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1. Wprowadzenie

W trakcie odbywania stazu specjalizacyjnego w dziedzinie neurologii, miatam pod swojg opieka
wielu pacjentow chorych na padaczke. Czgsto jednak stosowana w roznych modyfikacjach terapia
przeciwpadaczkowa nie byta u nich skuteczna. Rodzito to i nadal powoduje duze rozczarowanie zaréwno
po stronie pacjenta, jak i1 leczacego go lekarza. Jako neurolog mam swiadomos¢, ze chorzy na padaczke to
szczegblna grupa pacjentdw, narazona na liczne ograniczenia zdrowotne, ktore przektadajg si¢ réwniez na
duze problemy w funkcjonowaniu spotecznym. Cheg¢ niesienia pomocy szczeg6lnie tej grupie chorych
przetozyta si¢ na poglebianie wiedzy w dziedzinie epileptologii oraz zainteresowanie si¢ skutkami
prowadzonej farmakoterapii, mozliwosciami jej ulepszania, a w szczegolnosci wprowadzeniem
personalizacji leczenia. Uwazam, ze indywidualne podejScie do terapii pacjentow z padaczka jest
przyszto$cig medycyny, a u jego podstaw najprawdopodobniej beda lezaty odpowiednio dostosowane
badania genetyczne.

Genem kandydackim, wykazujacym prawdopodobny zwigzek ze skutecznoscig leczenia padaczki
jest ABCB1/MDRL, tzw. gen opornosci wielolekowej, znany glownie z badan nad lekoopornoscig chorob
nowotworowych. Istniejg prace wskazujace na istnienie korelacji pomiedzy polimorfizmami tego genu
z rozwojem padaczki lekoopornej, sg one jednak niespdjne i wymagaja szerzej zakrojonych analiz [1,2].
Co wigcej, z danych literaturowych wynika, 2ze gen ten moze mieé¢ zwigzek
z wejsciem komorek na drogg apoptozy [3]. Zagadnienie to jest szczegdlnie wazne w kontekscie
stosowania lekow przeciwpadaczkowych (LPP), gdyz dotychczasowe badania na liniach komorek
nowotworowych 1 na modelach zwierzecych wykazaly zdolnos¢ LPP do indukowania kontrolowanej
genetycznie $mierci komorek (apoptozy) [4]. Zgodnie z najlepsza wiedzg autorki, jak dotad nie
opublikowano jednak Zadnego badania potwierdzajacego czy proces ten przebiega réwniez u pacjentow
chorych na padaczke leczonych LPP (LPP+). Co wiecej, brakuje réwniez prac dotyczacych zwigzku
polimorfizméw w genie ABCB1/MDR1 z modulowaniem apoptozy u pacjentdéw chorujagcych na
padaczke, zardwno przyjmujacych LPP, jak i oczekujacych na wiaczenie terapii tymi lekami (LPP-). Z
kolei z licznych danych literaturowych wynika, ze LPP moga prowadzi¢ do wzrostu st¢zenia
homocysteiny (Hcy), natomiast hiperhomocysteinemia (hHcy) moze indukowaé proces apoptozy [5,6].
Jak do tej pory nie analizowano jednak hHcy jako czynnika apoptotycznego u chorych na padaczke
leczonych LPP. Stad tematem niniejszej pracy jest badanie poziomu wybranych czynnikow zwigzanych z
indukowaniem apoptozy w zaleznosci od posiadanego genotypu w polimorficznym genie ABCB1/MDR1

u pacjentéw chorujacych na padaczke i stosujacych LPP.



1.1. Definicja padaczki

Padaczka jest zespotlem objawoéw somatycznych, wegetatywnych i psychicznych, mogacym
wystepowa¢ na podtozu réznych zmian morfologicznych 1 metabolicznych moézgu. Do napadu
padaczkowego dochodzi natomiast w wyniku przejsciowego, stereotypowego zaburzenia jego czynnosci
wskutek nadmiernych, gwattownych wyladowan bioelektrycznych neuronow [6].

W 2014 roku grupa zadaniowa Mig¢dzynarodowej Ligii Przeciwpadaczkowej (ILAE, ang.
International League Against Epilepsy) opublikowata nowa, praktyczng definicje padaczki, formutujac
tym samym troche inne spojrzenie na rozpoznawanie tej choroby. Zgodnie z najnowsza koncepcija
padaczka jest chorobg mozgu, ktdorg mozna rozpoznaé w jednej z trzech nastgpujgcych sytuacii
Klinicznych:

A) Gdy wystapia co najmniej dwa nieprowokowane (badz odruchowe) napady padaczkowe
pojawiajace si¢ w odstegpie CO najmniej 24 godzin,

B) Gdy wystapi jeden nieprowokowany (badZ odruchowy) napad, a prawdopodobienstwo pojawienia
si¢ kolejnych jest poréwnywalne do ogdlnego ryzyka nawrotu (co najmniej 60%), takiego jak po
dwoch nieprowokowanych napadach, mogacych wystgpi¢ w ciggu 10 nastepnych lat,

C) Gdy mozna rozpoznaé zespot padaczkowy.

Nowoscig w nomenklaturze padaczki byto pojawienie si¢ pojecia ,,epilepsy resolved ”, ktére niestety nie
oznacza ,,wyleczenia”. Odnosi si¢ raczej do sytuacji, gdy w danym momencie pacjent nie jest chory na
padaczke, ale nie mozna wykluczy¢ powrotu choroby. Przyktadowo: pacjenci z zespotem padaczkowym
zaleznym od wieku, gdy osiagneli wiek ustgpienia napadéw, badz tez pacjenci wolni od napadow od 10
lat, w tym nie pobierajacy LPP przez 5 lat. Wydaje si¢, ze najwazniejsza korzyscia wprowadzenia nowe;j
definicji padaczki jest mozliwos¢ przyspieszenia diagnozy w szczegdlnych sytuacjach klinicznych i co za
tym i1dzie, mozliwos$¢ szybszego wlaczenie skutecznego leczenia, w tym rowniez, w warunkach polskich,
refundowanego przez Narodowy Fundusz Zdrowia [8].

Padaczka lekooporna definiowana jest wedlug ILAE jako nieskuteczno$¢ dwoch dobrze
tolerowanych, odpowiednio dobranych 1 stosowanych LPP zarowno w mono, jak 1 politerapii w
osiggnieciu remisji napadow [9]. Dane literaturowe wskazujg, ze pomimo istnienia wielu LPP 0 r6znych
mechanizmach dziatania nadal 25% do nawet 40% pacjentéw w zaleznosci od przyjetej definicji rozwija

padaczke lekooporng [10].



1.2. Epidemiologia padaczki

Padaczka jest jedna z najczesciej wystepujacych chordéb neurologicznych na $wiecie 1 dotyczy
okoto 1-1,5% populacji. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) choruje na nig ponad
50 milionéw os6b na $wiecie, w Polsce jest to ok. 400 ty$ chorych [11]. Rozpowszechnienie padaczki jest
najwigksze W przedziale wiekowym do 10 lat, a szczeg6lnie w pierwszych miesigcach zycia i po 65 r.z.,
czesciej tez rozpoznaje si¢ ja u plci meskiej oraz w krajach rozwijajacych si¢ [12]. Ostatnie badania
epidemiologiczne pokazuja jednak, ze maleje liczba pacjentéw z padaczka okresu dziecigcego, natomiast
ro$nie zapadalno$¢ w wieku starczym, szczeg6lnie po 75 r.z. Zatrwazajace dane WHO wskazuja, ze 3/4

pacjentow chorujacych na padaczke w krajach rozwijajacych si¢ nie otrzymuje odpowiedniego leczenia.

1.3. Przyczyny padaczki

Padaczka jest zespotem objawow, ktorej przyczyng moze stanowi¢ wiele czynnikow. Zgodnie z
najnowszg klasyfikacja etiologiczna, padaczki dzieli si¢ na:

A) Padaczki uwarunkowane genetycznie (dawniej zwane idiopatycznymi), gdy choroba Kklinicznie
objawia si¢ glownie napadami padaczkowymi i jest bezposrednim wynikiem znanego lub
przypuszczalnego defektu genetycznego (badz tez kilku mutacji), np. gen SCNI1A lezacy u
podtoza zespotu Dravet,

B) Padaczki o etiologii strukturalnej/metabolicznej (dawniej zwane objawowymi), spowodowane
uwarunkowanym genetycznie, badz tez nabytym stanem patologicznym zwigkszajacym ryzyko
napadow,

C) Padaczki o nieznanej przyczynie (dawniej zwane kryptogennymi), bedace konsekwencja

niewyjasnionego jak dotad stanu patologicznego [13].
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1.4. Klasyfikacja napadow padaczkowych

Najbardziej znana i wcigz uzywana klasyfikacja napadéw padaczkowych Miedzynarodowej Ligii
Przeciwpadaczkowej pochodzi z 1981 roku (Tab.1.) i doczekata si¢ jak dotad kilkukrotnej modyfikacji, w
tym w 2010 i 2017 roku.

Tab.1. Klasyfikacja napadow padaczkowych wedlug ILAE z 1981 r. [14]

I. Napady czesciowe (rozpoczynajace sie ogniskowo)

I. A. Napady cze$ciowe proste

1. Z objawami ruchowymi

2. Z zaburzeniami somatosensorycznymi

3. Z objawami autonomicznymi
4. Z zaburzeniami psychicznymi

I. B. Napady cze$ciowe zlozone

1. Poczatek czesciowy prosty, po czym dotacza si¢ zaburzenie swiadomosci:

Napady cze$ciowe rozpoczynajace si¢ ogniskowo
a) z cechami napaddéw czesciowych i dotaczajacymi si¢ zaburzeniami §wiadomosci
b) z automatyzmami

2. Z zaburzeniami $wiadomosci od poczatku:

a) tylko z zaburzeniami §wiadomosci

b) z automatyzmami

I. C. Napady czeSciowe rozwijajace sie w uogélnione

1. Napady czegéciowe proste przechodzace w uogolnione

2. Napady czgsciowe ztozone przechodzace w uogolnione

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

Il. Napady uogolnione (drgawkowe lub niedrgawkowe)

II. A. Napady nie§wiadomosci

1. Napady nieswiadomo$ci

2. Nietypowe napady nieswiadomosci

I1. B. Napady miokloniczne

I1. C. Napady kloniczne

I1. D. Napady toniczne

I1. E. Napady toniczno-kloniczne

Il. F. Napady atoniczne

I1l. Napady niesklasyfikowane (naleza tu wszystkie napady, ktore nie mogg by¢ sklasyfikowane z powodu
niewystarczajacych lub niekompletnych danych oraz te, ktdre nie daja si¢ ujg¢ w opisanych kategoriach)
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W nowszej klasyfikacji opracowanej w 2010 roku, zmianie ulegly glownie definicje napadéw

ogniskowych i uogélnionych [13] (Tab.2.)

Tab.2. Klasyfikacja napadow padaczkowych wedlug ILAE z 2010 r. [13]

Napady uogolnione

Napady ogniskowe

Napady o nieznanym poczatku

Toniczno-kloniczne

Napady ogniskowe bez
zaburzen swiadomosci
(dawniej cze$ciowe proste)

e 7z zauwazalnymi
objawami ruchowymi
lub wegetatywnymi

e 7 doznaniami
subiektywnymi
(czuciowymi lub
psychicznymi)

e Miokloniczne
e Miokloniczno-

Nieswiadomosci Napady ogniskowe z
e Typowe zaburzeniami Swiadomosci
e Nietypowe (dawniej napady czeéciowe
o Zeszczegblnymi zlozone)
cechami
-miokloniczne
napady
nieswiadomosci
-mioklonie powiek
Miokloniczne Napady ogniskowe

przechodzace w obustronny
napad drgawkowy (toniczny,

atoniczne kloniczny, toniczno-
e Miokloniczno- kloniczny, dawniej napady
toniczne wtornie uogdlnione)
Kloniczne
Toniczne
Atoniczne

Napady zgieciowe
Inne

Z kolei najnowsza, operacyjna klasyfikacja napadow padaczkowych opracowana w 2017 roku
(Tab.3.) odzwierciedla nowoczesng wiedz¢ epileptologiczna, ale jej punktem wyjscia jest nadal struktura
podzialu napadéw z 1981 roku. Klasyfikacja ta niesie bez watpienia wiele korzysci, ale nadal pozostawia
sporo niejasnosci i przed wprowadzeniem do rutynowej praktyki klinicznej wymaga przetestowania i
dyskusji [15].
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Tab.3. Podstawowa klasyfikacja napadéw padaczkowych wedlug ILAE z 2017 r. [15]

Ogniskowy poczatek Uogolniony poczatek Nieznany poczatek
Swiadomosé Swiadomo§é
zachowana zaburzona
Poczatek ruchowy Ruchowy: Ruchowy:
-toniczno-kloniczny -toniczno-kloniczny
-0 innej manifestacji -0 innej manifestacji
Poczatek bez manifestacji ruchowej | Bez manifestacji Bez manifestacji ruchowej
ruchowej (absence)
Ogniskowy z ewolucjg do Niesklasyfikowane
dwustronnego toniczno-klonicznego

1.5. Leczenie padaczki

1.5.1. Podziat lekow przeciwpadaczkowych

Leki przeciwpadaczkowe sg jednymi z najczeSciej stosowanych lekow w neurologii. Pomimo
istnienia ponad 20 LPP, dobdr odpowiedniego leku jest nadal wyzwaniem nawet dla doswiadczonego
neurologa/epileptologa 1 uwaza si¢, ze u okoto 1/3 pacjentdéw nie udaje si¢ opanowac napadow
podaczkowych [10]. LPP dzielimy na leki starej (LPP SG), czyli pierwszej generacji oraz nowej (LPP
NG), drugiej i trzeciej generacji. Powszechnie uwaza si¢, ze LPP NG wyro6zniaja si¢ lepszg tolerancja,
bezpieczenstwem stosowania oraz wykazuja mniej dzialan niepozadanych w poréwnaniu z LPP SG.
Niestety nie wykazano ich lepszej skutecznosci w porownaniu z LPP SG, takimi jak: kwas walproinowy
(VPA) i karbamazepina (CBZ) [16]. Do lekow pierwszej generacji zaliczamy oprocz CBZ i VPA,
fenytoine (PHT), fenobarbital (PB), etosuksymid (ESM) i benzodiazepiny (BZD). Druga generacja LPP
obejmuje lamotrygine (LTG), topiramat (TPM), gabapentyn¢ (GBP), okskarbazeping (OXCBZ),
levetiracetam (LEV), pregabaling (PGB), tiagabing (TGB), wigabatryng (VGB), styrypentol (STR) oraz
zonisamid (ZNS). Natomiast trzecig generacj¢ LPP stanowig m.in.: retigabina (lek wycofany w czerwcu
2017 roku z przyczyn komercyjnych), lakozamid (LCM), rufinamid (RUF), perampanel (PMP),
eslikarbazepina (ESL) oraz briwaracetam (BRV) [17].
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1.5.2. Mechanizmy dziatania LPP

LPP r6znig si¢ migdzy sobg mechanizmami dzialania, farmakokinetyka, skutecznoscig, tolerancja
oraz dziataniami niepozgdanymi [18]. Leki te mozna podzieli¢, biorgc pod uwage ich gldwny sposob
oddziatywania. Nalezy jednak pamigtac, ze mechanizm dziatania niektérych LPP nie do konca jest jasny,
a wiekszo$¢ z nich posiada wiecej niz jeden sposob oddziatywania (w szczegdlnosci: VPA, TPM, PB).
Przyktadowo: CBZ, PHE, LTG, OXCBZ, ZNS uwazane s3 za blokery potencjalozaleznych kanatow
sodowych, podczas gdy ESM, GBP i PG moduluja kanaty wapniowe [19]. Z kolei wzrost transmisji
gabaergicznej przez wptyw na receptory GABA A, zmniejszanie degradacji kwasu y-aminomastowego
(GABA, ang. py-aminobutyric acid), badz tez hamowanie wychwytu synaptycznego, jest
charakterystyczny dla VGB, TGB, BZD oraz STR [20]. Natomiast hamowanie pobudzenia
glutaminergicznego przez niekompetycyjny, antagonistyczny wptyw na jonotropowe receptory AMPA
(ang. alfa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor, kwas a-amino-3-hydroksy-5-
metylo-4-izoksazolopropionowy) wyr6znia jeden z najnowszych lekow: PMP [21,22]. Innym
mechanizmem dziatania, charakterystycznym dla LCM, jest nasilanie powolnej inaktywacji zaleznych od
napiecia kanatéw sodowych, co prowadzi do stabilizacji bton komérkowych nadmiernie pobudliwych
neuronéw. W koncu, LEV i BRV posiadaja zdolno$¢ wigzania synaptycznego biatka SV2A (ang.
synaptic vesicle glycoprotein 2A), modulujacego egzocytoze neuroprzekaznikéw [23]. Z kolei leki o
ztozonym mechanizmie dziatania, a wigc VPA 1 TPM pobudzaja przekaznictwo gabaergiczne, blokuja
kanaty sodowe oraz hamuja szlaki glutaminergiczne, inaktywujac receptory NMDA (ang. N-methyl-D-
aspartate receptor, receptor N-metylo-D-asparaginowy) i AMPA (odpowiednio: VPA i TPM) [24]. Co
ciekawe, charakterystyczng cechg VPA jest ponadto zwigkszanie ekspresji biatka Bcl-2 w osrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN) [25].

Z powyzszych przyktadow wynika, ze LPP moduluja procesy zwigzane z pobudliwoscia
neurondw, ale niestety zaden z nich nie wptywa na mechanizmy lezace u podstawy epileptogenezy.
Dlatego uwaza sie, ze przetlomem w leczeniu padaczki bytoby opracowanie terapii mogacej modytikowaé
przebieg choroby/zespotu padaczkowego, badz tez wykazujacej skuteczno$¢ w terapii pacjentdw z

padaczka lekooporng [26].
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1.5.3. Mozliwe dziatania niepozadane LPP

Dokonujac wyboru LPP, lekarz neurolog powinien wzig¢ pod uwage nie tylko wskazania do
leczenia zdiagnozowanych napadow lub zespotu padaczkowego, ale rowniez mozliwe interakcje lekowe i
dziatania niepozadane LPP. Ich wystgpienie moze mie¢ wptyw na skutecznos$¢ terapii, jako$¢ zycia
pacjenta, a nawet prowadzi¢ do przerwania leczenia. Uwaza si¢, ze dzialania niepozadane LPP s3
najczesciej zalezne od zastosowanej dawki leku i zwykle odwracalne [27]. W poczatkowym okresie
leczenia prawie wszystkie LPP moga powodowaé sennos¢ i zawroty glowy, ale niektore z nich moga
wywotywac tez specyficzne efekty uboczne. Przyktadowo, VPA moze powodowaé drzenie, wzrost masy
ciata i tysienie; CBZ i LTG reakcje skorne; CBZ i OXCBZ hiponatremig¢; terapia TPM moze wigzac si¢ z
uposledzeniem funkcji poznawczych i utrata wagi, a LEV laczony jest z drazliwoscig [28]. Dane
literaturowe wskazuja, ze skorne reakcje nadwrazliwosci (m.in. zespot Stevensa-Johnsona) zwigzane z
pobieraniem CBZ sa uwarunkowane genetycznie i zwigzane z genami ludzkiego ukladu zgodnosci
tkankowej HLA: HLA-B*15:02 i HLA-A*31:01 [29]. Dlatego najnowsze opublikowane rekomendacje
zalecajag wykonywanie badan genetycznych u wszystkich pacjentow- kandydatow do wlaczenia CBZ w
kierunku HLA-A*31:01 (zalecenia klasy B) oraz HLA-B*15:02 (zalecenia klasy A i C w zaleznosci od
pochodzenia etnicznego) [30].

Co wydaje si¢ by¢ szczegolnie wazne, istnieje szereg badan wskazujacych na zwiazek leczenia
LPP z podwyzszonym ryzykiem wystapienia chorob sercowo-naczyniowych, w tym zawatu serca i udaru
moézgu [31,32,33]. Uwaza sie, ze istotng role odgrywa w tym procesie podwyzszony p0ziom 0SOCZOWej
homocysteiny (Hcy), asymetrycznej dimetyloargininy (ang., asymmetric dimethylarginine, ADMA) [34],

lipidow [35], kwasu moczowego, CRP oraz masy ciata w nastepstwie stosowania LPP [36].

