgcym (GABA) z udziatem tego
aminokwasu®™®™° lub by¢ skutkiem mobilizacji organizmu do przeciwdziatania nadmiernemu pobudzeniu
w mechanizmie dziatania wielu LPP (wzrost stezenia GABA). Obnizenie stezenia Arg u chorych z padaczka
wydaje sie rowniez skutkowac zaburzeniem proporcji pomiedzy Arg i ADMA, bedace zdaniem Dayal i

157

Lentz najprawdopodobniej skutkiem wzrastajgcego stresu oksydacyjnego towarzyszacego

podwyzszonemu poziomowi Hcy. Z pracy Maas™*®

wynika, ze w warunkach stresu oksydacyjnego
zwigzanego z interwencjg farmakologiczng dochodzi do generowania ADMA poprzez zmiane ekspresji
gendw odpowiedzialnych za synteze i rozktad ADMA. Z pracy Matsuoka i wsp.'** wynika, ze zaburzenie
proporcji pomiedzy Arg i ADMA moze by¢ przyczyng hipercholesterolemii, nadcisnienia tetniczego,
choréb mieénia sercowego i naczyn. W badaniach Bode-Boger i wsp.”®® u  szczuréw z

hipercholesterolemig stwierdzono dwukrotnie wyzsze stezenie osoczowej ADMA oraz obnizenie poziomu

stosunku Arg:ADMA, ktéry jednoczesnie ulegat normalizacji po zastosowaniu diety bogatej w Arg.

8 Wu G., Morris S.M. Ir.: Arginine metabolism: nitric oxide and beyond. Biochem. J. 1998; 336: 1-17

7 Dayal S., Lentz S.R: ADMA and hyperhomocysteinemia. Vasc. Med. 2005; 10: 27-33

%% Maas R.: Pharmacotherapies and their influence on asymmetric dimethylargine (ADMA). Vasc. Med. 2005; 10:
49-57

159 Bode-Bbger S.M., Boger R.H., Kienke S., Junker W., Frélich J.C: Elevated L-arginine/dimethyloarginine ratio
contributes to enhanced systemic NO production by dietary L-arginine in hypercholesterolemic rabbits. Biochem.

Biophys. Res. Commun. 1996; 219: 598-603
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180 stwierdzono wzrost poziomu czynnikdw adhezyjnych monocytéw i

Natomiast w badaniach Chan i wsp.
limfocytow T dla komdrek srddbtonka u pacjentéw z hipercholesterolemia, korelujagcy z obnizonym
poziomem stosunku Arg:ADMA. Jednoczesnie wykazano, Ze suplementacja Arg u tych chorych
prowadzita do normalizacji tego stosunku oraz do normalizacji poziomu czynnikdw adhezyjnych.
Natomiast na podstawie wynikdw badan uzyskanych u szczuréw z zastoinowg niewydolnoscig serca
wynika, ze obnizone stezenie osoczowej ADMA koreluje z zaburzeniami relaksacji naczyniowej. Wedtug
Feng i wsp.'®! poziom stosunku Arg:ADMA moze by¢ uwazany za index istotny dla oceny funkji
érodbtonka. W piémiennictwie ukazaty sie takie doniesienia'® o obnizonym poziomie stosunku
Arg:ADMA u chorych z cukrzycg typu | leczonych insuling. Z badan tych wynika, ze stosunek ten wykazuje
ujemng korelacje z wartosciami BMI (ang. Body Mass Index, wskaznik masy ciata) i wartosciami
osoczowego stezenia frakcji LDL oraz dodatnig z wartosciami frakcji HDL. Wiadomo, ze podwyzszone
wartosci BMI oraz frakcji LDL przy obnizonej wartosci frakcji HDL nalezg do czynnikéw ryzyka chordb
naczyniowych.

W wielu opublikowanych pracach wykazano skutecznos¢ suplementacji witaminami z grupy B i FA w

B3> Jednakze z pracy Sydow i wsp.”>’

obnizaniu poziomu Hcy u chorych z padaczkg leczonych LPP
prowadzonej u chorych z hHcy z chorobg naczyn obwodowych wynika, ze kuracja witaminami z grupy B
reguluje tylko poziom Hcy, ale nie jest niewystarczajgca do obnizenia poziomu ADMA. Ponadto z pracy
Sydow i wsp.">® oraz Koga i wsp.'® wynika, ze do regulacji obu czynnikéw jednoczeénie skuteczniejsza
jest terapia skojarzona, witamin z grupy B, FA i Arg. Na skuteczno$¢ skojarzonej terapii u chorych z
padaczky leczonych LPP wydajg sie réwniez wskazywad uzyskane w niniejszej pracy dodatnie korelacje z
udziatem Met i Arg po leczeniu tymi lekami.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze farmakoterapia LPP u chorych z padaczkg prowadzi do wzrostu
stezenia Hcy, szczegdlnie u chorych leczonych w politerapii oraz przy dtugotrwatej kuracji. Bardziej

podatne na wzrost stezenia Hcy podczas kuracji LPP wydajg sie by¢ osoby z genotypem MTHFR CT
(C677T) oraz MTHFD1 GG (G1958A). Uwarunkowania genetyczne wydajg sie by¢ réwniez zwigzane z

%0 Chan J.R.,, Boger R.H., Bode-Boger S.M., Tangphao O., Tsao P.S., Blaschke T.F., Cooke J.P: Asymmetric

dimethylarginine increases mononuclear cell adhesiveness in hypercholesterolemic humans. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 2000; 20: 1040-1046

161 Feng Q., Lu X., Fortin A.J., Pettersson A., Hedner T., Kline R.L., Arnold J.M.: Elevation of an endogenous inhibitor
nitric oxide synthesis in experimental congestive heart failure. Cardiovasc. Res. 1998; 37: 667-675

162 Altinova A.E., Arslan M., Sepici-Dincel A., Akturk M., Altan N., Toruner F.B.: Uncomplicated type 1 diabetes is
associated with increased asymmetric dimethylarginine concentrations. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2007; 92: 1881-
1885

163 Koga Y., Akita Y., Nishioka J., Yatsuga S., Povalko N., Tanabe Y., Fujimoto S., Matsuishi T.: L-Arginine improves the

symptoms of strokelike episodes in Melas. Neurology 2005; 64(4): 710-712
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zaburzeniami w proporcjach Hcy i Met oraz Arg i ADMA. W warunkach hHcy zwigzanej z terapig LPP u
chorych z padaczka kontrola Hcy nad ADMA wydaje sie by¢ zaburzona. Wydaje sie réwniez, ze jedynie
skojarzona suplementacja witaminami z grupy B i FA oraz Arg u chorych z padaczka leczonych LPP moze
przyczynic¢ sie skutecznej regulacji poziomu czynnikéw ryzyka chordb naczyniowych: Hcy i ADMA u tych

chorych.
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6.Wnioski

Farmakoterapia lekami przeciwpadaczkowymi u okoto 27% chorych z padaczky prowadzi do wzrostu

stezenia osoczowej homocysteiny powyzej dolnej granicy tagodnej hiperhomocysteinemii.

Politerapia i dtugotrwate leczenie lekami przeciwpadaczkowymi chorych z padaczky (powyzej 5 lat)

przyczyniajg sie do istotnego wzrostu stezenia osoczowej homocysteiny.

W warunkach fagodnej hiperhomocysteinemii u chorych z padaczkg leczonych lekami

przeciwpadaczkowymi kontrola homocysteiny nad ADMA wydaje sie by¢ zaburzona.

Szczegdlne predyspozycje do generowania homocysteiny wraz z ADMA majg chorzy na padaczke z

heterozygotg MTHFR CT (C677T) i homozygotg MTHFD1 GG (G1958T).
Geny odpowiedzialne za remetylacje homocysteiny do metioniny sg najprawdopodobniej wtgczone

w zaburzenia proporcji pomiedzy stezeniem zaréwno homocysteiny i metioniny, jak i ADMA i L-