1.5.4. Interakcje miedzy LPP

U chorych na padaczke mogg pojawiac si¢ podczas leczenia LPP interakcje miedzylekowe, ktore
W znaczgcy sposob przyczyniajg si¢ do obnizenia skutecznosci dziatania LPP lub nasilenia dziatania
niepozadanego. Oddzialywania migdzylekowe dziela si¢ na interakcje farmakokinetyczne oraz
farmakodynamiczne. Pierwsze z nich wptywaja na parametry farmakokinetyczne lekéw i moga zachodzic¢
na etapie wchtaniania, dystrybucji, metabolizmu badZ tez wydalania leku. W praktyce najczesciej wigza
si¢ ze zmiang st¢zenia stosowanej substancji [37]. Drugie z kolei sg trudne do zmierzenia, gdyz nie
wplywaja na stezenie lekow 1 zachodza gldwnie w docelowym miejscu dziatania. Moga mie¢ one
charakter synergistyczny badz antagonistyczny zaréwno pod wzgledem skutecznosci leczenia, jak i
mozliwych dziatan niepozadanych [38]. W przypadku LPP interakcje farmakokinetyczne najczesciej
zwigzane sg z indukowaniem (CBZ, PHT, PB), badz tez hamowaniem (VPA) watrobowego enzymu-
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cytochromu P450 [39] oraz z r6znym wigzaniem si¢ z biatkami surowicy. Wykazano, ze leki nie
podlegajace metabolizmowi watrobowemu nie wykazuja powaznych interakcji. Wydaja si¢ by¢ wigc
bezpieczng formg terapii m.in. u osob starszych, ktore czesto stosuja jednoczes$nie wiele preparatow z
powodu réznych chorob [37]. Uwaza si¢ ponadto, ze LPP NG wykazujg mniej interakcji miedzylekowych
w porownaniu z LPP SG. Maja tez korzystniejszg farmakokinetyke, w minimalnym stopniu wiazg si¢ z

biatkami krwi oraz s3 wydalane gtéwnie przez nerki.

1.5.5. Strategia leczenia padaczki LPP

Leczenie padaczki najcze$ciej polega na dlugoletnim przyjmowaniu LPP, badz tez na
zastosowaniu w okreslonych zespotach padaczkowych metod niefarmakologicznych, takich jak: leczenie
operacyjne, stymulacja nerwu blednego czy tez postepowanie dietetyczne (dieta ketogenna). Celem
leczenia padaczki jest dazenie do uwolnienia pacjenta od napadéw padaczkowych. Gdy jest to
niemozliwe, dazy si¢ do zmniejszenia ich czestosci. Coraz wigkszag uwage przywiazuje si¢ do
indywidualizacji leczenia, co jest szczegélnie istotne w tzw. grupach specjalnej troski, czyli u dzieci, u
kobiet w cigzy i w wieku prokreacyjnym oraz u oséb po 65 r.z. Optymalnym leczeniem
farmakologicznym padaczki jest stosowanie monoterapii w najmniejszej skutecznej dawce LPP, a w razie
jej nieskutecznosci, zastosowanie tzw. racjonalnej politerapii. Umieszczone ponizej schematy
przedstawiajg aktualne zalecenia Polskiego Towarzystwa Epileptologii (PTE) dotyczace leczenia nowo
zdiagnozowanych napadéw padaczkowych o ogniskowym i uogélnionym poczatku u dorostych (Ryc.1. i

2.) [40].
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[ Rozpoznanie padaczki }

1L

[ Monoterapia lekami | rzutu: CBZ, OXC, GBP, LTG, LEV, VPA 1

[ Brak skutecznosci lub zta tolerancja }

[ | Monoterapia alternatywna lekami | rzutu }

[ Lek dobrze tolerowany, ale nieskuteczny }

-
Il Monoterapia Terapia dodana lekami I i Il rzutu: CBZ, LTG,
alternatywna lekami | rzutu LEV, VPA, OXC, GBP, TPM, PB, PHT
\
(
Brak skutecznosci ]
.

Terapia dodana lekami Il rzutu:
VGB, TGB, LCM, PGB, ESL, ZNS

Ryc.1. Schemat leczenia nowo zdiagnozowanych napadow ogniskowych u dorostych wedlug [40].
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Rozpoznanie padaczki

Monoterapia lekami | rzutu VPA, LTG, LEV
Do rozwazenia CBZ, OXC

Brak skutecznosci lub zta tolerancja

| Monoterapia alternatywna lekami | rzutu

Lek dobrze tolerowany, ale nieskuteczny

Il Monoterapia alternatywna Terapia dodana lekami | i Il rzutu:
lekami | rzutu LTG, LEV, VPA, TPM, CLB, ZNS

Jezeli wystepuja napady nieswiadomosci i/lub napady miokloniczne lub podejrzewana jest
mtodzienicza padaczka miokloniczna nie nalezy podawa¢ CBZ, GBP, OXC, PHT, PGB, VGB,
TGB.

Ryc.2. Schemat leczenia nowo zdiagnozowanych napadow toniczno-klonicznych u dorostych
wedlug [40].
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1.6. Gen ABCB1/MDRL1 i jego polimorfizmy

1.6.1. Rola genu ABCB1/MDR1

Gen ABCB1/MDR1 nazywany jest genem oporno$ci wielolekowej typu 1 (MDR1, ang. multidrug
resistance-1gene) i nalezy do nadrodziny genow ABCB (ang. ATP binding cassette subfamily B member
1). Zlokalizowany jest na dtugim ramieniu 7 chromosomu w pozycji 21.12 (7q21.12) i posiada 28
eksonow (Ryc.3.). Pierwotnie wigzano go glownie z lekoopornoscig chorob nowotworowych, natomiast
w $wietle najnowszych badan wykazano, ze gen ten moze wpltywaé zarowno na zapadalno$¢ na rézne
choroby, jak tez na skuteczno$¢ ich leczenia. Szczegdlne miejsce zajmuje tu leczenie padaczki.
ABCB1/MDR1 jest genem wysoce polimorficznym, jak do tej pory wykryto ponad 100 polimorfizméw
pojedynczych nukleotydéw, SNP (ang. single nukleotide polymorphism), a do najczesciej wystgpujacych
w populacji kaukaskiej i azjatyckiej nalezg trzy SNP znajdujace si¢ w regionie kodujacym genu: C1236T
(ekson 12), C3435T (ekson 26) oraz G2677(A/T) (ekson 21) [41].

T3
Tah2

§

7ot
70152
T4
721
Tt
Tot
T3

Ryc.3. Lokalizacja genu ABCB1/MDR1 na dlugim ramieniu 7 chromosomu wedlug Genetics Home
Reference: http://ghr.nim.nih.gov/gene/ABCBL1.

1.6.2. Glikoproteina P

Produktem biatkowym genu ABCB1/MDR1 jest glikoproteina P (P-gp) nalezaca do rodziny
transporterow biatkowych ABC. Bialka te biorg udziat w przenoszeniu réznych czasteczek przez btony
cytoplazmatyczne z udziatem energii powstajacej podczas hydrolizy ATP [42], chronigc tym samym
organizm przed dzialaniem wielu ksenobiotykow. W warunkach fizjologicznych, wysoka ekspresje
glikoproteiny P-gp wykazano w nabtonku jelit, watroby, nerek, tozysku, w limfocytach oraz w barierze
krew-mozg; pozostate tkanki posiadaja bardzo niski jej poziom [43] (Ryc.4.). Z kolei w warunkach

patologicznych nadekspresje tej glikoproteiny zaobserwowano w barierze krew-moézg [44], w komoérkach
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nowotworowych [45] oraz ognisku padaczkorodnym u pacjentéw z padaczka lekooporna. Wydaje sig, ze

u chorych z padaczka moze t0 mie¢ zwigzek z mechanizmami lezgcymi u podtoza nieskutecznosci ich

: ‘2

UKLAD
POKARMOWY

leczenia [46].

LOZYSKO
WATROBA

Ryc.4. Narzady wykazujace wysoka ekspresje glikoproteiny P w warunkach fizjologicznych wedlug
Drug Interactions, S.Penzak, Online Presentation.

P-gp, bedac ATP-zaleznym transporterem ksenobiotykow, dziata jak ,,odkurzacz molekularny”.
Wyrzucajac swoje substraty do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, bierze udziat w absorpcji, dystrybucji,
metabolizmie 1 wydalaniu r6éznych lekow, w tym lekow przeciwnowotworowych, immunosupresyjnych,
kardiologicznych, przeciwdepresyjnych i LPP. Jak do tej pory wykazano, ze P-gp moze wptywaé na
przezblonowy transport nastgpujacych LPP: PHT, PB [47,48], GBP, LTG [49,50], LEV [48]. Nie
wykazano natomiast takiej zaleznosci dla VPA [51] oraz OXC [52], a odnosnie CBZ istniejg sprzeczne
doniesienia [48,52].

Co ciekawe, istnieja prace wskazujace, ze gen ABCB1/MDR1 moze modyfikowac proces

apoptozy [3] poprzez hamowanie przez P-gp, kaspazozaleznej drogi w komorkach nowotworowych [53].
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1.6.3. Polimorfizmy genu ABCB1/MDRL a zapadalno$¢ na choroby i skutecznos¢ leczenia

Z danych literaturowych wynika, ze polimorfizmy genu ABCB1/MDR1 mogg by¢ zwigzane
zarowno z zapadalnoscig na wiele chordb, w tym na nowotwory i padaczke, jak rowniez ze skuteczno$cia
ich leczenia. Jak do tej pory najwigcej badan dotyczyto analizy polimorfizmu C3435T genu
ABCB1/MDR1. Wykazano jego zwigzek ze wzrostem ryzyka zachorowania na wrzodzicjgce zapalenie
jelit [54], r6zne nowotwory [55]: biataczke [56], raka watrobowokomodrkowego [57] i raka prostaty [58],
a takze na padaczke [59]. Ponadto, wykazano jego wplyw na skuteczno$¢ dziatania wielu lekow m.in.
LPP [60], przeciwnowotworowych [61] oraz przeciwdepresyjnych [62].

Natomiast, polimorfizmy C1236T oraz G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1 sg mniej przebadane i
istnieje ograniczona liczba metaanaliz [41]. Wykazano jednak zwigzek polimorfizmu C1236T z
zachorowaniem na chorobg Parkinsona (chP) [63], colitis ulcerosa [64] oraz z leczeniem pacjentow

populacji azjatyckiej cierpiacych na kostniakomigsaka, badz raka piersi [65].

1.6.4. Polimorfizm ABCB1/MDR1 C1236T a padaczka

Dane literaturowe wskazuja na brak zwigzku polimorfizmu ABCB1/MDR1 C1236T ze
skuteczno$cig leczenia padaczki u chorych populacji chinskiej, zard6wno u dzieci [66], jak 1 u dorostych
[67]. Nie wykazano tez jego wpltywu na stezenie wybranych LPP, w tym: LTG w populacji chorwackiej
[49] oraz CBZ, VPA oraz PHT w populacji azjatyckiej [67,68,69].

1.6.5. Polimorfizm ABCB1/MDR1 C3435T a padaczka

Polimorfizm ABCB1/MDR1 C3435T zlokalizowany jest w eksonie 26. Wykazano, ze moze
zmienia¢ ekspresje genu ABCB1/MDR1 i wigza¢ si¢ ze zmniejszong aktywnos$cig P-gp w jelicie,
limfocytach oraz komorkach $roédbtonka kanalikow nerkowych [70,71]. Ponadto, wiadomo, ze osoby z
genotypem nieprawidtowym TT C3435T wykazuja obnizong ekspresj¢ jelitowej P-gp w poréwnaniu do
osobnikéw homozygotycznych z genotypem prawidtowym CC C3435T [72]. Jednoczes$nie wykazano, ze
obnizona ekspresja P-gp w jelicie moze by¢ zwigzana ze zmiang stezenia w osoczu niektorych LPP [73].

Istniejg doniesienia literaturowe dotyczace zwigzku polimorfizmu ABCB1/MDR1 C3435T z
lekoopornoscia padaczki podczas stosowania LPP. Wiekszo$¢ z przeprowadzonych dotad metaanaliz nie

wykazata pozytywnej korelacji pomigdzy polimorfizmem C3435T a rozwijaniem lekoopornosci w
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populacji azjatyckiej [2], w tym koreanskiej [75], tureckich dzieci [74], azjatyckiej i europejskiej [76,77].
Natomiast dwie metaanalizy wykazaty taka zalezno$¢ jedynie dla rasy kaukaskiej [1,2]. W metaanalizie
przeprowadzonej przez Li i wsp. [2015], wykazano istotnie mniejsze ryzyko rozwiniecia si¢ padaczki
lekoopornej u pacjentow rasy kaukaskiej posiadajgcych allel T C3435T.

Analizie poddano rowniez haplotypy genu ABCB1/MDR1 w populacji indyjskiej i azjatyckiej, nie
uzyskujac jednak istotnosci statystycznej [2]. W $wietle danych literatury wydaje si¢, ze niebywale
znaczenie dla farmakoterapii LPP moze mie¢ pochodzenie etniczne 0sob chorujacych na padaczke [78].

W Kkilku pracach wskazywano na wieksze ryzyko wystgpienia padaczki lekoopornej u pacjentow
posiadajgcych genotyp TT w poroéwnaniu do pacjentoéw z genotypem CC C3435T [79,80]. Zaleznos¢ ta
zostata potwierdzona w najnowszej metaanalizie opublikowanej w 2017 roku. W pracy tej zasugerowano,
ze wprowadzenie genetycznych badan przesiewowych w kierunku polimorfizmu ABCB1/MDR1 C3435T
moze by¢ pomocne w przewidywaniu skutecznosci leczenia pacjentow z padaczka [60].

Polimorfizm C3435T byt rowniez badany pod katem wzrostu ryzyka zachorowania na padaczke.
W przeciwienstwie do metaanalizy nie wykazujacej korelacji pomi¢dzy ABCB1/MDR1 C3435T i
predyspozycja do zachorowania na padaczke przeprowadzong przez Nurmohamed i wsp. [81], badanie
przeprowadzone przez Balan i wsp., wykazato, ze wariant genetyczny C3435T moze zwigkszy¢ ryzyko
zapadalnos$ci na padaczke, szczeg6lnie na padaczke skroniowg ze stwardnieniem hipokampa (MTLE-HS,
ang. mesial temporal lobe epilepsy with hippocampal sclerosis) w populacji potudniowo-indyjskiej z
Kerala [59].

W populacji polskiej jak do tej pory przeprowadzono jedynie badania dotyczace skutecznosci
leczenia LPP w zalezno$ci od posiadanych wariantow genetycznych genu ABCB1/MDRL u pacjentow
chorych na padaczke, zarowno u dzieci, jak i u osob dorostych. W populacji polskich dzieci nie
zaobserwowano jednak roznicy w czestosci wystgpowania genotypow oraz alleli pomigdzy pacjentami
chorymi na padaczke a grupa kontrolng [82]. Wykazano natomiast, ze allel C C3435T wystgpowat
czesciej u pacjentow z padaczka lekooporng w poréwnaniu z pacjentami z padaczka z dobrg kontrolg
napadow [73,82]. Ponadto, w badaniu Stasiotka i wsp. [2016], zaobserwowano, ze allel C moze
zwigkszaé ryzyko zachorowania na padaczke, natomiast allel T wydaje sie petni¢ funkcje ochronng przed
zachorowaniem na t¢ chorobe neurologiczng. Natomiast, we wczesniejszym badaniu w populacji polskich
dzieci 1 osob dorostych nie zaobserwowano zadnej korelacji omawianego polimorfizmu genu

ABCB1/MDR1 z padaczka lekooporng, nawet przy uwzglednieniu kilku definicji tego schorzenia [83].
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1.6.6. Polimorfizm ABCB1/MDR1 G2677(A/T) a padaczka

Dane literaturowe wskazuja na brak zwiazku polimorfizmu ABCB1/MDR1 G2677(A/T) z
lekoopornoscig padaczki w populacji tureckich dzieci [74] oraz w populacji iranskiej. Zaobserwowano
natomiast zwigzek pomigdzy genotypem homozygotycznym nieprawidlowym TT, a opornoscia na
leczenie CBZ u pacjentow z napadami o ogniskowym poczatku [84]. Co ciekawe, przeprowadzona
metaanaliza przez Yu i wsp., [85] wykazala, ze polimorfizm G2677(A/T) moze wigzaé si¢ ze wzrostem
ryzyka wystapienia padaczki lekoopornej u Azjatow, ale nie zaobserwowano takiej zaleznosci U rasy
kaukaskiej.

Uwaza si¢, ze badania dotyczace zalezno$Sci pomi¢dzy wariantami genetycznymi ABCB1/MDRL1 i
skuteczno$cig leczenia LPP powinny by¢ nadal prowadzone ze wzgledu na brak jednoznacznych
wynikéw oraz potencjalnie wazne znaczenie tego genu w poprawie skutecznosci leczenia padaczki.
Natomiast dalsze analizy powinny raczej uwzglednia¢ rozne definicje padaczki lekoopornej,
wystepowanie roznych zespoldw padaczkowych, roznorodnos¢ etniczng i bra¢ pod uwage stosowanie u
wielu pacjentéw leczenia politerapia. Wydaje si¢, ze wilasnie wymienione wyzej czynniki mogtyby

thumaczy¢ sprzecznos$ci uzyskiwane w dotychczasowych badaniach.

1.7. Apoptoza

Termin ,,apoptoza” pochodzi z greckiego stowa apoptosis i oznacza opadanie lisci lub ptatkow
kwiatow. Po raz pierwszy uzyto go w 1972 roku, w przetomowej pracy grupy naukowcoéOw Kerra, Wylie i
Currie [86]. Apoptoza to aktywny, fizjologiczny proces samobojczej, zaprogramowanej Smierci komorki
(PCD, ang. programmed cell death). W wyniku aktywacji kaspaz dochodzi do rozpadu komorki na tatwe
do fagocytozy ciatka apoptotyczne. PCD, petnigc kluczowa rol¢ w utrzymaniu homeostazy komorki,
odpowiada za eliminacj¢ uszkodzonych, zmutowanych badZ tez preneoplastycznych komoérek i ma
wielkie znaczenie w przebiegu embriogenezy, organogenezy czy tez inwolucji narzadéw. Zaburzenia W
przebiegu procesu apoptozy, (nadmierna badZz niewystarczajgca) lezg u podstaw chordb
neurodegeneracyjnych, autoimmunologicznych, nowotworowych, a takze sercowo- naczyniowych,
zakaznych i1 wielu innych [87]. Uwaza si¢, ze umiejgtna ingerencja w punkty kontrolne procesu apoptozy

mogtaby by¢ mechanizmem dziatania nowych terapii lekowych.
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1.7.1. Gtéwne drogi apoptozy

Apoptoza jako skomplikowany i wieloetapowy proces podlega wieloczynnikowej regulacii.
Przebiega w trzech fazach: inicjacji, indukcji oraz w fazie wykonawczej. W komorce dochodzi do
przemian morfologicznych, ktéore mozna zaobserwowaé w mikroskopie §wietlnym i elektronowym,
takich jak: zaokraglenie, zmniejszenie obj¢tosci komorki i jadra komoérkowego (piknoza), kondensacji
chromatyny, fragmentacji jadra (karioreksja), niewielkich zmian w zakresie organelli
cytoplazmatycznych, utrzymania ciggtosci btony komérkowej do koncowego stadium procesu i w koncu
do powstania ciatek apoptotycznych, ulegajacych fagocytozie [86,88]. Z fizjologicznego punktu widzenia
wazne jest, ze z umierajagcych komorek nie wydostaja si¢ enzymy proteolityczne, a co za tym idzie nie
dochodzi do destrukcji otaczajacych tkanek i nie wytwarza si¢ reakcja zapalna (martwica).

Do najlepiej opisanych szlakéw apoptozy zaliczamy szlak wewnetrzny (mitochondrialny) i
zewnetrzny (receptorowy), ale opisuje si¢ tez dodatkowe: pseudoreceptorowy, sfingomielinowo-

ceramidowy oraz szlak indukowany reakcja stresowg (Ryc.5.) [89].
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Ryc.5. Szlaki apoptozy; 1A — szlak zewnetrzny, 1B — szlak wewnetrzny, 1C — szlak
pseudoreceptorowy, 1D — szlak sfingomielinowo-ceramidowy, 1E — szlak indukowany stresem [89].