argininy.
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7.Streszczenie

Padaczka jest jedng z najczestszych chordb neurologicznych, przyjmuje sie, ze dotyczy ok. 1% populacji
polskiej. Mimo ciggtego postepu wiedzy na temat przyczyn i przebiegu padaczki, jej leczenie nadal
pozostaje procesem skomplikowanym i najczesciej wieloletnim. Ponadto w $wietle najnowszych
doniesien piSmiennictwa, uwaza ze przewlekte stosowanie lekéw przeciwpadaczkowych (LPP) moze
wywotywaé roézinorodne objawy niepozgdanych oraz zaburza¢ metabolizm wielu zwigzkéw, w tym
aminokwasow siarkowych min. homocysteiny (Hcy). Homocysteina, endogenny aminokwas, powstaje w
organizmie wyniku demetylacji metioniny (Met) i jest metabolizowany w procesach remetylacji i
transsulfuracji z udziatem kofaktorow: kwasu foliowego, witamin B6 i B12. W procesie remetyzacji Hcy
ulega przeksztatceniu do Met, ktdora moze ulegaé ponownie demetylacji do Hcy z udziatem S-
adenozylometioniny (SAM) i S-adenozylohomocysteiny (SAH). S-adenozylometionina jest uwazana za
gtéwnego donora grup metylowych w licznych przemianach metabolicznych, a jednym z produktéw jej
metylacji jest asymetryczna dimetyloarginia (ADMA), endogenny inhibitor syntazy tlenku azotu (NOS).
Asymetryczna dimetyloarginina, podobnie jak Hcy jest istotnym czynnikiem ryzyka choréb naczyniowych
i neurodegeneracyjnych. Uwaza sie, ze na poziom osoczowej Hcy u chorych leczonych LPP ma wptyw
min. dieta, czas i rodzaj stosowanej terapii, a takze czynniki genetyczne.

Celem pracy byto oznaczenie czestosci wystepowania polimorfizméw genéw MTHFR (C677T), MTR
(A2756G), MTHFD1 (G1958A) oraz analiza stezenia osoczowej Hcy i Met oraz ADMA i argininy (Arg) u
chorych z padaczky przed rozpoczeciem leczenia oraz w trakcie terapii LPP a takze u osdb z grupy
kontrolnej. W przeprowadzonych badaniach uwzgledniono réwniez analize oznaczanych parametréw
biochemicznych w zaleznosci od posiadanego genotypu gendw witgczonych w przemiany Hcy do Met.
Badaniu poddano 63 osoby, 28 kobiet i 35 mezczyzn, w wieku od 18 do 65 lat z padaczkg kryptogenna.
Wsrdd chorych z padaczkag 55 o0séb byto leczonych LPP, 8 chorych oczekiwato na wiaczenie terapii LPP.
Grupe kontrolng stanowito 61 oséb, 41 kobiet i 20 mezczyzn w wieku od 22 do 67 lat.

Stezenia Hcy i Met w osoczu krwi oznaczono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z
detekcjg elektrochemiczng. Stezenia ADMA i Arg oznaczono metoda HPLC z detekcjg fluoroscencyjna.
Badanie polimorfizmowi genow MTHFR, MTR i MTHFD1 przeprowadzono przy uzyciu techniki reakgcji
tancuchowej polimerazy z zastosowaniem enzymow restrykcyjnych (PCR-RFLR).

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze farmakoterapia LPP u okoto 27% pacjentéw z
padaczka prowadzi do wzrostu stezenia osoczowej Hcy powyzej dolnej granicy fagodnej
hiperhomocysteinemii (hHcy) oraz, 7ze do istotnego generowania osoczowej Hcy przyczynia sie
szczegolnie politerapia i dtugotrwate (powyzej 5 letnie) leczenie LPP. Wydaje sie réwniez, ze szczegdlne

predyspozycje do hHcy i zwiekszonego stezenia osoczowej ADMA majg chorzy z heterozygotg MTHFR CT
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(C677T) i homozygotg MTHFD1 GG (G1958T) a uwarunkowania genetyczne mogg mie¢ wptyw na
zaburzenia proporcji Hcy i Met oraz Arg i ADMA. Ponadto wydaje sie réwniez, ze w warunkach hHcy
zwigzanej z terapig LPP u chorych z padaczka kontrola Hcy nad ADMA jest zaburzona.

Przeprowadzone badania wskazujg, ze monitorowanie stezenia osoczowej Hcy u pacjentéw z padaczka
leczonych LPP, a szczegdlnie z polimorfizmami gendw predysponujgcych do hHcy u tych chorych, moze
przyczynia¢ sie do redukcji czynnikdw ryzyka zmian naczyniowych i zapobiegaé¢ rozwojowi chordb

neurologicznych.
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8.Summary

Epilepsy is one of the most common neurological diseases, it is supposed to affect about 1% of general
population. In spite of advance knowledge about etiology and course of epilepsy, the treatment is still
complicated and usually long term process . Moreover, from last publications there is known, that long-
term anticonvulsive therapy can lead to undesirable effects and change metabolism of many
compounds, therein sulfur amino acids included i.a. homocysteine (Hcy). Homocysteine, endogenous
amino acid, is synthesized in organism by demethylation of methionine (Met) and is metabolized
through two pathways: remethylation and transsulfuration with use as co-factors folate, vitamin B6 and
B12. In remethylation- pathway Hcy is transformed to Met, with can be again demethylated to Hcy with
use s-adenozylometionine (SAM) and S-adenozylohomocysteine (SAH). S-adenozylometionine is the
main donor of methyl groups in many metabolic processes and one of the product its methylation is an
asymmetric dimethyloarginine (ADMA), endogenous nitrous oxide syntase (NOS) inhibitor.
Homocysteine is regarded as an important risk factor of vascular and neurodegeneratative diseases. It is
considered, that diet, term of using and type of anticonvulsant drug and genetic factors influence on the
level of plasma Hcy and ADMA in patients with epilepsy taking antiepileptic drugs (AEDs).

The aim of the study was the estimation of frequency of polymorphisms of genes MTHFR (C677T), MTR
(A2756G), MTHFD1 (G1958A) and comparing of blood serum concentrations of Hcy, Met, ADMA and
arginine (Arg) in patients with epilepsy before treatment and during AEDs therapy versus control group.
In assessed subjects the examined biochemical parameters have been also analyzed in course of owned
type of genes included in metabolism Hcy to Met.

The study were conducted on 63 patients, 28 women and 35 men, aged from 18 to 65 with cryptogenic
epilepsy. Among patients with epilepsy 55 subjects were treated with AEDs, and 8 patients were before
the start of the anticonvulsive therapy. Control group included 61 people, 41 women and 20 men, aged
from 22 to 67, without symptoms of neurological disorders.

The plasma blood concentrations of Hcy and Met has been identified by high performance liquid
chromatography method (HPLC) with electrochemical detection. The concentration of ADMA and Arg
has been identified by HPLC method with fluorescence detection. Determination of genes frequency of
MTHFR, MTR and MTHFR1 was conducted by polymerase chain reaction— restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLR) method.

The study demonstrates that AEDs treatment in about 27% epileptics leads to increase of plasma Hcy
concentration above the level of mild hyperhomocysteinemia (hHcy) and, that polytherapy and long-
term (above 5 years) using of anticonvulsants are factors that especially generating plasma hHcy. Also
seems, that patients heterozygous with MTHFR CT (C677T) and homozygous with MTHFD1 GG (G1958T)

have specific predisposition to hHcy and higher concentration of plasma ADMA, and genetic
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conditionings can influence to proportions of Hcy to Met and Arg to ADMA. Moreover, it seems that in
state of hHcy induced by AEDs in epileptics the control Hcy over ADMA is disturbed.

The study also demonstrates, that monitoring of concentration of plasma Hcy in patients with epilepsy
on AEDs, and especially with polymorphism of genes that predispose to hHcy, may contribute to

reduction of risk factors of vascular lesions and protect from development of neurological disorders.