24



1.7.2. Szlak zewngtrzny apoptozy

Zewngtrzny szlak apoptozy aktywowany jest przez potaczenie liganda z tzw. receptorami $mierci,
nalezacymi do nadrodziny receptorow TNF (ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworow).
Sa one biatkami transblonowymi zawierajacymi cytoplazmatyczng 80-aminokwasowg domeng, zwang
domeng $mierci (DD, ang. death domain). Przykladami najczeSciej opisywanych ligandow i
korespondujacych z nimi receptorow sa: FasL/FasR (CD95/Apol), TNFa/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4, Apo2L/DR5 [90]. Przekazanie sygnatu $mierci odbywa si¢ przez utworzenie kompleksu
sygnalizujgcego apoptoze, tzw. DISC (ang. death-inducing sygnaling complex). DISC powstaje przez
przytaczenie C-koncowej domeny DD biatka adaptorowego (np. FADD badz TRADD) z domeng DD
receptora oraz N-koncowej domeny DED (ang. death effector domain) z prokaspazg-8 lub -10. W
nastepstwie tego potaczenia prokaspazy ulegajg proteolizie, a glowna kaspaza wykonawcza, kaspaza-3
podlega bezposredniej aktywacji [91]. Niektore komorki tzw. komorki typu 2 wytwarzaja zbyt matg ilo$é
kaspazy-8, a do apoptotycznej $mierci potrzebuja wzmocnienia sygnatu przez aktywacje¢ biatka Bid i
pobudzanie szlaku wewnetrznego apoptozy [92]. Aktywne biatko Bid, tzw. t-Bid (ang. truncated Bid)
wzmacnia aktywacj¢ innych biatek proapoptotycznych i uwalnianie mitochondrialnego cytochromu c
[93].

1.7.3. Szlak wewnetrzny apoptozy

Wewnetrzny szlak apoptozy zwany jest takze szlakiem mitochondrialnym. Uruchamiany jest w
wyniku pojawienia si¢ tzw. stresorow wewnatrzkomorkowych: uszkodzen DNA, stresu oksydacyjnego,
niedotlenienia, wzrostu poziomu jonoéw wapnia, promieniowania UV, a takze chemioterapeutykoéw
[94,95]. Czynniki te doprowadzaja do wzrostu przepuszczalno$ci zewnetrznej btony mitochondrialne;j
(MOMP, ang. mitochondrial outer membrane permeabilizatio) i nastgpczego uwolnienia do cytoplazmy
dwoch gtownych grup biatek proapoptotycznych. Grupe pierwsza stanowia: cytochrom ¢, Smac/Diablo
oraz proteaza serynowa HtrA2/Omi. Najwazniejszy z nich, cytochrom c tworzy duzy kompleks biatkowy
zwany apoptosomem, w sktad ktorego wchodza m.in. zwigzane Apaf-1 (czynnik 1 aktywujacy proteazy
apoptotyczne, ang. apoptotic protease activating factor-1) oraz prokaspaza-9. Prokaspaza-9 z kolei ulega
aktywacji do kaspazy-9, ktora to moze aktywowac kaspazy wykonawcze, a w szczegolnosci kaspaze-3.
Kaspazy doprowadzaja ostatecznie do proteolizy biatek, zmian morfologicznych komoérki i w efekcie
koncowym do jej $mierci. Z kolei czynniki Smac/Diablo oraz HtrA2/Omi posiadaja wilasciwosci
hamowania aktywno$ci inhibitorow apoptozy tzw. IAPs (ang. inhibitors of apoptotic proteases) [96,90].
Druga grupa uwolnionych biatek zawiera: AIF czyli czynnik aktywujgcy apoptoze (ang. apoptosis
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inducing factor), endonukleazg G oraz CAD- deoxyrybonukleaze aktywujaca kaspazg¢ (ang. caspase-
activated deoxyribonuclease). Biatka AIF oraz endonukleaza G wzbudzaja proces apoptozy na drodze

niezaleznej od kaspaz. Szlak ten posiada niektore cechy typowej apoptozy, ale jest znacznie dtuzszy [91].

1.7.4. Inne szlaki apoptozy

Szlak pseudoreceptorowy (szlak perforyny/granzyméw) jest zwigzany z cytotoksycznymi
limfocytami T oraz komorkami NK. Perforyna tworzy kanaly w blonie docelowej komorki, gdzie
wpuszczane sg granzym A lub B. Granzym B, podobnie jak szlaki wewnetrzny i zewnetrzny apoptozy
zwigzany jest z aktywacjg kaspazy-3, natomiast granzym A wzbudza droge niezalezng od kaspaz [97,98].

Szlak sfingomielinowo-ceramidowy natomiast indukowany jest aktywacja kwasnej lub oboje¢tne;j
sfingomielinazy i prowadzi do wzrostu poziomu ceramidu w komérce. Ceramid w tym procesie petni rolg
lipidowego przekaznika $mierci [89,99].

Z kolei szlak indukowany stresem wzbudzany jest z udziatlem siateczki wewnatrzplazmatycznej,

bedacej centrum regulacji $mierci komorki oraz kaspazy-12 [89,95,100].

1.7.5. Rola kaspaz w procesie apoptozy

Kluczowymi enzymami apoptozy sg kaspazy, proteazy cysteinowe, ktore wystepujg w komorkach
w formie nieczynnych zymogenoéw czyli prokaspaz. Wyrézniamy kaspazy indukujgce proces apoptozy:
kaspaza-2,-8,-9,-10; wykonawcze (efektorowe): kaspaza-3,-6,-7 oraz zapalne (kaspaza-1,-4,-5,-11,-12,-
13,-14). Enzymy te zbudowane sg z trzech podjednostek, polaczonych tzw. tacznikiem, w obrebie ktérego
dochodzi do proteolizy, oligomeryzacji i aktywacji [101]. Uwaza si¢ ponadto, ze kaspazy stanowig

molekularny przetacznik pomiedzy apoptoza i autofagia [102].

1.7.6. Rola biatek rodziny Bcl-2 w procesie apoptozy

Rodzina biatek Bcl-2 zaangazowana jest w regulacje wewnetrznego szlaku apoptozy poprzez
sprawowanie kontroli nad przepuszczalnoscig tzw. poryn mitochondrialnych i zawiera zardwno inhibitory
jak i promotory kontrolowanej genetycznie $mierci komorki. Nazwa pochodzi od linii komoérkowej, z
ktorej po raz pierwszy wyizolowano te czynniki (ang. B cell leukemia/ lymphoma-2). Jak dotad
zidentyfikowano okoto 25 biatek, a wérdd nich do proapoptycznych naleza m.in.: Bax, Bak, Bid, Bim,
Bik, BIk; a antyapoptycznych: Bcl-2, Bax-XL, Bax-X, Bcl-XS, Bcl-w. Pierwsze zlokalizowane sg zwykle

w cytozolu, a drugie na btonie zewnetrznej mitochondrium. Rownowaga pomig¢dzy biatkami pro- i
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antyapoptotycznymi odpowiada za podatno$¢ komorki na przezycie, badz tez na wejscie na drogg
apoptozy [103]. Biatka z rodziny Bcl-2 charakteryzuja si¢ posiadaniem co najmniej jednego z czterech
wspolnych regionow, tzw. domen homologii BH: BH1, BH2, BH3, BH4. Charakterystyczne dla biatek
antyapoptotycznych jest posiadanie wszystkich 4 domen, natomiast wsrod biatek promujacych apoptoze
istniejg posiadajace kilka domen Bax i Bak oraz tylko domen¢ BH3 (ang. BH3 only proteins): Bik, Bad,
Bid, Bim, Noxa, Puma [104]. Wzbudzajg one proces apoptozy albo przez bezposredniag aktywacje biatek
z grupy Bax, albo inaktywujac biatka antyapoptotyczne [105].

1.7.7. Rola biatka p53 w procesie apoptozy

Biatko p53 kodowane jest przez gen TP53, zlokalizowany na chromosomie 17p13.1. Pelni on
nadrzgdna role w regulacji procesu apoptozy wyzwalanego zniszczeniem DNA [106]. Gen TP53 jest
takze jednym z najbardziej znanych gendw supresorowych nowotwordw [87] i1 jednoczesnie lezy u
podstawy rozwoju wielu nowotworéw ludzkich (wigcej niz 50% przypadkow) [107]. Badania nad
mozliwoscig farmakologicznego przywrdcenia prawidtowej funkcji biatka pS3 wydaja si¢ by¢ obiecujaca
terapig przeciwnowotworowa [108].

W warunkach fizjologicznych biatko p53 wystepuje w formie nieaktywnej, ,,zdrowej”, a jego
poziom w komorce jest niski, badz tez niewykrywalny. Szeroko pojety ,,stres komorkowy” zwigzany np.
z uszkodzeniem DNA, niedotlenieniem, aktywacja onkogenéw wywoluje jego wzbudzenie przez
oligomeryzacje, fosforylacje, acetylacj¢ i doprowadza do wzrostu jego poziomu w komorce [109]. W
zalezno$ci od stopnia uszkodzenia DNA, biatko p53 moze wyzwala¢ jeden z trzech procesow:

a) zahamowac cykl komorkowy w jednym z dwoch punktéw kontrolnych G1/S lub G2/M 1 prowadzi¢ do
ewentualnej naprawy DNA przy udziale enzymow naprawczych,
b) uruchomi¢ proces apoptozy,

c) a w przypadku uszkodzenia telomerow, doprowadzi¢ do wejscia komorki na droge starzenia [110].
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Ryc.6. Podwdjna rola bialka pS3 w indukowaniu apoptozy w zaleznosci od kompartmentu
komoérkowego wedlug [111].

Wykazano, ze biatko p53 w zalezno$ci od kompartmentu komorkowego moze aktywowaé
wewngtrzny szlak apoptozy w dwojaki sposob. Oddziatywanie pomigdzy biatkiem p53 i koaktywatorem
transkrypcji CBP/p300 w jadrze komorkowym prowadzi do transaktywacji biatek proapoptotycznych,
takich jak: Bax, Noxa, Puma i wzbudzania apoptozy zaleznej od transkrypcji [111]. Proces ten podlega
regulacji przez bialkowy produkt genu MDM2, posiadajacy zdolno$¢ hamowania dziatania p53 na
zasadzie sprzezenia zwrotnego [112]. Z kolei w mitochondriach, biatko p53 moze tez wyzwala¢ apoptoze
niezalezng od trakskrypcji, wiazac biatka antyapoptotyczne: Bcl-2, Bcl-Xl1 i uwalniajac z komplekséw
proapoptotyczne Bak/Bax. Prowadzi to do wzrostu przepuszczalnosci btony mitochondrialnej i
uwalniania cytochromu ¢ (Ryc.6.) [111]. Biatko p53 moze réwniez uruchamiaé szlak zewnegtrzny
apoptozy, wpltywajac na przemieszczanie receptorow $mierci na powierzchni¢ komorki.

Dane literaturowe wskazujg rowniez na udziat biatka p53 w procesie autofagii (PCD 2).
Wykazano, ze w zalezno$ci od lokalizacji oraz od poziomu stresu komorkowego, p5S3 moze by¢ zarowno
aktywatorem, badz tez inhibitorem tego procesu. Uwaza si¢, ze p53 w jadrze komorkowym, bedac
czynnikiem transkrypcyjnym moduluje wiele regulatorow autofagii. Natomiast w cytozolu hamuje proces

autofagii w komorkach nie narazonych na stres oksydacyjny [113].
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1.7.8. Homocysteina jako czynnik apoptotyczny

Homocysteina (Hcy) obok cysteiny i metionimy (Met) nalezy do aminokwaséw siarkowych i
powstaje we wszystkich komoérkach organizmu z Met. Met z kolei organizm otrzymuje zaro6wno w
produktach pochodzenia zwierzecego, jak i roslinnego. Metabolizm Hcy moze przebiega¢ w dwodch
szlakach: remetylacji i transsulfuracji z udziatem nastepujacych kofaktorow: kwasu foliowego (FA),
witaminy B6 i B12 (Ryc.7.). Z kolei hiperhomocysteinemia (hHcy), czyli podwyzszony poziom
osoczowej Hcy (powyzej 16 uM) uwazany jest za czynnik ryzyka wielu choréb, w tym chordb
naczyniowych, neurozwyrodnieniowych, nowotworowych oraz wad cewy nerwowej. Do powstania hHcy
moga przyczyniaé si¢ zarOwno czynniki genetyczne, jak i srodowiskowe. Wykazano, ze za genetyczng
predyspozycje do podwyzszonego poziomu Hcy odpowiadaja mutacje i polimorfizmy w genach
zaangazowanych w jej metabolizm m.in.: B-Syntazy cystationinowej, CBS (ang. cystathionine beta-
synthase), reduktazy metylenotetrahydrofolianowej, MTHFR (ang. methylenetetrahydrofolate reductase)
oraz  metylotransferazy homocysteinowej, MTR (ang. 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase). Natomiast do wtornych, nabytych przyczyn hHcy zaliczamy: diete (i zwigzane z nig
niedobory witamin FA, B6, B12), styl zycia (palenie papieroséw, spozywanie w nadmiarze alkoholu i
kawy), choroby przewlekle (niewydolno$¢ nerek i watroby), a takze stosowanie lekéw, w tym gltownie

LPP i L-dopy [87].
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Ryc.7. Gléwne kierunki przemiany homocysteiny wedlug [87].

Badania przeprowadzone w wielu osrodkach na $wiecie wskazuja, ze przewlekle stosowanie LPP

moze prowadzi¢ do wzrostu stgzenia 0S0czowej Hcy, a proces ten prawdopodobnie dotyczy nawet 10-
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40% pacjentow chorych na padaczke pobierajacych LPP [114,34]. Za przyczyng generowania Hcy u
pacjentéw stosujacych LPP uznaje si¢ m.in. zaburzenie jelitowego wchianiania kofaktorow jej remetylacji
oraz transsulfuracji (FA, witaminy B6 1 B12), jak tez pobudzanie enzymow watrobowych warunkujacych
ich poziom. Uwaza si¢ ponadto, ze duze znaczenie ma roOwniez czas trwania leczenia, stosowana dieta,
predyspozycje genetyczne i wiek pacjentéw [87]. Co wigcej, proces ten w duzej mierze moze zaleze¢ od
rodzaju stosowanej terapii, gdyz wykazano, ze niektore LPP, a zwlaszcza LPP NG, takie jak: LTG i LEV
nie powoduja wzrostu poziomu osoczowej Hcy i nie zmniejszajg przy tym stezen witaminy B12 i FA, w
odréznieniu od LPP SG [34,115,116].

Z danych literatury wynika, ze podwyzszony poziom Hcy moze wzbudzaé apoptoz¢ w wielu
liniach komérkowych [5,6]. Uwaza si¢, ze kluczowym elementem w tym procesie moze by¢ generowanie
wolnych rodnikéw (ROS, ang. reactive oxygen species). Przykladowo, w badaniach na komorkach
neuroblastoma, egzogennie podana Hcy stymulowata enzym oksydaze NADPH, co prowadzito do
wzrostu poziomu anionu ponadtlenkowego (O,"), a w efekcie koncowym do apoptozy [117]. Co wiecej,
wlasciwos$ci proapoptotyczne Hey thumaczy si¢ w oparciu o zjawisko ekscytotoksycznos$ci i pobudzenie
receptorow NMDA, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu poziomu jonéw wapnia, generowania ROS
i wzbudzania apoptozy [118].

Innym potencjalnym mechanizmem wzbudzenia apoptozy przez Hcy jest jej wptyw na szlak kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinases). Wykazano, ze gldwna rolg
w tym procesie petni biatko p38 MAPK. W badaniach in vitro przeprowadzonych przez Wang i wsp.
[2012a] na kardiomiocytach zaobserwowano, ze indukcja apoptozy zwigzana byta z aktywacja biatka p38
MAPK i generowaniem ROS, jak rowniez obnizeniem poziomu bialek antyoksydacyjnych, takich jak
tioredoksyna (TRX). Natomiast dodanie do hodowli komoérkowych inhibitora p38 MAPK zapobiegato
temu procesowi. Warto zaznaczy¢, ze W tym modelu do§wiadczalnym dochodzito réwniez do zmiany
potencjatu btonowego mitochondrium, a wigc prawdopodobnie do stymulacji drogi wewnatrznej
apoptozy [119]. Z kolei w badaniu przeprowadzonym na szczurzych kardiomiocytach z udziatem Hcy,
potwierdzono réwniez udzial innych kinaz MAPK w indukowaniu apoptozy, takich jak: ERK i JNK
[120]. Co wigcej, uwaza sig, ze asymetryczna dimetyloarginina (ADMA), ktora jest czynnikiem ryzyka
chorob sercowo-naczyniowych, moze takze mie¢ udzial w apoptozie indukowanej z udziatem Hcy. W
badaniach przeprowadzonych w komorkach migéni gtadkich naczyn wykazano, ze Hcy prowadzita do
wewnatrzkomorkowego generowania ROS i aktywacji szlakow JNK/p38 MAPK [121].

W proces apoptozy z udziatem Hcy prawdopodobnie zaangazowany jest rowniez jadrowy czynnik
transkrypcyjny, NF-xB, ktory bierze udzial w procesach zapalnych oraz immunologicznych.
Przyktadowo, w badaniach na komodrkach neuroblastoma, aktywacja NF-kB byla zwigzana ze wzrostem
poziomu czynnikéw apoptotycznych, takich jak: Bax, kaspazy-3 i biatka p53 [122]. Podobng zaleznos¢

zaobserwowano w ludzkich komorkach szpiku kostnego, gdzie apoptoza indukowana z udziatem Hcy
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miata zwigzek z aktywacja NF-kB i wzbudzaniem szlaku apoptozy zwigzanego z generowaniem ROS
[123]. Inne prace wskazujg jednak, ze czynnik NF-xB moze mie¢ wlasciwosci neuroprotekcyjne, a
obnizenie jego poziomu moze prowadzi¢ do neurodegeneracji [124].

Innym czynnikiem biorgcym udziat w pracesie apoptozy z udziatem Hcy jest biatko 14-3-3e.
Wang i wsp. [2012b] wykazali, ze indukowana przez Hcy apoptoza w szczurzych neuronach hipokampa
byla zwiazana ze zmniejszonym stezeniem tego biatka i jednoczesng stymulacja kalcyneuryny[125].

Co ciekawe, istnieja rowniez doniesienia wskazujace na mozliwos¢ aktywacji przez Hey szlaku
apoptozy zwigzanego z siateczkg wewnatrzplazmatyczng. Potwierdzaja to badania przeprowadzone na
ptytkach krwi pacjentow z cukrzyca [126], jak réwniez W komoérkach osteoblastow. Wykazano, ze
sposrod wszystkich przebadanych komorek najbardziej podatne na apoptoze indukowang przez Hcy sa
osteoblasty [127].

Interesujace, W odniesieniu do farmakoterapii pacjentow, wydaja si¢ by¢ dane wskazujace, ze
statyny mogg hamowac proces apoptozy z udziatem Hcy. W progenitorowych komoérkach endotelialnych
atorwastatyna znosita proapoptotyczne dziatanie Hcy przez zmniejszenie stresu oksydacyjnego i
hamowanie szlaku p38MAPK/kaspaza-3 [128]. Simwastatyna z kolei, w ludzkich komérkach $rodbtonka
zyty pepowinowej (HUVECs, ang. human umbilical vein endothelial cells) prowadzita do wzrostu
stezenia C-IAP1 i c-1AP2 i przez to hamowata apoptoze indukowang przez Hcy [129]. Gtowne szlaki
wzbudzania apoptozy przez Hcy przedstawiono na ponizszym schemacie (Ryc.8.).
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Ryc.8. Glowne drogi wzbudzania apoptozy z udzialem homocysteiny, 111-wzrost, | | |- spadek stezenia.
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1.7.9. Padaczka a proces apoptozy

Badania do$wiadczalne oraz neurobrazowe pokazuja, ze nawracajace napady padaczkowe oraz
rozwinigty stan padaczkowy powoduja generowanie stresu oksydacyjnego w neuronach, co moze
prowadzi¢ do ich $mierci w r6znych mechanizmach [130]. Uwaza si¢, ze do $mierci neuronéw moze
dochodzi¢ w drodze martwicy, apoptozy, badz tez uruchamiania zjawiska ekscytotoksycznosci [131].
Procesy te najczesciej dotycza neurondw hipokampa, ale rowniez uktadu limbicznego, mézdzku oraz
kory mézgowej [132,133]. Wykazano ponadto, ze proces utraty komorek nerwowych moze mie¢ wptyw
na epileptogeneze¢ i wigza¢ si¢ z rozwojem okreslonego typu padaczki, jak rowniez prowadzi¢ do
zaburzen funkcji poznawczych. Z danych pismiennictwa wynika, ze w przypadku apoptozy komorek
nerwowych, u chorych na padaczke aktywacji moze ulega¢ zaréwno jej szlak wewnetrzny, jak i
zewngtrzny [134].