64



Spis Tresci

1. ATV T oY= Yo b.2=] oY [ SR 1
O R oAV 1) o] Y774 o |V USSR 1
1.2. Definicja padaczki i rodzaje napadOw padaczKOWYCH .........cooocuiiiiiiiiiiecceee e e 2
G T Yo YT (=Y g Y To] [ o = I o T= Yo 1= Tov.d (SR 4
S o To] [ Td - I o T= Yo I 174 < SR 4
1.5. Epileptogeneza i neurochemiczne podstawy napaddw padaczkowych .........cccceveeeiiiieiiiiiiccciiee e 4

1.5.1. Rola kanatéw jonowych w patomechanizmie padaczki..........cccocviiiiiiiiiiiciii e, 5
1.5.2.  Znaczenie uktadu glutaminergicznego w mechanizmie napaddéw padaczkowych..........ccecvvvieinnnnnnnn. 6
1.5.3.  Rola uktadu GABA-ergicznego w zjawiskach drgawkowych...........ccoovciiiiiiiiiii e, 9
1.5.4. Rolainnych neuroprzekaznikdw w patogenezie PadaczKi........cccccveeeeviieeeiiieeeeiiiiee e 10
1.5.5. Znaczenie tlenku azotu w patomechanizmie padaczki........ccccceeciiiiiiiiiiiiii e, 10

R T D 1= d s To I AV & I o Lo F- [o7.4 < S USSR 11
R W =Yor 2T o 11 o - o F= Yob << SR 11
O T & (o] 0 (o Tor 2] (<] o - TR PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPINE 13
08 700 AR \V/ 1= -1 o To 745 0 g o Vo Yot V2] = [ 1 13
1.8.2.  HiperhOMOCYSTEINEMIA ...uuiiiiiiei ittt e e ettt e e e e e eectrre e e e e e e e aatreeeeaeeeaeeesnbsaaeeeaeeeaassrsaeeeassesannrannees 15
1.8.3.  Udziat hiperhomocysteinemii w patogenezie chordb sercowo-naczyniowych .........ccccceeeecieeeeennnenn. 17
1.8.4. Wptyw hiperhomocysteinemii na patogeneze chordb neurologicznych, psychiatrycznych, wad
rOZWOJOWYCH | PAtOIOZIE CIgZY . .uvriiieiei it e e e e e e e e et re e e e e e e e e eanrreeeeaaeeas 20

1.8.5. Hiperhomocysteinemia a rozwij PAadaczKi..........ccueieeiiiiiiiiiiie ettt e e areee s 22
1.8.6. Hiperhomocysteinemia w terapii lekami przeciwpadaczkowymi u chorych ........cccoocciiiiiininnnnis 23

P4 oT- Lo 1= Tovd - [ U U 23
1.9, ADMA ittt sttt et e b e bt e e sh et e s te e e b e e e bt be e e tee e beeeeabee s bee e beeeahbeeebeesbeeenateeesbaeenaees 24
IR Tt O |V =Y -1 o To 40 (A 5 1Y NP STRR 24
1.9.2.  Czynniki wptywajace na stezenie ADMA W 0SOCZU KIWi .....ceeeiiiiiiiiiiiei e 26
1.9.3.  Udziat ADMA w patogenezie chordb naczynioWYCh ..........ccouiiiiiiiii i 28
1.9.4. ADMA jako czynnik patogenezy inNyCh SCOIZEN .......c.uviiieiiiii i 29
R R T AN - o1 o - I PP PP PPPPPPPPPPPPPPPTPPINE 30

2. (0TI =T SRR 31

3. Y =T g T I 4 T=] o Lo Y TN 32



0 N |V = (=] (= SRR 32

0t St B U] o VA o Y=Y F=1 o TSR 32
0 7 B 1 g o =T oY ] 1 o] = U U ESTN 32
3.1.3.  Kryteria wtgczenia do Dadan .........ociiii i e st 32
20 V11 o o 1Y SR N 33
3.2.1.  Przygotowanie Krwi do bDadan .........c.eeeiiiiiii ittt et e tae e e enreas 33
3.2.2.  Analiza stezenia homocysteiny i MEtIONINY ...ccccoiiiiiiiiiie e e e e e 33
3.2.3.  Analiza stezenia ADMA i @rZiNiNY ....c..ccoiiiiiiiiiiiiie et e e e e rre e e e e sbee e e e saree e e snteesssabaeeeennees 33
I S 1= Ta [0} a7 ¢ o 1YY 1= TN 34
3.3, StatystyCzna 0CENA WYNIKOW ......ouviiiiiiiii ettt ettt e e e e eta e e e st te e e e sbteeeesnbaeeesantaeeesasaeeesansaeaesanes 35
4 LAY A 1< SR PSURRURRRNS 36
5 DA (UL - TSP URPPNS 51
6 WV NHOSKI vttt ettt ettt sttt e e sate e s bt e s bee e ate e sabeesababeesatee s bee e ateesabee st e e ebeeenabeesabeeebaeeenabaeeane 60
7 1 gLy Jor2=T 1SS P PP PPROPPTPP 61
8 Y U101 4 =TV PP PPPPPPPPPEN 63