Z kolei inne badania wykazaty, ze u chorych na padaczke apoptozie moga podlegaé nie tylko
komorki nerwowe, ale tez komorki pecherzykow phlucnych. Zjawisko to obserwowano u tych oséb, u

ktorych rozwinat si¢ neurogenny obrzek ptuc [135].

1.7.10. Leki przeciwpadaczkowe a proces apoptozy

W wielu badaniach na liniach komérkowych oraz na modelach zwierzecych wykazano, ze LPP w
zalezno$ci od ich rodzaju moga modulowac proces apoptozy.

Dane dotyczace zwigzku VPA z procesem apoptozy sa sprzeczne. Wykazano, ze VPA moze
indukowac apoptoze w wielu liniach komoérek nowotworowych, wykazujac potencjalne wiasciwosci leku
przeciwnowotworowego, np. w komorkach: raka tarczycy [4], przewleklej biataczki limfatycznej [136],
raka watrobowokomorkowego [137], raka zotadka [138], raka prostaty [139], glejaka [140,141], raka ptuc
[142], a takze w badaniach in vitro i in vivo na embrionalnych komoérkach mysich [143]. Co ciekawe, w
badaniach Zhao i wsp. [2011] wykazano, ze VPA uaktywnia gléwnie szlak wewngtrzny apoptozy, ale
réwniez zewnetrzny moze ulec wzbudzeniu [144]. Ponadto, uwaza si¢, ze za wystepowanie deficytow
poznawczych u dzieci matek stosujacych w ciazy VPA, odpowiada wzbudzona apoptoza neuronow i
nieprawidlowa synaptogeneza rozwijajacego si¢ mozgu [145]. Z drugiej strony istnieje szereg prac
wskazujacych na mozliwy antyapoptotyczny wptyw VPA na komoérki nerwowe, wskazujac na jego
mozliwe wlasciwosci neuroprotekcyjne, a wiec potencjalng szanse terapii chordb neurodegeneracyjnych.
Przyktadowo, w zwierzecym modelu udaru niedokrwiennego moézgu, stosowanie VPA prowadzito do

zmniejszenia obszaru niedokrwienia oraz deficytu neurologicznego [146], a w niedokrwionych

32



komorkach siatkowki hamowatl on szlak wewngtrzny apoptozy [147]. W $wietle danych literatury inne
LPP SG (CBZ, PHE) wykazuja dziatanie proapoptotyczne [148,149,150]. Natomiast wsrod
analizowanych LPP NG, OXC wykazywala zaréwno dzialanie pro-, jak i antyapoptotyczne
[151,152,153]; TPM, PGB i ZNS gléwnie antyapoptotyczne oraz neuroprotekcyjne
[154,155,156,157,158]. VGB z kolei nasilata apoptoze komoérek [159,160], a z kolei LEV i LTG w
wigkszosci przeprowadzonych badan przeciwdziataly apoptozie. LEV nie powodowatl apoptozy ludzkich
komorek kosmowczaka (choriocarcinoma) [161] oraz neuronéw noworodkow szczurzych [162].
Natomiast w zwierzecym modelu chP wykazano neuroprotekcyjne dziatanie LTG na komorki
dopaminergiczne, a w badaniach na szczurzych neuronach hipokampa i kory przedczotowej ostabiata ona
proapoptotyczne dziatanie kwasu kainowego i metamfetaminy [163]. W $wietle powyzszych badan
zasadne wydaje si¢ wigc stosowanie wilasnie LTG i LEV u kobiet w cigzy oraz w okresie
prekoncepcyjnym. Wptyw LPP na proces apoptozy przedstawiono na schemacie (Ryc.9.).

Jednak zgodnie z wiedza autorki, jak dotychczas nie przeprowadzono badan dotyczacych wplywu
LPP na proces apoptozy u pacjentow chorych na padaczke pobierajacych te leki.

Uwaza sig, ze pro- badz antyapoptotyczny potencjal LPP zalezy od rodzaju komérek poddanych
ich dzialaniu, a w przyszto$ci wiasciwos¢ ta moglaby by¢ wykorzystywana zarowno w terapii chordb

nowotworowych, jak i neurodegeneracyjnych oraz niedokrwiennych moézgowia. Wymaga to jednak

pogtebionych badan.
CBz
VGB
VPA |
oXC | Apoptoza W -

Ryc.9. Wplyw wybranych LPP na proces apoptozy.
Strzalka zielona— pobudzanie, strzatka czerwona- hamowanie procesu. VPA- kwas walproinowy, OXC-
oxkarbazepina, CBZ- karbamazepina, LEV- levetiracetam, LTG- lamotrygina, TPM- topiramat, PGB- pregabalina,
ZNS- zonisamid.
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1.8. Autofagia

Autofagia jest wysoce konserwatywnym procesem recyklingu komoérkowego u Eucaryota, ktory
aktywowany jest czynnikami stresowymi. Degradacji ulegajg niepotrzebne, badz nieprawidlowe biatka
cytoplazmatyczne, jak tez moze dochodzi¢ do usuwania catych organelli. W rezultacie uwalnianiu ulegajg
aminokwasy, kwasy tluszczowe oraz nukleotydy i zachodzi synteza ATP. W przypadku niedoboru
sktadnikow odzywczych, autofagia moze stanowié strategi¢ przetrwania komorki, ale gdy wystepuje
nadmiernie, moze prowadzi¢ do jej Smierci. Stad zwana jest takze typem 2 PCD [164,165,166]. Podobnie
do apoptozy, autofagia bierze udziat w utrzymaniu homeostazy organizmu poprzez wptyw na metabolizm
komoérkowy, a nieprawidlowy proces autofagii moze przyczyniaé si¢ do rozwoju nowotworow, chordb
neurodegeneracyjnych oraz do starzenia sig.

W komorkach ssakéw wyrdzniamy 3 typy autofagii, r6znigce si¢ miedzy soba sposobem regulacji
oraz przemieszczania substratow do lizosoméw: makroautofagie, mikroautofagie oraz autofagie zwigzana
z bialkami opiekunczymi (ang. chaperone- mediated autophagy) [166]. Makroautofagia jest najlepiej
poznana, a proces ten prowadzi do powstawania autofagosomu, jego fuzji z lizosomem oraz nastgpcze]
degradacji i trawieniu [167].

Zwiazek szlakéw apoptozy i1 autofagii wydaje si¢ by¢ bardzo skomplikowany i nie jest do konca
poznany, ale uwaza si¢, ze oba procesy moga by¢ indukowane przez podobne czynniki, moga
wspotdzieli¢ mechanizmy regulacji, a co wigcej, moga modulowaé wzajemna aktywnos¢. W okreslonych
warunkach autofagia moze stanowi¢ szlak przetrwania komorki hamujac apoptoze, w innych moze sama
prowadzi¢ do $mierci albo wspoéldziatajac z apoptoza, przez udziat w okreslonych zmianach
morfologicznych i komorkowych, badZ tez na drodze niezaleznej, gdy apoptoza jest wadliwa [168].
Przyktadowo, aktywne kaspazy poza prowadzeniem do $mierci komoérki na drodze apoptozy, moga
jednoczesnie hamowac apoptoze typu 2 przez degradacje biatek zaangazowanych w jej proces, takich jak:
Beklina-1, Atg5 (ang. authophagy protein 5) i Atg7 (ang. authophagy protein 7), badz tez przez
przeksztatcanie biatek proautofagowych w proapoptotyczne [102]. Co ciekawe, w regulacje autofagii
zaangazowane jest tez kluczowe dla apoptozy biatko p53, ktore wraz z biatkiem ARF w sytuacji stresu

komorkowego pozytywnie reguluje autofagie, a negatywnie, gdy tego stresu brak [169].
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Ryec.10. Przykladowe szlaki wzajemnego oddzialywania apoptozy i autofagii. Zmodyfikowano
wedlug [168].

1.8.1. LPP a proces autofagii

W kilku badaniach wykazano, ze niektore LPP, takie jak: VPA, CBZ oraz LTG moga wzmagac
proces autofagii. VPA indukowat autofagic w modelu zwierzecym nefropatii cukrzycowej, zmniejszajac
uszkodzenia podocytéw i komoérek nerkowych [170]. Natomiast w modelu zwierzecym stwardnienia
zanikowego  bocznego, najprawdopodobniej hamowal  apoptoze¢ zwigzang z  siateczka
wewnatrzplazmatyczng [171]. Z kolei CBZ wzmagata autofagi¢ neuronéw w modelu choroby
Alzheimera (chA) i w komoérkach watroby z choroba spichrzeniowa [172,173], a LTG wzbudzata
autofagi¢ przez hamowanie szlaku sygnalizacji mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase) i
aktywacje szlaku CREB (ang. cAMP response element-binding protein) [174]. Powyzsze badania
dowodza, ze LPP uruchamiajac procesy autofagii, moga prowadzi¢ do eliminacji ztogéw niepozadanych
biatek, a przez to do ograniczenia liczby eliminowanych komoérek na drodze apoptozy. Moze stanowié to

interesujgcy kierunek badan poszukiwania lekow na choroby neurodegeneracyjne [171,172].
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2.  Cel pracy

Celem pracy byla analiza czgsto$ci wystepowania polimorfizméw C1236T, C3435T oraz
G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1 u pacjentdéw z padaczkg o nieznanej etiologii leczonych LPP, jak
rébwniez U chorych z ta choroba neurologiczng przed wiaczeniem terapii LPP oraz u kontrolnych
ochotnikow w populacji polskiej. U tych osoéb analizie poddano rowniez stezenie osoczowych biotioli:
homocysteiny (Hcy) i metioniny (Met) oraz poziom komorek z aktywnymi kaspazami.

Celem pracy byla takze analiza korelacji pomi¢dzy uzyskanymi wynikami badan genetycznych i

biochemicznych u chorych z padaczka i u 0s6b kontrolnych.
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3. Material i metody

3.1. Materiat

3.1.1. Grupy badane

Grupe chorych z rozpoznang padaczka o nieznanej etiologii (dawniej z padaczka kryptogenng)
stanowito 85 0sob w wieku 18-69 lat (Srednia wieku 35,8+ 13,0), w tym 38 kobiet w wieku 18-66 lat oraz
47 me¢zczyzn w wieku od 18-69 lat. Chorzy z padaczkg byli hospitalizowani w Klinice Neurologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu lub leczeni w Przyklinicznej Poradni Neurologicznej w latach
2011-2016. Szczegotowe kryteria wigczenia oraz wylaczenia z badan zostaty przedstawione w tabeli 4.

Wsrod badanych chorych z padaczka, 11 osob: 4 kobiety i 7 mezczyzn w wieku od 18 do 65 lat
(Srednia wieku 33,5+ 15,2 lat) oczekiwato na wiaczenie leczenia z powodu nowo zdiagnozowanej
choroby, natomiast 74 pacjentow: 36 kobiet i 38 mezczyzn w wieku od 18 do 69 lat (Srednia wieku 36,1+
12,7) otrzymywato leczenie roznymi LPP. W grupie chorych z padaczka leczonych LPP 37 oséb, co
stanowilo 50% pacjentow otrzymywato politerapi¢ i tyle samo leczonych bylo jednym LPP. Wsrod
chorych stosujacych monoterapi¢ najwigcej osob bylo leczonych VPA (17 oséb tj. 46%), 9 osob czyli
24% otrzymywato CBZ, 1 osoba tj. 3% pobierata PHE, a 10 chorych czyli 27% LPP NG (LTG, OXC,
TPM lub LEV). Z kolei w$rod osob stosujacych politerapie 89% chorych otrzymywato kombinacje LPP
NG i LPP SG, natomiast 11% LPP NG. W grupie chorych leczonych LPP, 36% badanych przyjmowato
LPP przez okres krotszy niz 5 lat, natomiast 64% bylo leczonych dtuzej niz 5 lat.

Wsrdd oséb z padaczka leczonych LPP, chorzy z napadami ogniskowymi stanowili 46% osob, a z
napadami uogdlnionymi 54%. Natomiast wsrod chorych z padaczka przed wlaczeniem leczenia 44%
miato napady ogniskowe, a 56% uogdlnione.

U chorych przyjmujacych VPA 1/lub CBZ $rednie st¢zenia lekéw utrzymywaly si¢ w granicach

warto$ci referencyjnych.
Grupe kontrolnych ochotnikoéw stanowito 84 osoby: 42 kobiety i 42 mezczyzn w wieku od 21 do

66 lat ($rednia wieku 33,8+ 10,6). Kryteria wiaczenia oraz wylgczenia osob kontronych z badan zostaty

przedstawione w tabeli 4.
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3.1.2. Kryteria witaczenia do badan

Szczegolowe kryteria wiaczenia i wytaczenia do badan zostaty przedstawione w tabeli 4 (Tab.4.).

Tab.4. Szczegolowe kryteria wlaczenia oraz wylaczenia z badan w grupie badanej i kontrolnej

Grupa badana

Grupa kontrolna

Kryteria wlaczenia

Pisemna zgoda pacjenta
Rozpoznanie padaczki o nieznanej
przyczynie (dawniej padaczki
kryptogennej) zgodnie z
wytycznymi

Rozpoznanie padaczki z napadami
ogniskowymi badZ uogoélnionymi
Uzyskanie odpowiedniej ilo$ci oraz
jakos$ci materiatu do badan
genetycznych oraz biochemicznych
Wykluczenie innych choréb
neurologicznych, cech otepienia,
choroéb nerek, choréb watroby
Poziom leukocytow w granicach
warto$ci referencyjnych

Brak pobierania witamin z grupy B

oraz kwasu foliowego

Pisemna zgoda pacjenta

Uzyskanie odpowiedniej ilosci
materiatu do badan genetycznych
oraz biochemicznych

Wykluczenie chordb
neurologicznych, cech otgpienia,
chorob nerek, chordb watroby
Poziom leukocytow w granicach
wartoéci referencyjnych

Brak pobierania witamin z grupy B

oraz kwasu foliowego

Kryteria wylaczenia

Brak pisemnej zgody
Nieodpowiednia ilos¢ i/lub jakos¢
materiatu do badan

Rozpoznanie padaczki o etiologii
genetycznej badz
strukturalnej/metabolicznej
Rozpoznanie padaczki z napadami
0 nieznanym poczatku
Rozpoznanie innych chorob
neurologicznych, cech otgpienia,
choréb watroby, nerek
Stwierdzenie nieprawidtowego
poziomu leukocytow w krwi
Przyjmowanie preparatow

witaminy B lub kw. foliowego

Brak pisemnej zgody
Nieodpowiednia ilos¢ i/lub jakos¢
materiatu do badan

Rozpoznanie choroby
neurologicznej, cech otepienia,
choroby nerek, watroby
Stwierdzenie nieprawidlowego
poziomu leukocytow w krwi
Przyjmowanie preparatdéw witaminy

B lub kw. foliowego
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Rodzaj padaczki weryfikowano w oparciu o kryteria i terminologi¢ rekomendowang przez ILAE
opracowang W 2010 roku [13].
Badanie odbyto si¢ za zgoda Lokalnej Komisji Bioetycznej (uchwata nr146/15).

3.2. Metody

3.2.1. Przygotowanie krwi do badan

Od o0s6b z grupy kontrolnej i chorych z padaczka pobierano ok. 8-10 ml krwi na wersenian potasu
(EDTA). Pobrang krew pelna oddzielano do badah genetycznych i biochemicznych. Do badan
genetycznych pobrang krew zamrazano W temperaturze -80°C i przechowywano w tych warunkach do
czasu izolacji DNA. W celu uzyskania osocza krew wirowano przez 10 min. przy 3000 g i zamrazano W
temp. -80°C do dalszej analizy. Jednoczesnie w celu oceny poziomu komorek w apoptozie od oséb z
grupy kontrolnej i chorych z padaczka pobrano ok. 2 ml krwi na heparyne. Probke przechowywano w

ciemnym miejscu do czasu analizy.

3.2.2. Odczynniki chemiczne

e Inhibitor FAM-VAD-FMK (Immunochemistry Technologies LLC, Bloomington, MN USA)
e Jodek propidyny

e Bufor zawierajacy chlorek amonu (NH4CI)

e Agaroza (Prona)

e Barwnik fluorescencyjny do zeli agarozowych- Simply Safe (EURX)

Bufor obcigzajacy (Novazym)

Bufor TBE 10x st¢zony

Tris pH 8,3- 108 g

Kwas borowy- 55 g

0,5 M Na;EDTA pH 8,0-40 mi
dNTP MIX (Novazym)

ASEENERN

e enzymy restrykcyjne- Sau3Al, Haelll (Thermo Scientific)

e HiFi Taqg Polimeraza DNA (Novazym)

¢ Kit do izolacji DNA- Genomic Micro AX Blood Gravity (A&A Biotechnology)

e Kitdo reakcji HRM Real-Time PCR- SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad)
e Marker wielkosci DNA- Nova 100 bp DNA ladder (Novazym)
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¢ Oligonukleotydy (Oligo, Pracownia Sekwencjonowania DNA IBB PAN)

e Standardy do analizy HPLC: Hcy (Fluka, Niemcy); Met (Sigma, USA)

e TCEP (Tris-(2- cerboxylethyl)-phosphin-hydrochlorid, Applichem, Niemcy)

e Kolumna chromatograficzna, Thermo Hypersil BDS C18 (250 mm x 4,6 mm x 5um, Niemcy)
e 0,15 M bufor fosforanowy o pH 2,9 (Sigma)

e Acetonitryl (Sigma).

3.2.3. Aparatura laboratoryjna

e Zestaw HPLC- pompa P580A (Dionex, Germany) polaczona z detektorem elektrochemicznym
(CoulArray 5600, ESA, USA)

e Mieszadlo magnetyczne

e Cytometr Partec CyFlow® Space (Sysmex Partec GmbH)

e Termocykler CFX Connect Bio-Rad (USA)

e Termocykler MJ Mini Bio-Rad (USA)

e Aparat do elektroforezy poziomej Bio-Rad (USA)

e System dokumentacji zeli Photo Doc UVP (Kanada)

e  Wiréwka Mini Spin Eppendorf (Niemcy)

e Bio Vortex V1 BIOSAN (Polska)

e Waga analityczna Kern (Niemcy)

e Pipety automatyczne Eppendorf (Niemcy)

e Sprzet jednorazowy

3.2.4. Analiza wybranych polimorfizméw genu ABCB1/MDR1 metoda HRM

Izolacia DNA Izolacj¢ DNA przeprowadzono metodg grawitacyjng, ktora opiera si¢ na

zastosowaniu kolumienek z membrang jonowymienng, selektywnie wigzaca kwasy nukleinowe.
Wykorzystanie kolumienek przyczynia si¢ do ograniczenia wirowania i umozliwia wykorzystanie sity
grawitacyjnej do izolacji DNA.

Do 100 pl krwi peilnej dodawano 400 pl buforu lizujacego w celu lizy komorek oraz 20 pl
proteinazy K przeznaczonej do degradacji biatek. Cato$¢ doktadnie mieszano i inkubowano przez 10
minut w temperaturze 50°C. W trakcie inkubacji przygotowywano kolumne Micro AXD przez

zamocowanie jej do probowki odbieralnikowej, umieszczenie w statywie w pozycji pionowej i
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aktywowano przez naniesienie po 500 pl roztworu rownowazacego. Po zakonczeniu inkubacji, probke
intensywnie mieszano przez 2 minuty przy 1000 RPM. Etap ten byt kluczowy dla wydajnosci izolacji
DNA. Naste¢pnie probke wirowano w celu usunigcia resztek materiatu z wieczka proboéwki i nanoszono na
zrownowazong uprzednio kolumne. Czekano 10 minut, aby lizat przeptynat przez kolumne pod wptywem
sit grawitacji 1 izolowane DNA zostalo zwigzane z membrang jonowymienng znajdujaca si¢ w kolumnie.
Na kolumne nanoszono 600 pl pierwszego roztworu pluczacego w celu dokladnego wymycia
zanieczyszczen lipidowych i czekano az wyptynie z kolumny. Kolejno dodawano 500 pl drugiego
roztworu ptuczacego i rowniez czekano, az wyptynie z kolumny. Po tym czasie dodawano do kolumny 60
ul roztworu elucyjnego w celu zmniejszenia calkowitej objetosci eluatu (martwa objetos¢ kolumny
wynosi 60 pul) i czekano 5 minut. W trakcie oczekiwania, przygotowywano jatowa probowke 1,5 ml typu
Eppendorf i dodawano na dno 5 pl buforu zoboj¢tniajacego w celu zapobiegania degradacji DNA po
elucji. Przenoszono kolumny do przygotowanych probowek i eluowano przez 10 minut przez dodanie na
ztoze kolumny 120 pl roztworu elucyjnego. Na konicu usuwano kolumne i zamykano probowke elucyjna.
Wyizolowane w ten sposob DNA przechowywano w zamrazarce w temperaturze -80°C do dalszej
analizy.

Analiza HRM Analiz¢ polimorfizmow C1236T, C3435T oraz G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1
przeprowadzono metoda HRM (ang. High Resolution Melting, denaturacia DNA z wysoka
rozdzielczoscia), z zastosowaniem starterow wybranych na podstawie danych literatury [83]. W celu
identyfikacji analizowanych polimorfizmoéw, wyizolowane z krwi DNA doprowadzono do rownych
stezen (okoto 15 ng/ul) i dodawano mieszaning reakcyjng o sktadzie przedstawionym w tabeli 5 oraz
sekwencje starterOw prezentowang w tabeli 6. W kolejnym etapie DNA amplifikowano metoda
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) w obecnosci barwnika
fluorescencyjnego EvaGreen interkalujagcego do dwuniciowej czasteczki DNA. Koncowa objetosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl. Temperatur¢ przylaczania starterow ustalono przez

przeprowadzenie reakcji PCR w gradiencie temperaturowym.

Tab.5. Sklad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej w analizie polimorfizméw ABCB1/MDR1
C1236T, C3435T oraz G2677(A/T) metoda HRM

Skladnik Stezenie koncowe Objetos¢ [pl]
SsoFast™EvaGreen® Supermix - 5
Starter F 2,5 uM 1
Starter R 2,5 uM 1
Woda - 1
DNA 15 ng/ul 2
Objetos¢ koncowa - 10
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W ponizszej tabeli przedstawiono sekwencje starteréw dla analizowanych polimorfizmow genu
ABCB1/MDR1 (Tab.6.).

Tab.6. Sekwencje starteréw dla polimorfizmow ABCB1/MDR1 C1236T, C3435T oraz G2677(A/T),
temperatura ich przylaczania oraz dlugos¢ uzyskanego produktu

Polimorfizm Sekwencja startera Temperatur Dlugos¢ produktu
a wigzania [pz]
starterow

[°C}

C1236T F 5-TTTTTCTCACGGTCCTGGTAG-3’ 59 147

C1236T R 5’-CATCCCCTCTGTGGGGTCATA-3’

C3435T F 5’-TTGATGGCAAAGAAATAAAGC-3’ 59 207

C3435T R 5’-CTTACATTAGGCAGTGACTCG-¥’
G2677G F 5’-TACCCATCATTGCAATAGCAG-3’
G2677GR 5-TTTAGTTTGACTCACCTTGCTAG-3’
G2677T R S>-TTTAGTTTGACTCACCTTTCTAG-3’ 57 107
G2677TAR 5-TTTAGTTTGACTCACCTTCCC-3’

Reakcje PCR/HRM prowadzono w nastepujacych warunkach:
e Denaturacja wstgpna: 95°C, 30 s;
o Amplifikacja (45 cykli);
- Denaturacja: 95°C, 10 s,
-Wiazanie starteréw i elongacja 59°C /57°C przez 30 s;
e HRM- topnienie produktu i analiza krzywej topnienia: 30 s, 95°C , obnizenie temperatury
do 60°C, a nastepnie stopniowy wzrost do 95°C z cyklicznym pomiarem zmniejszajacej sig

florescencji co 0,2°C

W wyniku przeprowadzenia powyzszych reakcji uzyskano krzywe topnienia pozwalajace na

identyfikacj¢ genotypdw. Otrzymane wyniki potwierdzano sekwencjonowaniem.

3.2.5. Oznaczenie poziomu komorek apoptotycznych

Analize poziomu komorek apoptotycznych wykonano metoda cytometrii przeptywowej, przez
identyfikacj¢ komorek wykazujacych obecnos¢ aktywnych kaspaz (m.in. kaspazy-3, -6, -7). Postuzono
si¢ badaniem wykorzystujacym znakowane fluorochromem inhibitory kaspaz, FLICA (ang.
Fluorochrome Labeled Inhibitors of Caspases). FLICA sg ligandami posiadajacymi fragment
fluorometylketonowy (FMK) sprzgzony z karboksyfluoresceing (FAM). Dzigki obecnosci fragmentu
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ketonowego dochodzi do permeabilizacji btony i penetracji FLICA do wngtrza komorki. Czgs¢ FMK
odpowiada rowniez za niecodwracalne, kowalencyjne wbudowywanie si¢ inhibitora do centrum
aktywnego kaspaz. W badaniach postuzono si¢ inhibitorem FAM-VAD-FMK (Immunochemistry
Technologies LLC, Bloomington, MN USA) rozpoznawanym przez rdézne typy aktywnych kaspaz.
Jednocze$nie niezwigzany inhibitor FLICA usuwano z komoérek pozbawionych aktywnych kaspaz za
pomoca buforu ptuczacego. Wyznakowaniu ulegaly zatem wyltacznie komorki, w ktérych doszto do
aktywacji kaspaz. Rownoczes$nie te same probki byly poddawane barwieniu jodkiem propidyny (Pl),
ktory jest fluorochromem niezdolnym do przenikania przez btony zywych komorek, ale zdolnym do
penetracji komorek martwych lub uszkodzonych i interkalujacym migdzy zasady DNA i1 RNA. Dzigki
temu dokonano identyfikacji czterech rodzajow komorek (Ryc.17.B.): 1- komorki zywe niewybarwione
(FAM-/PI-), 2- komorki na wczesnym etapie apoptozy (FAM+/PI-), 3- komorki na poéznym etapie
apoptozy (FAM+/PI+) oraz 4- komorki martwicze (FAM-/P1+). Barwienia prowadzone byty na probkach
krwi pelnej, poddawanych dziataniu buforu zawierajacego chlorek amonu (NH4Cl) lizujacy Krwinki
czerwone. Pomiaréw cytometrycznych dokonano za pomoca cytometru Partec CyFlow® Space (Sysmex
Partec GmbH). Do analizy komorek w apoptozie wykorzystano program FloMax 3.0 (Sysmex Partec
GmbH).

3.2.6. Analiza stezenia osoczowej homocysteiny 1 metioniny

Przygotowanie probek. Analizowane zwigzki tiolowe i odpowiednie standardy (Hcy i Met)

rozcienczano wodg w stosunku 2:1 i redukowano za pomocg 1% TCEP w stosunku 1:9. W celu
odbiatczenia probek dodano 1 M HCIO, w stosunku 2:1 i podawano je do uktadu HPLC/EC (z ang. High
Pressure Liquid Chromatography/Electrochemical Detection, wysokosprawna chromatografia cieczowa z
detekcja elektrochemiczng). Analizg¢ przeprowadzono wedlug krzywej jednopunktowej. Standardy
przygotowano w rozcienczeniach 30 uM dla Hey oraz 60 uM dla Met.

Oznaczanie stezenia analizowanych biotioli. Probki podawano do ukladu HPLC (P580A, Dionex,

Niemcy) potaczonego z detektorem elektrochemicznym (CoulArray 5600, ESA, USA). Analize
przeprowadzano na kolumnie Thermo Hypersil BDS C18 (250 mm x 4,6 mm x 5um) w warunkach
izokratycznych uzywajac jako faz¢ ruchomag 0,15 M bufor fosforanowy o pH 2,9 z dodatkiem 17%
acetonitrylu. Do sterowania uktadem, zbierania i obrobki danych uzyto oprogramowania Chromeleon

(Dionex, Niemcy).
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3.3. Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki badan analizowano za pomocg testow nieparametrycznych Manna-Whitney'a
oraz Kruskala-Wallisa dla zmiennych niepowigzanych. Korelacje pomi¢dzy uzyskanymi wynikami
oceniano testem Spearmana. Do oceny czgsto$ci wystgpowania genotypoéw uzyto dokladnego testu
Fishera i ¥°. Dla zastosowanych testow statystycznych przyjeto poziom istotnoci a = 0,05. Do oceny
statystycznej wynikow uzyto oprogramowania Statistica for Windows (StatSoft, USA) oraz GraphPad
(Instat, USA).
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4. Wyniki

Badaniu poddano czgsto$¢ wystepowania genotypoéw trzech polimorfizméw genu ABCB1/MDR1.:
C1236T, C3435T oraz G2677(A/T) u chorych na padaczke leczonych LPP w monoterapii (VPA, CBZ,
NG) i w politerapii (NG, SG+NG), przed wiaczeniem LPP oraz w grupie kontrolnej. U tych osob
przeprowadzono roéwniez analiz¢ stezenia 0soczowych biotioli: homocysteiny (Hcy) i metioniny (Met)

oraz oznaczono poziom komérek z aktywnymi kaspazami (komoérki w apoptozie).

4.1. Analiza polimorfizmu C1236T genu ABCB1/MDR1

W wyniku przeprowadzonej analizy metoda HRM potwierdzonej sekwencjonowaniem wykazano
obecnos¢ trzech genotypow ABCB1/MDR1 C1236T: CC, CT, TT. Przykltadowe wyniki pokazano na
ponizszych rycinach (Ryc. 11-12.).

Mormalized Melt Curve

Nommalized RFU

0.2 +- -

Temperature

Difference Curve

0,10

0,058 A
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0,00 4 - -

Temperature

Ryc.11. Przykladowe wyniki analizy HRM dla polimorfizmu C1236T genu ABCB1/MDR1. Krzywa
w kolorze niebieskim odpowiada genotypowi CC, czerwona - CT, zielona—-TT
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Ryc.12. Przykladowe fluorogramy uzyskane w wyniku sekwencjonowania eksonu 12 genu
ABCB1/MDR1. Odczyt wzgledem startera reverse, komplementarnego do nici zstepujacej.
Strzalkami oznaczono genotypy polimorfizmu C1236T.
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4.2. Analiza polimorfizmu C3435T genu ABCB1/MDR1

Analiza metodg HRM potwierdzona sekwencjonowaniem wykazata obecnos$¢ trzech genotypow

ABCB1/MDR1 C3435T: CC, CT oraz TT. Przyktadowe wyniki pokazano na ponizszych rycinach (Ryc.
13-14.).

Mormalized Melt Curve
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Ryc.13. Przykladowe wyniki analizy HRM dla polimorfizmu C3435T genu ABCB1/MDR1. Krzywa
w kolorze niebieskim odpowiada genotypowi CC, czerwona - CT, zielona-TT
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Ryc.14. Przykladowe fluorogramy uzyskane w wyniku sekwencjonowania eksonu 26 genu
ABCB1/MDRL1. Strzalkami oznaczono genotypy polimorfizmu C3435T.

4.3. Analiza polimorfizmu G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1

W przypadku ostatniego z analizowanych polimorfizméw G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1
metoda HRM potwierdzong sekwencjonowaniem wykazano obecno$¢ czterech genotypow: GG, GT, TT,

AT. Natomiast nie wykazano obecnosci genotypu GA oraz AA u zadnej z poddanych badaniu osob.
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Przyktadowe wyniki analizy HRM oraz sekwencjonowania przedstawiono na ponizszych rycinach (Ryc.
15-16.).

Normalized Melt Curve
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Ryc.15. Przykladowe wyniki analizy HRM dla polimorfizmu G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1.
Krzywa w kolorze niebieskim odpowiada genotypowi GG, czerwona - GT, zielona - TT, czarna -
AT.
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Ryc.16. Przykladowe fluorogramy uzyskane w wyniku sekwencjonowania eksonu 21 genu
ABCB1/MDRL1. Strzatkami oznaczono genotypy polimorfizmu G2677(A/T).

4.4. Analiza czgstoSci wystepowania polimorfizmow C1236T, C3435T oraz G2677(A/T)
genu ABCB1/MDR1

Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych genotypow analizowanych polimorfizméw genu

ABCB1/MDR1 przedstawiono w ponizszej tabeli (Tab.7.)

Tab.7. Lokalizacja i czesto$¢ wystepowania polimorfizméw genu ABCB1/MDR1: C1236T, C3435T

oraz G2677(A/T) u chorych na padaczke i u osé6b z grupy kontrolnej

Gen/ Wariant Genotypy Kontrola Padaczka
genetyczny N/ [%] N/ [%]

CC 26/ [33%)] 21/ [31%] | 0,7519
ABCB1/MDR1 |CT 46/ [59%] 34/ [50%] | 0,8107
C1236T TT 6/[8 %] 13/[19%] | 0,0806
CC 11/ [14%] 16/ [23%] | 0,1686
ABCB1/MDR1 |CT 60 / [77%] 43/ [61%] | 0,1038
C3435T TT 7/ [9%] 11/[16%] | 0,9011
GG 15/ [22%)] 13/[19%] | 0,6709
GT 41/ [61%] 38/ [56%] | 0,8780
TT 11/ [17%)] 16/ [24%] | 0,3407

AT 0 [0%] 1 [1%]

ABCB1/MDR1 | GA 0/[0%] 0/ [0%]

G2677(AIT) | AA 0/[0%] 0/[0%)]

N- liczba os6b. Uzyto doktadnego testu Fishera i y2.
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W wyniku przeprowadzonych badan (Tab.7.) zaobserwowano tendencje¢, bliskg istotnosci
statystycznej do ponad 2-krotnie wigkszej czestoSci wystepowania nieprawidlowego homozygotycznego
genotypu TT C1236T genu ABCB1/MDR1 u pacjentéw z padaczka w poréwnaniu z grupa kontrolng.
Jednoczesnie w przypadku tego polimorfizmu, u chorych na padaczke genotyp prawidtowy
homozygotyczy CC i heterozygotyczny CT wykazywatl tendencj¢ do obnizenia czestosci. Z kolei w
przypadku polimorfizmu C3435T zarowno u chorych na padaczke, jak i w grupie kontrolnej najczesciej
wystepowat heterozygotyczny genotyp CT, najrzadziej natomiast homozygotyczny nieprawidlowy
wariant genetyczny TT. Ponadto, u chorych na padaczke jedynie genotyp heterozygotyczny CT C3435T
wykazywatl tendencje do mniejszej czgsto$ci wystgpowania w poroOwnaniu z osobami kontrolnymi.
Analizujac polimorfizm G2677(A/T) wykazano, ze najczeSciej zarowno w grupie kontrolnej, jak i u
chorych na padaczke wystepowat genotyp heterozygotyczny GT, natomiast najrzadziej wystepujacym
genotypem w przypadku grupy kontrolnej byt nieprawidtowy homozygotyczny genotyp TT, a u chorych
na padaczke¢ prawidtowy homozygotyczny genotyp GG. W przypadku tego polimorfizmu jedynie u jednej
osoby chorej na padaczke wykazano obecno$¢ genotypu AT. W przebadanej populacji nie wykazano

obecnosci genotypow AA i GA G2677(A/T).

4.5. Analiza stezenia Hcy 1 Met oraz poziomu komorek z aktywnymi kaspazami u chorych
na padaczke¢ leczonych LPP [LPP(+)], u chorych przed wiaczeniem LPP [LPP(-)]
oraz u 0sob z grupy kontrolne;j

Analizie poddano rowniez wybrane czynniki apoptotyczne, osoczowe biotiole: Hcy i Met oraz
komorki z aktywnymi kaspazami w limfocytach krwi obwodowej. Przyktadowe wyniki analizy poziomu

komorek apoptotycznych przedstawiono ponizej (Ryc.17).
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Ryc.17. A: Obraz prébki leukocytow krwi obwodowej z wybramkowang populacja limfocytéow
(Lym). B: Wiazanie znacznika FLICA i jodku propidyny przez limfocyty: 1-komérki zywe, 2-
wczesna apoptoza, 3- pézna apoptoza, 4-martwica
FL1- intensywno$¢ fluorescencji FAM, FL2- intensywno$¢ fluorescencji PI
FSC — rozproszenie czotowe, ang. forward scatter, SSC — rozproszenie boczne, (ang. side scatter),
FAM — karboksyfluoresceina, (ang. carboxyfluorescein),

Pl — jodek propidyny, (ang. propidium iodide).

Wyniki analizy stezenia Hcy, Met 1 poziomu komorek apoptotycznych u 0sob poddanych badaniu

przedstawiono w tabeli 8 i na ponizszym wykresie (Ryc.18.).

Tab.8. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komorek apoptotycznych u chorych na padaczke
LPP(+) i LPP(-) oraz u 0séb kontrolnych

Padaczka p
Parametry Kontrola LPP () LPP(4)

Hcy [uM] 12,0+3.5 14,5 £2,5* 15,0 £ 7,5%* 0,0017
Met [uM] 18,0 £6,0 11,1 +£6,8* 13,9 £ 7,0%** 0,0001
Met/Hcy 1,6+ 0,7 0,7+ 0,5*** 1,0 £0,6*** <0,0001
Woczesna apoptoza 1,1£0,7 0,7£0,5 1,2+ 1,1 0,1920
[%]

P6zna apoptoza [%] | 0,1+ 0,1 0,3+ 0,3 0,2+ 0,2* 0,0243

> apoptoza [%] 1,3+ 0,7 1,0+£0,7 1,5+ 1,1 0,2656

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Kruskala-Wallisa. Statystycznie istotne réznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
poréwnaniu z kontrola.
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Ryc.18. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komdérek apoptotycznych u chorych na padaczke LPP(+) i
LPP(-) oraz u oso6b kontrolnych
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Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.

W wyniku przeprowadzonych badan, u oséb z padaczkg zarowno przed wiaczeniem leczenia
LPP, jak i pobierajacych LPP (Tab.8., Ryc.18.) zaobserwowano statystycznie istotny wzrost stezenia Hcy
w poréwnaniu do osob kontrolnych (test Kruskala-Wallisa, odpowiednio: p<0,01 i p<0,05). Ponadto, u
0sOb z padaczka pobierajacych LPP i oczekujacych na wiaczenie LPP zauwazono istotne statystycznie
obnizenie stezenia Met (test Kruskala-Wallisa, odpowiednio: p<0,001 i p<0,05 w poréwnaniu z kontrola)
oraz istotny statystycznie spadek poziomu stosunku Met/Hcy (test Kruskala-Wallisa, p<0,001 w
poréwaniu z kontrola). Natomiast, bioragc pod uwage poziom komorek apoptotycznych, zauwazono
tendencje do wzrostu poziomu komoérek w poéznej apoptozie u wszystkich badanych pacjentow z
padaczka [LPP(+) i LPP(-)], ale tylko u pacjentéw otrzymujgcych LPP uzyskano istotno$¢ statystyczng
(test Kruskala-Wallisa, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Natomiast, zarowno w przypadku komorek we
wczesnej apoptozie, jak i catkowitej liczby komorek z aktywnymi kaspazami, tendencja do wzrostu
poziomu komorek apoptotycznych wystepowata jedynie u oséb chorych na padaczke leczonych LPP w
porownaniu z osobami kontrolnymi.