Alfabetyczny wykaz skrotow zastosowanych w pracy

AEDs- ang. Antiepileptic Drugs

ADMA- asymetryczna dimetyloarginina

AMPA- receptory kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego

Arg- L-arginina

BFNC- ang. Benign Familial Neonatal Convulsions, tagodne rodzinne drgawki noworodkéw
BFNIS- ang. Benign Familial Neonatal- Infantile Seizures, tagodne rodzinne drgawki noworodkow i dzieci
BMI- ang. Body Mass Index, wskaznik masy ciata

CBS- syntaza cystationinowa

CBZ- karbamazepina

ChA- choroba Alzheimera

ChP- choroba Parkinsona

COMT- katecholotlenometylotransferaza

Cys- cysteina

DDAH- dimetyloaminohydrolaza dimetyloargininy

DPH- fenytoina

EEG- elekroencefalografia

ESM- etosuksymid

FA- foliany

FBM- felbamat

GABA- kwas y-aminomastowy

GABA-T- transaminaza GABA

GBP- gabapentyna

GEFS+ - ang. Generalized Epilepsy with Febrile Sizures plus, uogdlniona padaczka z drgawkami
gorgczkowymi plus

iGIuR- glutaminergiczne receptory jonotropowe

mGIuR- glutaminergiczne receptory metabotropowe

HCTL- ang. Homocysteine Thiolactone, tiolakton homocysteiny

Hcy- homocysteina

hHcy- hiperhomocysteinemia

HPLC/EC- ang. High Pressure Liquid Chromatography/Electrochemical Detection, wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detekcjg elektrochemiczng

ILAE- ang. International League Against Epilepsy, Miedzynarodowa Liga Przeciwpadaczkowa
IMT- ang. Intima Media Thickness, kompleks srodbtonek- btona srodkowa

LPP- leki przeciwpadaczkowe



LPP NG- leki przeciwpadaczkowe nowej generacji

LTG- lamotrygina

LEV- lewetyracetam

MCP-1- ang. Monocyte Chemotactic Protein-1, biatko przyciggajgce monocyty-1
Met- metionina

MMA- ang. Methylomalonic Acid, kwas metylomalonowy

NMDA- receptory kwasu N-metylo-D-asparaginowego

MTHFD1- ang. Methylenetetrahydrofolate Dehydrogenase/ Methenyltetrahydrofolate
Cyclohydrolase/ Formyltetrahydrofolate Synthetase

MTHFR- reduktaza metylenotetrahydrofolianowa

MTHFR (C677T), MTR (A2756G), MTHFD1 (G1958A)- polimorfizmy genéw MTHFR, MTR, MTHFD1
MTR- syntaza metioniny

NO- ang. Nitric Oxide, tlenek azotu

NOS- ang. Nitric Oxide Synthase, syntaza NO

eNOS- srodbtonkowa syntaza NO

iNOS- indukowana syntaza NO

nNOS- neuronalna syntaza NO

OCBZ- okskarbazepina

OUN- o$rodkowy uktad nerwowy

PB- fenobarbital

PCR-RFLP- ang. Polymerase Chain Reaction— Restriction Fragment Length Polymorphism,
polimerazowa reakcja tanicuchowa z zastosowaniem enzymoéw restrykcyjnych

PRMT I- N-metylotransferaza argininowa typu |

SAH- S- adenozylohomocysteina

SAM- S-adenozylometionina

TGB- tiagabina

THF- tetrahydrofolian

TNF-a- ang. Tumor Necrosis Factor, czynnik martwicy nowotworéw

TPM- topiramat

VCAM-1- ang. Vascular Cell Adhesion Molecule-1, naczyniowa molekuta adhezyjna-1
VPA- kwas walproinowy

VGB- wigabatryna