Jednocze$nie analizowano korelacje pomigdzy uzyskanymi wynikami w badaniach

biochemicznych, zarowno u chorych z padaczka, jak i 0s6b kontrolnych (Tab.9.).
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Tab.9. Statystycznie istotne réznice w tescie Spearmana w grupie chorych na padaczke

LPP(-) i LPP(+) oraz w grupie kontrolnej

Kontrola Wspélczynnik R Spearmana P
Hcy i Met/Hcy -0,5904 <0,0001
Met i Met/Hcy +0,7189 <0,0001
Wczesna apoptoza i p6zna +0,3152 0,0049
apoptoza
Weczesna apoptoza i catkowita +0,9666 <0,0001
apoptoza
Po6zna apoptoza i catkowita +0,4869 <0,0001
apoptoza
Chorzy na padaczke LPP (-) Wspolezynnik R Spearmana P
Hcy i wczesha apoptoza -0,6073 0,0475
Hcy i catkowita apoptoza -0,6196 0,0420
Met i Met/Hcy +0,9263 <0,0001
Weczesna apoptoza i p6zna +0,5959 0,0530
apoptoza
Wczesna apoptoza i catkowita +0,9613 0,0001
apoptoza
P6zna apoptoza i catkowita +0,7159 0,0133
apoptoza
Chorzy na padaczke LPP+ Wspolezynnik R Spearmana P
Hcy i Met +0,4616 0,0001
Hcy i Met/Hcy -0,2939 0,0184
Hcy i1 p6Zna apoptoza +0,3473 0,0004
Met i Met/Hcy +0,6444 <0,0001
Met/Hcy i pdzna apoptoza -0,2992 0,0265
Weczesna apoptoza i pdzna +0,4237 0,0013
apoptoza
Weczesna apoptoza i catkowita +0,9814 <0,0001

apoptoza

U os6b kontrolnych w tescie Spearmana wykazano ujemnag korelacj¢ pomigdzy stezeniem Hcy a
poziomem stosunku Met/Hcy (R Spearmana -0,5904, p<0,0001). Zaleznos¢ ta byta zachowana réwniez u
chorych na padaczke leczonych LPP (R Spearmana -0,2939, p<0,05), ale nie obserwowano jej u chorych
oczekujacych na wlaczenie terapii tymi lekami. Jednoczesnie zarowno w grupie kontrolnej, jak i w grupie
chorych na padaczke niezaleznie od stosowania leczenia [LPP(+) lub LPP(-)], zaobserwowano dodatnig
korelacje pomigdzy stezeniem Met a poziomem stosunku Met/Hcy [R Spearmana +0,7189, p<0,0001 w
grupie kontrolnej; R Spearmana +0,9263, p<0,0001, LPP(-); R Spearmana +0,6444, p<0,0001, LPP(+)].
Ponadto, we wszystkich analizowanych grupach wykazano dodatnig korelacj¢ pomiedzy poziomem
komorek we wczesnej i pdznej apoptozie oraz we wczesnej i catkowitej apoptozie (w grupie kontrolnej

odpowiednio: R Spearmana +0,3152, p<0,01; R Spearmana +0,9666, p<0,0001; w grupie chorych na
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padaczke, (LPP-): R Spearmana +0,5959, p=0,0530, R Spearmana +0,9613, p<0,001; w przypadku
LPP(+): R Spearmana +0,4237, p<0,01, R Spearmana +0,9814, p<0,0001). Jednocze$nie w grupie
kontrolnej zaobserwowano dodatnig korelacj¢ pomigdzy poziomem komorek w podznej apoptozie a
catkowitej apoptozie (R Spearmana +0,4869, p<0,0001), ktéra byta zachowana réwniez u chorych na
padaczke przed wlaczeniem LPP (R Spearmana +0,7159, p<0,05). Ponadto, u chorych na padaczke przed
wilaczeniem LPP(-) wykazano ujemng korelacj¢ zar6wno pomiedzy st¢zeniem Hey a poziomem komorek
we wczesnej apoptozie (R Spearmana -0,6073, p<0,05), jak tez pomigdzy stezeniem Hcy a catkowitym
poziomem komorek apoptotycznych (R Spearmana -0,6196, p<0,05). Jednocze$nie, stosowanie LPP u
chorych na padaczke prowadzito do pojawienia si¢ dodatkowych dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem
Hcy i stezeniem Met (R Spearmana +0,4616, p<0,001) oraz stgzeniem Hcy a poziomem komorek w
péznej apoptozie (R Spearmana +0,3473, p<0,001) oraz ujemnej zaleznosci pomigdzy poziomem

stosunku Met/Hcy i poziomem komorek w pdznej apoptozie (R Spearmana -0,2992, p<0,05).
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4.6. Analiza stezenia Hcy 1 Met oraz poziomu komorek z aktywnymi kaspazami w
zaleznosci od genotypow genu ABCB1/MDR1: C1236T, C3435T, G2677(A/T) u
chorych z padaczka leczonych LPP(+) oraz u oséb z grupy kontrolnej

Analizie poddano poziom wybranych czynnikoéw apoptotycznych w zalezno$ci od oznaczonego

wariantu genetycznego genu ABCB1/MDR1 u chorych na padaczke leczonych LPP i 0s6b kontrolnych.

Tab.10. Stezenie Hey i Met oraz poziom komorek apoptotycznych w zalezno$ci od genotypow
ABCB1/MDR1 C1236T u chorych na padaczke leczonych LPP(+) i w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka LPP(+) P
CC CT TT CcC CT TT

Hey [uM] 12,0+£3,8 11,8+3,0 | 14,1 12,1 +4,2 13,2+ 3,7 20,0+ 15,5 | 0,4348
58 0,0709
0,2280
Met [uM] 20,02 £6,0 | 16,6+5,7 | 19,6 £6,4 | 11,7+7,4*** | 12,4+ 6,6** | 17,0+ 6,6 | 0,0003
0,0015
0,3445
Met/Hcy 1,8+ 0,8 1,5+0,6 | 1,6=0,9 1,0 £0,8*** | 1,0 £0,5*** | 1,1 £0,5 0,0005
0,0002
0,1361
Wczesna 0,9+ 0,5 1,3+0,8 | 1,104 |0,9£0,7 0,9+0,7* 2,3+ 2,1* | 0,2917
apoptoza [%] 0,0234
0,0466
Pozna 0,1+0,1 [0,2+0,2 [0,1£0,1 |02+03 0,240,2 0,3+02 |0,1741
apoptoza [%] 0,1711
0,0637
> apoptoza 1,1+£ 0,5 1,4+0,9 |1,2+04 |1,2+0,9 1,1+0,8 2,6£2,1* | 0,4031
[%] 0,0567
0,0466

Srednia + SD. Poziom komoérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne réznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
porownaniu z kontrolg.

Uwzgledniajac polimorfizm ABCB1/MDR1 C1236T (Tab.10.) zaobserwowano tendencj¢ do
wzrostu st¢zenia Hey w przypadku wszystkich analizowanych genotypow, z najwieksza jego wartoscig w
przypadku genotypu homozygotycznego TT u pacjentow z padaczka leczonych LPP (warto$é
odpowiadajagca tagodnej hHcy) w pordwnaniu z grupa kontrolng. Natomiast stgzenie Met byto
statystycznie istotnie obnizone w przypadku genotypéw CC 1 CT u os6b z padaczkag LPP(+) (test Manna-
Whitney’a, odpowiednio p<0,001, p<0,01 w pordéwnaniu z kontrolg), cO jednoczesnie wyrazone bylo
istotnym spadkiem wartosci stosunku Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,001). W przypadku
nieprawidtowych homozygot TT u chorych na padaczke leczonych LPP obserwowano statystycznie
istotny wzrost poziomu komoérek we wczesnej apoptozie (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z

kontrolg) i catkowitego poziomu komoérek apoptotycznych (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w porownaniu
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z kontrolg). U tych chorych oberwowano réwniez bliski istotno$ci statystycznej wzrost poziomu komoérek
w pdznej apoptozie w porownaniu z kontrolg. Jedynie u heterozygot CT chorych na padaczke leczonych
LPP nastepowato obnizenie poziomu komorek we wczesnej apoptozie (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w

porownaniu z kontrolg).

Tab.11. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komérek apoptotycznych w zaleznos$ci od genotypow
ABCB1/MDR1 C3435T u chorych na padaczke leczonych LPP(+) i w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka LPP(+) p
CC CT TT CC CT TT
Hey [uM] 13,4+£2,6 | 11,6£3,4 | 13,5+5,3 | 15,2+13,0 13,2+ 3,8* 15,7£5,6 | 0,2171
0,0230
0,2317
Met [uM] | 18,3 44,5 | 17,6 £6,3 [ 20,0 6,3 | 12,1 £4.8** | 12,2+ 7,9*** | 194+ 5,6 | 0,0038
0,0005
0,5225
Met/Hcy 1,4+0,3 | 1,6+0,7 |1,7£1,0 1,0+0,7** 0,9 £0,6*** | 1,3+0,4 | 0,0054
<0,0001
0,3063
Wczesna 1,2£0,6 |1,1+0,7 |1,2+£04 0,8+ 0,7* 1,0+0,6 2,4+22 | 0,0440
apoptoza 0,1840
[%] 0,0688
Pozna 0,1+0,1 [0,1+0,1 |[02+0,2 |0,2+0,2 0,2+0,2* 0,2+ 0,1 |0,3497
apoptoza 0,0473
[%0] 0,2669
> apoptoza | 1,3+0,6 | 1,3+0,8 |1,4+0,3 1,0+0,9 1,2+0,8 2,7£2,2 10,0582
[%] 0,3491
0,0903

Srednia + SD. Poziom komoérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne réznice przy poziomie istotno$ci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
poroéwnaniu z kontrola.

Analizujac natomiast polimorfizm ABCB1/MDR1 C3435T (Tab.11.) u chorych na padaczke
LPP(+) posiadajacych genotyp CT zaobserwowano statystycznie istotny wzrost stezenia osoczowej Hcy
(test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Natomiast statystycznie istotne obnizenie
stezenia Met (test Manna-Whitney’a, p<0,01 w poroéwnaniu z kontrolg) i spadek poziomu stosunku
Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg) obserwowano zar6wno u 0soOb
chorych na padaczke z genotypem homozygotycznym prawidtowym CC, jak i heterozygotycznym CT.
Jednoczes$nie u chorych na padaczke z genotypem homozygotycznym prawidlowym CC wykazano
istotne statystycznie obnizenie poziomu komorek we wczesnej apoptozie (test Manna-Whitney’a, p<0,05
w poréwnaniu z kontrolg), a u heterozygot CT statystycznie istotny wzrost komorek w poznej apoptozie

(test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg).
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Tab.12. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komoérek apoptotycznych w zaleznosci od genotypow
ABCB1/MDR1 G2677(A/T) u chorych na padaczke leczonych LPP(+) i w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka LPP(+) p
GG GT TT GG GT TT
Hey [uM] 12,5444 [ 11,8+£2,9 | 12,6 +4,7 | 11,3434 14,8+ 9.6 14,7+ 5,5 |0,3230
0,1018
0,2169
Met [uM] 18,7+5,2 | 17,1 4,8 | 17,0 £5,1 | 11,0£7,6*** | 12,9+ 6,7*** | 15,9+ 7,8 | 0,0008
0,0008
0,8977
Met/Hcy 1,7+0,7 | 1,5+0,5 | 1,4+=0,7 | 1,01+0,9* 1,0 £0,5%** 1,1 £0,5 0,0102
0,0001
0,1330
Woczesna 0,905 |1,4+0,8 | 1,104 |0,9+0,6 1,1+£0,7* 2,0+ 2,1 0,4726
apoptoza [%] 0,0442
0,3154
Pb6zna 0,1+0,1 |0,1+0,2 |0,1£0,1 |0,3+04 0,2+0,2 0,2+ 0,1 0,4726
apoptoza [%] 0,0734
0,1564
Y apoptoza | 1,1£0,5 [ 1,6+0,9 |[1,2+0,5 |1,1+0,9 1,3+0,9 2,2+2.1 0,4453
[%] 0,0965
0,2110

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne rdznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, ***p<0,001 w poréwnaniu z
kontrola.

Uwzgledniajac z kolei ostatni z analizowanych polimorfizméw genu ABCB1/MDR1 G2677(A/T)
(Tab.12.), zaobserwowano tendencj¢ do spadku stezenia osoczowej Hcy w przypadku homozygot
prawidlowych GG oraz jej wzrostu u chorych z padaczka posiadajacych genotyp heterozygotyczny GT
lub nieprawidtowy homozygotyczny TT. Jednocze$nie u homozygot GG i heterozygot GT wykazano
statystycznie istotny spadek st¢zenia osoczowej Met (test Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z
kontrolg) oraz istotne obnizenie poziomu stosunku Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, odpowiednio p<0,05
oraz p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg). Ponadto, u chorych na padaczk¢ z genotypem
heterozygotycznym GT zaobserwowano istotne obnizenie poziomu komorek we wczesnej apoptozie (test
Manna —Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg) oraz bliskie istotno$ci statystycznej obnizenie
catkowitego poziomu komorek z aktywnymi kaspazami w porowaniu z kontrola. U tych chorych
jednocze$nie obserwowano bliskie istotno$ci statystycznej podwyzszenie poziomu komoérek w podznej

apoptozie.
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4.7. Analiza stezenia Hecy i Met oraz poziomu komorek z aktywnymi kaspazami w
zaleznosci od genotypoéw genu ABCB1/MDR1: C1236T, G3435T oraz G2677(A/T)
u chorych leczonych LPP (+) z napadami ogniskowymi oraz w grupie kontrolnej

Badaniu poddano poziom wybranych czynnikow apoptotycznych w zaleznosci od oznaczonego
wariantu genetycznego genu ABCB1/MDR1 u chorych na padaczke leczonych LPP, uwzgl¢dniono

napady ogniskowe.

Tab.13. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komorek apoptotycznych w zaleznosci od genotypow
ABCB1/MDR1 C1236T u chorych na padaczke leczonych LPP+
z napadami ogniskowymi i w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka-napady ogniskowe p
CC CT TT CC CT TT
Hey [uM] 12,0+£3,8 11,8+£3,0 | 14,1£5,8 | 10,8+2,2 13,8£3,9 |23,6+18,3 |0,3523
0,0644
0,1970
Met [uM] 20,02 £6,0 | 16,6+5,7 | 19,6+6,4 | 10,3 £6,6* | 13,9+7,9 | 16,8+7,1 | 0,0258
0,0734
0,2944
Met/Hcy 1,8+ 0,8 1,5+0,6 | 1,6£0,9 | 0,9+0,4* 1,0 £0,6** | 0,9+0,5 0,0119
0,0080
0,0898
Wczesna 0,9+ 0,5 1,3+0,8 | 1,1£0,4 | 0,8+ 0,6 1,0+0,6 2,9+ 2,5* 0,3997
apoptoza [%] 0,1277
0,0476
P&zna apoptoza | 0,1+ 0,1 0,2+0,2 |0,1=0,1 | 0,3=0,2* | 0,2+0,2 0,3+ 0,2* 0,0421
[%] 0,1428
0,0476
> apoptoza [%] | 1,1+£0,5 1,4+0,9 |1,2+0,4 |1,1+0,7 1,2+0,6 3,3+ 2.4* 0,5145
0,2116
0,0476

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne rdéznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01 w poréwnaniu z
kontrola.

Analizujac grupe chorych z padaczka leczonych LPP z napadami ogniskowymi (Tab.13.), w
przypadku genotypu homozygotycznego prawidtowego CC ABCB1/MDR1 C1236T zaobserwowano
tendencje do spadku stezenia Hcy oraz istotne statystycznie zarOwno obnizenie st¢zenia Met, jak i
poziomu stosunku Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Ponadto, u tych
homozygot zauwazono istotny statystycznie wzrost poziomu komorek w pdznej apoptozie (test Manna-
Whitney’a, p<0,05 w poréownaniu z kontrolg). Z kolei w przypadku chorych z padaczkg z
nieprawidtowym homozygotycznym genotypem TT obserwowano najwyzsze st¢zenia Hcy oraz istotny

wzrost poziomu komorek wczesno-i pdzno-apoptotycznych, jak i catkowitej ich liczby (test Manna-
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Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Analizujagc natomiast chorych z genotypem
heterozygotycznym CT wykazano bliski istotno$ci statystycznej wzrost stgzenia Hcey i spadek stezenia
Met oraz istotne statystycznie obnizenie poziomu stosunku Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,01 w

porownaniu z kontrolg).

Tab.14. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komoérek apoptotycznych w zaleznosci od genotypow
ABCB1/MDR1 C3435T u chorych na padaczke leczonych LPP+
z napadami ogniskowymi oraz w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka- napady ogniskowe P
CcC CT TT CcC CT TT
Hey [uM] 13,4+2,6 | 11,6+3,4 | 13,5+53 | 22,7+ 24,1 14,1 +4,0* | 15,8+ 7,5 | 0,3304
0,0111
0,3939
Met [uM] 18,3+4,5| 17,6 £6,3 | 20,0 +6,3 | 10,1 £1,7*** | 13,8+ 8,1 19,5+ 6,2 | 0,0007
0,0638
0,3939
Met/Hcy 1,403 |1,6+0,7 |1,7£1,0 0,7+£0,3** 1,0+0,6*** | 1,3+0,4 | 0,0015
0,0007
0,3242
Wczesna 1,2£0,6 |1,1+0,7 |1,2+04 0,5+ 0,2* 1,1+£0,6 4,0+ 2,9* | 0,0302
apoptoza [%] 0,4701
0,0119
Pozna 0,1+0,1 [0,1+0,1 [02+0,2 |0,2+0,1 0,34+0,2 0,2+ 0,1 | 0,0632
apoptoza [%] 0,0513
0,3571
> apoptoza 1,3+0,6 |13=+0,8 |1,4+0,3 0,7+0,3 1,4+0,8 4,2+2,7*% | 0,0632
[%] 0,3982
0,0119

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne rdznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
poroéwnaniu z kontrola.

Z kolei analizujac polimorfizm ABCB1/MDR1 C3435T u o0s6b z padaczka leczonych LPP z
napadami ogniskowymi (Tab.14.) obserwowano tendencj¢ do wzrostu stezenia osoczowej Hcy w
przypadku wszystkich badanych genetypow, ale istotne statystycznie rdznice uzyskano jedynie w
przypadku heterozygot CT (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Jednoczesnie u
tych chorych odnotowano bliski istotnosci statystycznej spadek stgzenia Met oraz istotne Statystycznie
obnizenie poziomu stosunku Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg). Z
kolei u prawidtowych homozygot CC obserwowano tendencje do wzrostu stezenia Hcy oraz istotne
obnizenie stezenia Met (test Manna-Whitney’a, p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg) i poziomu stosunku
Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,01 w porownaniu z kontrolg). Analizujac natomiast poziom

komorek apoptotycznych wykazano u tych chorych istotne obnizenie poziomu komorek wczesno-
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apoptotycznych (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwaniu z kontrolg) oraz bliskg istotnosci
statystycznej tendencje do obnizenia poziomu catkowitej ich liczby oraz do podwyzszania poziomu
komorek pozno-apoptotycznych. Z kolei u homozygot nieprawidlowych TT zauwazono istotny
statystycznie wzrost zarOwno poziomu komorek wezesno-apoptotycznych, jak i catkowitej ich liczby (test

Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg).

Tab.15. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komérek apoptotycznych w zaleznos$ci od genotypow
ABCB1/MDR1 G2677(A/T) u chorych na padaczke leczonych LPP+
z napadami ogniskowymi oraz w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka-napady ogniskowe p
GG GT TT GG GT TT
Hey [uM] 12,5¢4,4 | 11,8+2,9 | 12,6 +4,7 | 10,5 +3,8 17,1£12,5* | 16,359 | 0,1104
0,0208
0,0782
Met [uM] 18,7452 | 17,1 +4,8 | 17,0 £5,1 | 7,7 +4,17** | 14,7 £,5 17,3+£7,5 | 0,0003
0,0626
0,5908
Met/Hcy 1,720,7 | 1,5+0,5 | 1,4+0,7 0,0 £0,5** 1,0 0,6** 1,1+ 0,5 0,0098
0,0018
0,1802
Wczesna 0,9+0,5 |1,4+0,8 |1,1+0,4 0,5 +0,3 1,0 £0,7* 3,3+£2,7** | 0,1250
apoptoza [%] 0,0402
0,0080
P6zna 0,1+0,1 |0,1+0,2 |0,1+0,1 0,2+ 0,1 0,3+ 0,2 0,3 +0,1 0,2488
apoptoza [%] 0,0516
0,1059
> apoptoza ,L1+0,5 |1,6+0,9 | 1,2+0,5 0,7+0,4 1,3+0,8 3,6+ 2,5%* | 0,1507
[%] 0,1202
0,0040

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne rdznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 w
poréwnaniu z kontrola.

Analizujac  ostatni z badanych polimorfizméw ABCB1/MDR1 G2677(A/T) (Tab.15.)
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost stezenia Hcy w przypadku heterozygotycznego wariantu GT
(test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg), wyrazony jednocze$nie bliskim istotnosci
statystycznej obnizeniem stezenia Met oraz istotnym zmniejszeniem poziomu stosunku Met/Hcy (test
Manna-Whitney’a, p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg). W grupie tej zaobserwowano rowniez istotny
wzrost poziomu komoérek we wczesnej apoptozie (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w pordéwnaniu z
kontrolg) oraz bliski istotnosci statystycznej wzrost poziomu komorek pozno-apoptotycznych. Z kolei u
chorych z genotypem homozygotycznym GG wykazano tendencj¢ do najnizszych stezen Hey oraz istotny
statystycznie spadek st¢zenia zarowno Met, jak i poziomu stosunku Met/Hcy (test Manna-Whitney’a,

odpowiednio: p<0,001, p<0,01 w porownaniu z kontrolg). Jednoczesnie analizujac homozygoty

61



nieprawidlowe TT zauwazono bliski istotno$ci statystycznej wzrost stezenia Hcy oraz istotny wzrost
poziomu komorek wczesno-apoptotycznych oraz catkowitej ich liczby (test Manna-Whitney’a, p<0,01 w

poréwnaniu z kontrolg).

4.8. Analiza stezenia Hey i Met oraz poziomu komorek z aktywnymi kaspazami w
zaleznosci od genotypoéw genu ABCB1/MDR1: C1236T, G3435T oraz G2677(A/T)
u chorych na padaczke leczonych LPP(+) z napadami uogdlnionymi oraz w grupie
kontrolnej

Analizowano roéwniez parametry biochemiczne w zaleznosci od oznaczonego wariantu
genetycznego genu ABCB1/MDR1 u chorych na padaczk¢ leczonych LPP, uwzgledniono napady

uogoblnione.

Tab.16. Stezenie Hey i Met oraz poziom komérek apoptotycznych w zaleznosci od genotypow
ABCB1/MDR1 C1236T u chorych na padaczke leczonych LPP(+)
z napadami uogélnionymi i w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka — napady uogoélnione p
CC CT TT CC CT TT
Hey [uM] 12,0£3,8 11,8+3,0 | 14,1 £5,8 | 12,4 +4,5 119+ 29 129+4,5 |0,3652
0,4630
0,4524
Met [uM] 20,02 +6,0 | 16,6 £5,7 | 19,6 +6,4 | 12,0+7,8*** | 11,0+ 4,5** | 17,5+ 7,1 | 0,0007
0,0045
0,5476
Met/Hcy 1,8+ 0,8 1,5+0,6 | 1,6£0,9 |1,1+0,9** 0,9+ 0,4** |1,4+£05 0,0019
0,0047
0,4524
Woczesna 0,9+ 0,5 1,3+0,8 | 1,104 |0,9+0,7 1,0+ 0,8 1,4+ 0,7 0,2889
apoptoza 0,1372
[%] 0,1964
P6zna 0,1+ 0,1 0,2+0,2 |0,1£0,1 |0,2+0,3 0,2+0,2 0,2+ 0,2 0,2470
apoptoza 0,2881
[%0] 0,2857
> apoptoza | 1,1£0,5 1,4+09 |12+0,4 |1,2£0,9 1,2+1,0 15+0,9 0,4057
[%0] 0,1856
0,1964

Srednia + SD. Poziom komorek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne rdznice przy poziomie istotno$ci: **p<0,01, ***p<0,001 w poréwnaniu z
kontrola.

Z kolei u chorych z padaczka leczonych LPP, ktorzy doznaja uogoélnionych napadow
padaczkowych nie zaobserwowano ani istotnego wzrostu stezenia Hey ani tez wzrostu poziomu komorek
apoptotycznych dla zadnego z analizowanych genotypéw ABCB1/MDR1 C1236T (Tab.16.). Wykazano

natomiast istotne obnizenie stgzenia Met oraz spadek poziomu stosunku Met/Hcy w przypadku
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homozygot prawidtowych CC (test Manna-Whitney’a, odpowiednio p<0,001, p<0,01 w poréwnaniu z
kontrolg) i heterozygot CT (test Manna-Whitney’a, p<0,01 w poréwnaniu z kontrolg).

Tab.17. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komorek apoptotycznych w zalezno$ci od genotypow
ABCB1/MDR1 C3435T u chorych na padaczke leczonych LPP(+)
z napadami uogélnionymi i w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka — napady uogoélnione p
CcC CT TT CcC CT TT

Hey [uM] 13,4£2,6 | 11,6£3,4 | 13,5+ 12,2+4,2 | 11,8+ 3,7 15,7+ 4,0 | 0,2339
5,3 0,4330
0,2061
Met [uM] 18,3 + 17,6 +6,3 | 20,0 £6,3 | 12,9+ 5,5* | 10,5+ 7,5*** | 19,3+ 6,0 | 0,0305
4,5 0,0002
0,3939
Met/Hcy 14+03 |1,6+0,7 |1,741,0 |1,2£0,7% |0,9+0,7*** 1,3£0,5 |0,0423
0,0006
0,3939
Wczesna 1,206 |1,1+0,7 |12+04 |0,9+0,9 0,9+ 0,7 1,3+0,6 |0,1361
apoptoza [%] 0,1351
0,3810
P6zna 0,1=0,1 |0,1+0,1 |0,2+0,2 |0,2+0,2 0,3+ 0,3 0,3+0,1 | 0,3890
apoptoza [%] 0,0859
0,2381
> apoptoza 1,306 |1,3+0,8 |14+03 |1,1+£1,0 1,2+0,9 15+0,6 |0,1361
[%] 0,2729
0,4571

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne roznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, ***p<0,001 w poréwnaniu z
kontrola.

Rowniez w przypadku badanych genotypow ABCB1/MDR1 C3435T (Tab.17.) nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w stezeniu Hcy oraz w poziomie komorek apoptotycznych u chorych z
padaczka leczonych LPP z napadami uogdlnionymi w poréwaniu z osobami kontrolnymi. Jednoczesnie
stezenie Met i poziom stosunku Met/Hcy ulegaly istotnemu obnizeniu u chorych z genotypami:
prawidlowym homozygotycznym CC (test Manna-Whitney’a, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg) i
heterozygotycznym CT (test Manna-Whitney’a, odpowiednio p<0,001, w poréwnaniu z kontrolg). W
przypadku heterozygot CT zauwazono tez bliski istotno$ci statystycznej wzrost poziomu komodrek w

poznej apoptozie.
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Tab.18. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komoérek apoptotycznych w zaleznos$ci od genotypow
ABCB1/MDR1 G2677(A/T) u chorych na padaczke leczonych LPP(+)
z napadami uogélnionymi i w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Padaczka- napady uogélnione p
GG GT TT GG GT TT
Hey [uM] 12,5+4,4 | 11,8+2,9 | 12,6 +4,7 | 11,8 +3,3 | 12,3+ 4,2 12,7+ 4,8 | 0,4183
0,4747
0,9130
Met [uM] 18,7452 | 17,1 +4,8 | 17,0 +5,1 | 12,9 +8,8* | 11,0+ 5,3*** | 14,3+ 8,8 | 0,0233
0,0002
0,7427
Met/Hcy 1,7£0,7 | 1,5+0,5 | 1,4+0,7 |12£1]1 0,9+ 0,5** 1,1+0,6 | 0,0708
0,0024
0,3196
Wczesna 09+0,5 | 1,4+0,8 |1,1+04 |0,9+0,7 1,1+ 0,8 0,9+0,8 |0,4548
apoptoza [%] 0,1759
0,5941
P6zna 0,1+0,1 |0,1+0,2 |0,1=0,1 |0,3£04 0,2+ 0,2 0,2+0,2 | 0,2846
apoptoza [%] 0,2550
0,5135
> apoptoza 1,1£0,5 |1,6+0,9 |12+0,5 |[1,1+1,0 1,4+1,0 1,1+ 0,9 | 0,4849
[%] 0,1940
0,7679

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Manna-Whitney’a. Statystycznie istotne réznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
poréwnaniu z kontrola.

Biorgc pod uwage ostatni z analizowanych polimorfizméw ABCB1/MDR1 G2677(A/T) (Tab.18.)
rébwniez nie zaobserowano istotnych statystycznie réznic stgzenia Hcy oraz w poziomie komorek
apoptotycznych dla Zzadnego z analizowanych genotypéw w pordéwaniu z kontrolg. Zaobserwowano
natomiast istotny spadek stezenia Met w przypadku genotypéw GG i GT (test Manna-Whitney’a,
odpowiednio p<0,05, p<0,001 w poréwnaniu z kontrola), ktéremu w przypadku drugiego genotypu
towarzyszyt rowniez spadek poziomu stosunku Met/Hcy (test Manna-Whitney’a, p<0,01, w poréwnaniu z

kontrolg).
Wyniki analizy stezenia Hcy, Met i poziomu komodrek w pdznej apoptozie u chorych z napadami

ogniskowymi i uogélnionymi oraz w grupie kontrolnej w zaleznosci od genotypow analizowanych trzech

polimorfizmow przedstawiono na ponizszych wykresach (Ryc.19.-21.)
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Ryc.19. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komoérek w p6znej apoptozie u chorych na padaczke

LPP(+) z napadami ogniskowymi i uogélnionymi oraz w grupie kontrolnej w zaleznosci od

genotypow ABCB1/MDR1 C1236T
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Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.

Ryc.20. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komérek w péznej apoptozie u chorych na padaczke

LPP(+) z napadami ogniskowymi i uogolnionymi oraz w grupie kontrolnej w zaleznosci od

genotypow ABCB1/MDR1 C3435T
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Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.
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Ryc.21. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komoérek w p6znej apoptozie u chorych na padaczke
LPP(+) z napadami ogniskowymi i uogélnionymi oraz w grupie kontrolnej w zaleznosci od

genotypéw ABCB1/MDR1 G2677(A/T)
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Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.

4.9. Analiza stezenia Hcy 1 Met oraz poziomu komorek z aktywnymi kaspazami w
zalezno$ci od rodzaju stosowanej farmakoterapii u chorych na padaczke oraz w
grupie kontrolnej

W badaniach uwzglgdniono rodzaj stosowanej farmakoterapii u chorych z padaczka.

Tab.19. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komoérek apoptotycznych u chorych na padaczke leczonych
monoterapig i politerapia oraz w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Chorzy na padaczke p
LPP (-) LPP(+)
Monoterapia | Politerapia

Hcy [uM] 12,0+ 3,5 145+ 2,5 11,1+ 8,5 15,6+9,3 0,0277
Met [uM] 18,0+ 6,0 11,1+ 6,8* 10,6+ 8,7*** | 13,247,7** <0,0001
Met/Hcy 1,6+ 0,7 0,7+ 0,5*** | 1,0£0,5*** 0,940,5*** <0,0001
Woczesna apoptoza | 1,1+ 0,7 0,7+0,5 1,2+1,3 1,2+ 0,7 0,2018
[%]
P6zna apoptoza 0,1+ 0,1 0,3+ 0,3 0,2+ 0,2 0,3+0,2* 0,0413
[%]
> apoptoza [%] 1,3+ 0,7 1,0+ 0,7 1,4+1,4 15+0,8 0,2627

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogolnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Kruskala-Wallisa. Statystycznie istotne réznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
poréwnaniu z kontrola.
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Ryc.22. Stezenie Hcy | Met oraz poziom komérek w péznej apoptozie u chorych na padaczke
leczonych monoterapia i politerapia oraz w grupie kontrolnej
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Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.

Analizujac st¢zenie wybranych osoczowych biotioli oraz poziom komorek apoptotycznych w
zaleznosci od stosowanego leczenia nie zaobserwowano istotnych roznic w poziomie powyzszych
parametrow pomig¢dzy pacjentami leczonymi jednym a wieloma LPP (Tab.19, Ryc.22.). Zauwazono
natomiast tendencj¢ do wzrostu stezenia Hcy u pacjentow z padaczka oczekujacych na wiaczenie LPP
oraz u osob stosujacych politerapi¢. Trend wzrostowy dotyczyl rowniez komorek w pdznej apoptozie u
wszystkich pacjentow cierpiacych na padaczke, ale istotne zwigkszenie poziomu tych komorek
zaobserwowano jedynie u chorych leczonych politerapig (test Kruskala-Wallisa, p<0,05 w poréwnaniu z
kontrolg). U chorych z padaczka bardziej nasilone zmiany obserwowano natomiast w przypadku spadku
stezenia Met (test Kruskala-Wallisa, LPP(-), p<0,05; Monoterapia, p<0,001; Politerapia, p<0,01 w
porownaniu z kontrolg) i poziomu stosunku Met/Hcy (test Kruskala-Wallisa, p<0,001 w poréwnaniu z

kontrolg).
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Tab.20. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komérek apoptotycznych u chorych na padaczke leczonych
monoterapia oraz W grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Chorzy na padaczke
LPP (-) LPP(+) Monoterapia p

NG SG

NG VPA CBz
Hcy [uM] 12,0+ 3,5 145+ 2,5 8,4+ 8,0 10,1+49,0 | 15,1+8,6 |0,0123
Met [uM] 18,0+ 6,0 11,1+ 6,8 8,7+ 8,5* |10,2+8,9* | 12,5+10 | 0,0005
Met/Hcy 1,6+0,7 0,7+ 0,5*** | 1,0£0,6 1,0£0,6* |0,9+0,5 <0,0001
Woczesna apoptoza | 1,1+ 0,7 0,7£0,5 0,9+ 0,5 1,319 1,3+0,8 0,2588
[%] WA
P&zna apoptoza 0,1+ 0,1 0,3+ 0,3 0,3+£0,3 0,2+0,1 0,2 +0,1 0,3996
[%]PA
> apoptoza [%] CA | 1,3+ 0,7 1,0+0,7 1,2 +£0,7 15+19 15409 0,4370

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Kruskala-Wallisa. Statystycznie istotne rdznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
poréwnaniu z kontrola.

Jednoczesnie w przypadku chorych leczonych w monoterapii (Tab.20.) zaobserwowano tendencje
do najwiekszego wzrostu st¢zenia Hcy u oséb otrzymujacych CBZ i1 najwiekszego jej spadku u chorych
otrzymujacych LPP NG. Z kolei stgzenie Met bylo istotnie obnizone u pacjentéw pobierajagcych LPP NG
oraz VPA (test Kruskala-Wallisa, p<0,05 w poréwnaniu z kontrolg). Jednocze$nie zaobserwowano istotne
obnizenie poziomu stosunku Met/Hcy u chorych LPP(-) oraz leczonych VPA. Poziom komdrek w pozne;j
apoptozie mial tendencje do wzrostu u wszystkich osob z padaczka zaréwno leczonych, jak i nie
leczonych LPP, i osiagat najwyzsze wartosci w przypadku stosowania LPP NG oraz u chorych przed
wlaczeniem leczenia.

Tab.21. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komorek apoptotycznych u chorych na padaczke leczonych
politerapig oraz w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Chorzy na padaczke
LPP (-) LPP(+) Politerapia p
NG SG+NG

Hcy [uM] 12,0+ 3,5 14,5+2,5 13,3+ 3,0 15,9+9,8 0,0150
Met [uM] 18,0+ 6,0 11,1+ 6,8* 14,2+ 7.5 13,0+ 7,9** 0,0008
Met/Hcy 1,6+ 0,7 0,7+ 0,5*** 1,0+ 0,3 0,9+ 0,5*** <0,0001
Wczesna 1,1+ 0,7 0,7+ 0,5 1,1+ 0,6 1,2+ 0,7 0,2293
apoptoza [%]
WA
Pozna 0,1+ 0,1 0,3+ 0,3 0,2+ 0,1 0,3+ 0,2 0,0637
apoptoza
[%]PA
> apoptoza 1,3+ 0,7 1,0+ 0,7 1,3+ 0,4 1,5+ 0,8 0,2504
[%] CA

Srednia + SD. Poziom komérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Kruskala-Wallisa. Statystycznie istotne rdznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001 w

poréwnaniu z kontrola.
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W przypadku chorych stosujacych politerapi¢ (Tab.21.) nie zauwazono istotnych réznic w
zakresie st¢zenia Hcy pomiedzy chorymi stosujagcymi LPP NG oraz LPP SG w skojarzeniu z LPP NG
oraz w poréwnaniu z kontrolnymi ochotnikami. Zaobserwowano natomiast istotne zmniejszenie st¢zenia
Met oraz spadek poziomu stosunku Met/Hcy u chorych na padaczke LPP(-) (test Kruskala-Wallisa,
odpowiednio: p<0,05 i p<0,001) oraz u oséb leczonych politerapig obejmujaca zarowno LPP NG, jak i
SG (test Kruskala-Wallisa, odpowiednio p<0,01 i p<0,001). Nie zaobserwowano statystycznie istotnych
réznic analizujac poziom komoérek apoptotycznych pomiedzy pacjentami leczonymi wieloma lekami w

poroéwnaniu z kontrola.

4.10. Analiza stezenia Hcy 1 Met oraz poziomu komorek z aktywnymi kaspazami w
zaleznosci od czasu trwania leczenia LPP chorych na padaczke oraz w grupie
kontrolnej

Tab.22. Stezenie Hcy i Met oraz poziom komérek apoptotycznych w zaleznos$ci od czasu leczenia
LPP chorych na padaczke oraz w grupie kontrolnej

Parametry Kontrola Chorzy na padaczke
LPP (-) LPP(+) p
<5 lat >5 lat

Hcey [uM] 12,0+ 3,5 14,5+ 2,5 12,3+ 8,9 14,0+ 9,2 0,0693
Met [uM] 18,0+ 6,0 11,1+ 6,8* 11,44 8,4** 12,24 8,2*** <0,0001
Met/Hcy 1,6+ 0,7 0,7+ 0,5%** 1,0+ 0,5%** 0,9+ 0,5*** <0,0001
Wczesna 1,1£ 0,7 0,7+ 0,5 1,2+ 0,7 1,2+ 1,3 0,3389
apoptoza [%]
WA
Pozna 0,1+ 0,1 0,3+ 0,3 0,2+ 0,2 0,2+ 0,2 0,0489
apoptoza
[%]PA
> apoptoza 1,3+ 0,7 1,0+ 0,7 1,4+ 0,8 1,5+ 1,3 0,4194
[%] CA

Srednia + SD. Poziom komoérek z aktywnymi kaspazami przedstawiono jako % ogélnej liczby limfocytow.
Uzyto testu Kruskala-Wallisa. Statystycznie istotne réznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 w
poréwnaniu z kontrola.

Uwzgledniajac czas trwania leczenia (Tab.22.) zauwazono tendencj¢ do wzrostu stezenia Hcy u
osob leczonych LPP przez okres dtuzszy niz 5 lat oraz u osob oczekujacych na wlaczenie LPP. Stezenie
Met oraz poziom stosunku Met/Hcy ulegaty istotnemu obnizeniu zaré6wno u chorych przed wiaczeniem
LPP (test Kruskala-Wallisa, odpowiednio: p<0,05, p<0,001 w poréwnaniu z kontrola), jak i u chorych
LPP(+) leczonych krocej niz 5 lat (test Kruskala-Wallisa, odpowiednio p<0,01, p<0,001 w poréwnaniu z
kontrolg) oraz dluzej niz 5 lat (test Kruskala-Wallisa p<0,001w poréwnaniu z kontrolg). Jednoczes$nie
bioragc pod uwage komorki z aktywnymi kaspazami zaobserwowano tendencje do wzrostu poziomu
komorek w poznej apoptozie u wszystkich chorych na padaczke z tendencja do najwyzszych wartosci u
chorych przed wtaczeniem terapii.
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5. Dyskusja

Epileptogeneza jest ztozonym, przewleklym i nadal nie do konca poznanym procesem, ktory
prowadzi do transformacji prawidlowego mozgu, w modzg generujacy nieprowokowane napady
padaczkowe [175,176]. Uwaza si¢, ze biorg w nim udziatl zar6wno czynniki genetyczne, jak i nabyte
(srodowiskowe). Patofizjologia tworzenia si¢ ogniska padaczkowego, a wiec obszaru neuronalnego
potrzebnego 1 wystarczajacego do rozpoczgcia napadu padaczkowego, obejmuje wiele procesow
molekularnych, mogacych przebiegac jednoczesnie i/lub kolejno po sobie [177].

Jak wynika z pis$miennictwa, jednym z mechanizmoéw lezacych u podtoza epileptogenezy moga
by¢ nieprawidlowosci dotyczace ekspresji, lokalizacji badz tez funkcji kanaléw jonowych; zaréwno
sodowych, wapniowych, jak i potasowych. Kanaty te przez obecno$¢ w btonach komoérek nerwowych i
glejowych uczestnicza w regulacji aktywnosci elektrycznej [178]. Ws$r6d innych mechanizmow
zwigzanych z tworzeniem ogniska padaczkowego wyr6znia si¢ udziat nadmiernej aktywnosci szlaku
glutaminergicznego [179] oraz uposledzenie hamowania GABA-ergicznego [180]. Uwaza sig, ze
nadmierna aktywno$¢ szlaku glutaminergicznego przyczynia si¢ do zjawiska ekscytotoksycznosci, ktore
powstaje w wyniku wzmozonej stymulacji receptoréw glutaminergicznych i prowadzi do depolaryzacji
neuronéw przez naptyw do komorek jondw wapnia. Wykazano ponadto, ze stres oksydacyjny, bedacy
wynikiem nadmiernego wytwarzania ROS, moze rowniez odgrywaé wazng rol¢ w zapoczatkowaniu oraz
rozwoju epileptogenezy z udziatem komorek nerwowych [181]. Co wigcej, w badaniach na modelach
do$wiadczalnych padaczki oraz w badaniach sekcyjnych u ludzi stwierdzono, ze przedtuzajace sie napady
padaczkowe, a w szczegdlnosci stan padaczkowy, moga prowadzi¢ do utraty neuronow, m.in. kory nowe;j
i hipokampa [182,183]. W badaniach u chorych z padaczka przysrodkowego ptata skroniowego,
zaobserwowano, ze proces $mierci neuronow hipokampa dotyczy gltéwnie obszaru jego wngki oraz
neuronow piramidowych CA1l i CA3 [184,185]. Jedne z najnowszych badan wskazuja, ze w proces
epileptogenezy moga by¢ rowniez zaangazowane komorki glejowe, m.in. astrocyty. Ich udziat ttumaczy
si¢ W oparciu o teori¢ zwang ,,hipotezg kinazy adenozyny”, zwigzanej z wystepowaniem astrogliozy w
wyniku zadziatania szkodliwego bodzca, jakim moze by¢ np. stan padaczkowy. W konsekwencji moze on
prowadzi¢ do stymulacji enzymu i obnizenia poziomu endogennej adenozyny, posiadajacej wlasciwosci
antydrgawkowe [186]. Mechanizmy uczestniczace w procesie utraty komorek OUN nie sg do konca
poznane, ale uwaza sie, ze jednym z nich moze by¢ $mier¢ komorek na drodze apoptozy [130].

Z drugiej strony, doniesienia z badan na liniach komoérek nowotworowych oraz na modelach
zwierzgcych, wskazuja na mozliwo$¢ wzbudzania apoptozy przez LPP, jako efekt uboczny dziatania tych
lekow [4,136]. Wykazano, ze zwlaszcza wieloletnie stosowanie LPP moze prowadzi¢ do wystapienia
dzialan niepozadanych, takich jak: zwiekszone ryzyko rozwoju zmian miazdzycowych 1 chorob
naczyniowych [187,188,189], w tym glownie przez podwyzszanie stezenia osoczowej Hcy, ADMA,
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lipoproteiny (a) oraz modyfikacj¢ profilu lipidow, zarowno u dzieci, jak i u dorostych chorych na
padaczke [190,191,192,193,34]. Co wigcej, uwaza si¢, ze podwyzszone stgzenie Hcy moze indukowac
proces kontrolowanej genetycznie $mierci komoérki m.in. przez indukowanie ROS [5,6]. Komorki
nerwowe sg jednymi z najbardziej wrazliwych komorek organizmu na stres oksydacyjny, a przedtuzajgce
si¢ pobudzenie neurondéw podczas napadéw padaczkowych moze prowadzi¢ do ich utraty na drodze
apoptozy badz tez martwicy. W badaniach przeprowadzonych przez Gorgone i wsp. [2009] wykazano, ze
hHcy jest czynnikiem ryzyka atrofii mézgu, a proces ten moze dotyczy¢ od 20 do nawet 50% chorych na
padaczke [194].

W badaniach wlasnych zaobserwowano istotny wzrost stezenia osoczowe] Hcy, zaréwno u
chorych leczonych LPP, jak i oczekujacych na wilaczenie leczenia tymi lekami. Potwierdzaja to
wczesniejsze prace, w ktorych podwyzszone stezenie tego biotiolu opisywano m.in. u chorych dorostych
w populacji polskiej [34,195] oraz u dzieci i dorostych w populacji wtoskiej [196,116]. Podwyzszone
stezenie Hcy w badaniach wlasnych, obserwowano rowniez u pacjentéw przed wiaczeniem leczenia LPP.
Wozrost stezenia tego biotiolu przed kuracja LPP wydaje si¢ wynika¢ z doboru grupy, stosowanej przez
badane osoby diety badz tez by¢ nastgpstwem toczacego si¢ procesu epileptogenezy.

W literaturze pojawito si¢ jednak znacznie wigcej prac wskazujacych na udzial LPP w
generowaniu hHey u chorych z padaczka. Dane literaturowe wskazuja ponadto, ze hHey dotyczy¢ moze
nawet znacznego odsetka chorych na padaczke leczonych LPP [197]. W pracy Agnati i wsp. [2005]
wykazano, ze Hcy moze przechodzi¢ przez bariere¢ krew-mozg, a stezenie w osoczu tego biotiolu
odzwierciedla jego poziom w OUN [198]. Ponadto, wykazano, ze hHcy jest czynnikiem ryzyka wielu
choréb, w tym: udaru niedokrwiennego moézgu, choréb neurodegeneracyjnych (chA, chP), nowotwordéw
oraz stanowi ryzyko poronien [87]. Jednoczesnie, na modelach zwierzecych padaczki wykazano, ze hHcy
przyczynia si¢ do nieskutecznej kontroli napadéw padaczkowych [199]. Prawdopodobnie wynika to z
prodrgawkowego dziatania jej metabolitu, tiolaktonu homocysteiny (HCTL, ang. homocysteine
thiolactone), z udziatem syntazy tlenku azotu [200,201]. Inna z teorii zaktada, ze L-izomer Hcy i produkt
jej oksydacji, kwas L-homocysteinowy sg potencjalnymi agonistami receptora NMDA oraz
metabotropowego receptora glutaminergicznego (mGlu), ktore sa zaangazowane bezposrednio w proces
epileptogenezy [202]. Z kolei w badaniach u ludzi wykazano, ze podwyzszone stezenie Hcy moze by¢
czynnikiem predykcyjnym drgawek abstynencyjnych u osob z zespotem zaleznosci alkoholowej (ZZA)
[203,204,205].

Wykazano, ze na podwyzszenie st¢zenia Hcy u pacjentow chorych na padaczke wptywa wiele
czynnikdw. Do najwazniejszych naleza: dieta uboga w kofaktory przemiany Hcy, styl Zycia, czynniki
genetyczne (gldwnie polimorfizmy w genach MTHFR, MTR, CBS), wiek oraz wspomniana wcze$niej
terapia LPP [34]. Jednak mechanizmy zwigzane z generowaniem hHcy przez LPP sa nadal do konca

niepoznane. Z danych literatury wynika, ze LPP podwyzszaja st¢zenie Hcy przez obnizanie poziomu
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kofaktorow jej przemian: kwasu foliowego (FA) oraz witaminy B12 [206]. Przyktadowo, zaobserwowano
wzrost st¢zenia Hcy zwigzany z obnizeniem stgzenia FA podczas stosowania CBZ, natomiast w
przypadku stosowania VPA podwyzszonemu stezenia Hcy towarzyszyt zaréwno spadek, jak 1
prawidlowy poziom FA [207,208,209]. Aktualnie niedobor folianow u chorych na padaczke
pobierajacych LPP tlumaczy si¢ w oparciu o kilka mechanizméw: zaburzeniem ich wchtaniania,
uposledzeniem ich transportu do tkanek oraz indukowaniem enzymoéw watrobowych i zwigzanym z tym
procesem zwickszonego katabolizmu folianéw [210]. Co cieckawe, dane literaturowe wskazuja, ze leki nie
indukujgce enzymoéw watrobowych, takie jak: LEV, LTG, zasadniczo nie podwyzszaja stezenia Hcy oraz
nie wpltywaja na zmian¢ stezenia witaminy B12 1 FA [116,211]. Potwierdzaja to badania wtasne, w
ktoérych wykazano, ze u chorych stosujacych monoterapi¢ CBZ, obserwowano tendencj¢ do wyzszych
stezen Hcy, natomiast w przypadku LPP NG obserwowano nizsze stezenia tego biotiolu. Podobne wyniki
uzyskano rowniez w innych badaniach m.in. podwyzszone stezenie Hcy w przypadku stosowania CBZ w
monoterapii u dzieci [207,212] oraz prawidlowe jej stezenie podczas terapii LEV i LTG u dorostych
[116,211]. Z pracy Sniezawskiej i wsp. [2011] oraz Huemer i wsp. [2005] wynika, Zze do generowania
Hcy prowadzi rowniez politerapia. Potwierdzaja to wyniki uzyskane w niniejszej pracy, pacjenci
stosujacy politerapie¢ wykazywali tendencje do wyzszych stezen Hcy, niz chorzy stosujacy jeden LPP
[34,197].

Ponadto, podobnie jak w pracy Ono i wsp. [1997] w przeprowadzonych badaniach u chorych na
padaczke zarowno leczonych, jak i1 oczekujacych na wiaczenie leczenia LPP, istotnemu obnizeniu ulegato
stezenie Met. Wydaje si¢, ze spadek stezenia tego biotiolu zwigzany byt z obnizeniem efektywnosci
procesu remetylacji Hcy w nastgpstwie stosowanej farmakoterapii, najprawdopodniej wptywajacej na
zaburzenie procesoOw matabolicznych, badZz skutkiem procesu epileptogenezy. Jednocze$nie W niniejszej
pracy wykazano, ze obnizeniu ulegal poziom stosunku Met/Hcy[213]. Uwaza si¢, ze spadek poziomu
tego stosunku moze by¢ zwigzany z transformacja Hcy do jej metabolitu HCTL w komorkach
srodbtonka. Jak wiadomo, zwigzek ten posredniczy w tworzeniu zmian miazdzycowych indukowanych
przez Hey [201,2015].

Z danych pi$miennictwa wynika, ze hHcy oraz LPP moga wzbudzaé¢ apoptoze w liniach
komorkowych [5,6]. Jak do tej pory jednak nie badano wptywu LPP na indukowanie apoptozy w
komorkach krwi obwodowej u chorych na padaczkg. Z przeprowadzonych badan u chorych z padaczka
leczonych LPP wynika, Ze terapia tymi lekami mogta wplywaé¢ na wzrost poziomu komorek
apoptotycznych (limfocytow krwi obwodowej), o istotne, pézno-apoptotycznych. Uwaza sie, ze pozne
stadium apoptozy, w odroznieniu od wczesnego, jest procesem nieodwracalnym, gdyz w jego przebiegu
oprocz aktywacji kaskady kaspaz, dochodzi rowniez do przerwania ciggtosci blony komoérkowej. Z badan
na zwierzegcych modelach padaczki oraz badan klinicznych wynika, ze przedluzajace si¢ napady

padaczkowe, a szczegoOlnie stan padaczkowy prowadza do uszkodzenia mdzgu 1 $mierci komorek
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nerwowych i glejowych [216]. Mimo, ze mechanizmy lezace u podioza tego zjawiska pozostaja nadal
niewyjasnione, jednym z nich moze by¢ proces apoptotycznej $mierci neuronéw. Potwierdza to wzrost
poziomu bialek z rodziny Bcl-2 w resekowanych strukturach mézgu pacjentow poddanych operacji z
powodu padaczki skroniowej [217]. Jak wiadomo, niektore LPP mogg indukowa¢ apoptoze [4,136,218],
co w S$wietle terapii pacjentow wydaje si¢ mie¢ istotne znaczenie, gdyz nasilony proces apoptozy
komorek pod wptywem stosowania LPP, w tym komoérek OUN, moze przyczynia¢ si¢ do intensyfikacji
mechanizmow zaangazowanych w proces epileptogenezy [219]. Uwaza sig, Ze utrata neuronow U chorych
na padaczk¢ moze prowadzi¢ do zaburzenia réwnowagi pomiedzy neuronami pobudzajacymi i
hamujacymi w sieci neuronalnej, np. w wyniku obumierania neuronow hamujacych, badz tez
pobudzajacych, ktore z kolei aktywuja hamujace i nasila¢ proces chorobowy [220,221].

Jak wiadomo, limfocyty krwi obwodowej sg komorkami uktadu odpornosciowego i pelnig istotng
role w wytwarzaniu swoistej odpowiedzi immunologicznej. Biorg udzial w zwalczaniu infekcji, jak tez
petnig funkcje ochronng organizmu przed procesami nowotworowymi. Nasilona apoptoza limfocytéw
mogtaby prowadzi¢ do zwigkszonej podatnosci na infekcje u chorych z padaczka poddanych leczeniu
LPP, a nawet prowadzi¢ do rozwoju chordéb nowotworowych. Z pismiennictwa wynika, ze u chorych na
padaczke istnieje wyzsze ryzyko rozwoju okre§lonych nowotworéw. Badania przeprowadzone w
populacji dunskiej wykazaty silng korelacj¢ pomiedzy zachorowaniem na padaczke, a zwigkszong
czestoscig wystgpowania nowotworow OUN, jamy ustnej i gardta, a umiarkowang pomigdzy padaczka a
nowotworami uktadu oddechowego, niezaleznie od stosowanych LPP. Wydaje si¢ jadnak, ze to raczej nie
LPP posiadaja potencjat kancerogenny, ale aspekty zwigzane z padaczka: m.in. jej przyczyny [222]. Z
kolei badania Singh i wsp. [2012] wykazaty, ze u chorych na padaczke leczonych VPA obserwowano
tendencje do wystepowania nowotworOw prostaty, ale nie obserwowano zachorowan na nowotwory
piersi [223]. W licznych badaniach na komérkach nowotworowych, w tym linii komoérek raka piersi [224]
potwierdzono, ze VPA posiada potencjalne wiasciwosci leku antynowotworowego. Mogtoby to
thumaczy¢ zmniejszong liczbe zachorowan na ten rodzaj nowotworu u pacjentéw leczonych LPP, wérod
ktorych VPA jest nadal jednym z najczesciej stosowanych lekéw. W pracy wiasnej przeprowadzonej na
grupie chorych na padaczke nie stwierdzono wystepowania nowotwordw, ani tez zwiekszonej
zapadalno$ci na infekcje. Wydaje sig, ze okres obserwacji tych chorych jest zbyt krotki, a badana
populacja zbyt mala, by wyciaga¢ jednoznaczne wnioski.

Ponadto, z niniejszej pracy wynika, ze chorzy z napadami ogniskowymi leczeni LPP wykazywali
wickszg tendencje do wzbudzania apoptozy komorek, niz pacjenci rozwijajacy napady uogélnione. Juz
we wczesniejszych pracach wykazano aktywacje procesu apoptozy w padaczce z napadami
ogniskowymi. W badaniach tych zaobserwowano wzrost poziomu biatka z rodziny Bcl-2 w surowicy
pacjentow z padaczka skroniowa, a w szczegdlnosci byl on najwyzszy u pacjentdow z

niesatysfakcjonujaca kontrolag napadow [225]. Ponadto, wykazano, ze lekooporna padaczka skroniowa
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zwigzana byla ze zmiang ekspresji bialek rodziny Bel-2 w placie skroniowym oraz wzrostem aktywnosci
kaspazy-3 i -4 [226]. Z danych literatury wynika roéwniez, ze u oséb dorostych jednym z najczesciej
wystepujacych zespotéw padaczkowych jest padaczka ptata skroniowego, a wystepujace w jej przebiegu
napady ogniskowe w wielu przypadkach sg lekooporne. Leczenie tego zespotu wymaga wigc czesto
zastosowania politerapii [227].

Uwaza si¢ rowniez, ze proces apoptozy u chorych na padaczke moze dotyczy¢ nie tylko OUN, ale
rowniez innych narzadow. W pracy Zhao i wsp. [2014] zaobserwowano rozwinigcie si¢ neurogennego
obrzeku pluc, zwigzanego z procesem genetycznie kontrolowanej $mierci komorek [135]. Dane
literaturowe wskazuja ponadto, ze LPP, ktore w stezeniach terapeutycznych w monoterapii nie
wykazywaty efektu apoptotycznego (z wyjatkiem LEV), stosowane w politerapii z lekiem o
wlasciwo$ciach proapoptotycznych moga potegowaé proces apoptozy [149,162]. Wydaja si¢ to
potwierdza¢ badania wtasne, w ktérych poziom komoérek w pdznej apoptozie wzrastal gldwnie u
pacjentow otrzymujacych politerapi¢ i nie zalezal od czasu trwania leczenia LPP. Warto nadmieni¢, ze
terapia chorych z zastosowaniem kilku LPP w skojarzeniu jest stosowana glownie w przypadku chorych z
padaczka lekooporng. Kontrola napadéw padaczkowych jest u tych chorych niesatysfakcjonujaca, a
napady powtarzaja si¢, mimo pobierania LPP. W §wietle badan wtasnych, wydaje sie, ze stosowana
politerapia moze potegowac efekt uszkodzenia komoérek w drodze apoptozy.

Z danych literaturowych wynika, ze gen lekoopornosci ABCB1/MDRL1, analizowany gtéwnie w
kontekscie nieskutecznosci terapii choréb nowotworowych oraz leczenia padaczki, moze rdéwniez
modulowac¢ proces apoptozy podczas leczenia LPP [3].

Co wigcej, liczne dane literaturowe wskazuja, ze czynniki genetyczne mogag tez wplywac¢ na
skuteczno$¢ leczenia oraz na wystepowanie niepozadanych skutkoéw terapii LPP [1,2,34,228]. Z
przeprowadzonych badan wynika, ze na regulacje stezenia osoczowe] Hcy u chorych z padaczka
leczonych LPP mogly wptywaé¢ polimorfizmy genu ABCB1/MDR1. Wydaje si¢, ze szczegblnie do
wzrostu stezenia Hcy predysponowato posiadanie heterozygotycznego genotypu CT ABCB1/MDR1
C3435T 1 dotyczyto to w szczegdlnosci chorych z napadami ogniskowymi. Ponadto, chorzy z napadami
ogniskowymi i genotypem homozygotycznym nieprawidtowym TT C1236T, prawidtowym CC C3435T,
nieprawidtowym TT oraz heterozygotycznym GT G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1 wykazywali srednie
stezenia Hcy na poziomie tagodnej hHey. Wedtug najlepszej wiedzy autorki jest to pierwsze doniesienie
swiadczace o udziale tego genu w regulacji stezenia Hcy u chorych na padaczke. Ponadto, z
przeprowadzonych badan wynika, ze proces apoptozy przy wspotudziale Hcy zachodzi szczegdlnie u
pacjentow posiadajacych genotyp heterozygotyczny CT MDR1/ABCB1 C3435T. Wydaje si¢ wiec, ze
wyzej wymieniona grupa chorych z padaczka jest szczeg6lnie narazona na dzialania niepozadane LPP i

powinna zosta¢ otoczona szczeg6dlng opieka podczas leczenia. Uwaza si¢ ponadto, ze rdézna ekspresja
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genu MDR1/ABCB1 i zwigzana z nig aktywnos$¢ P-gp, moze zaleze¢ od stezenia FA [229] oraz
kobalaminy [230], ktére moga by¢ zaburzone u pacjentow z padaczka w wyniku stosowania LPP.

Obecnie istniejg nieliczne doniesienia dotyczace czgsto$ci wystepowania polimorfizméw genu
ABCB1/MDR1 C3435T oraz G2677(A/T) w populacji polskiej u chorych na padaczke [82,83,231]. W
ostatnim czasie pojawito si¢ natomiast kilka prac dotyczacych tego genu w populacji polskiej w innych
chorobach [62,232,233]. Jak dotad nie badano polimorfizmu ABCB1/MDR1 C1236T w populacji
polskich chorych z padaczka, a jedyne doniesienie o czgstosci wystepowania tego polimorfizmu pochodzi
z badania u polskich chorych z chP [234].

W przedstawionych badaniach wtasnych na grupie 169 osob, w tym 85 chorych z padaczka 1 84
osobach kontrolnych, nie zaobserwowano istotnej réznicy w czgstosci wystepowania genotypow dla
zadnego z analizowanych polimorfizmow genu ABCB1/MDR1 C1236T, C3435T oraz G2677(A/T) u
chorych na padaczke w pordwnaniu z kontrolnymi ochotnikami. Potwierdzaja to przeprowadzone
wczesniej badania Stasiotka 1 wsp. [2016] w populacji polskich dzieci dotyczace polimorfizmu C3435T
oraz Smolarza i wsp. [2017] w populacji dorostych dotyczace G2677(A/T). Dodatkowo, w pracach tych
nie zaobserwowano roéznicy w czgstosci wystepowania alleli pomiedzy osobami z padaczka a grupa
kontrolng. Wykazano natomiast, ze allel C C3435T byt czestszy u pacjentow z padaczka lekooporng w
poréwnaniu z pacjentami z dobra kontrolag napadéw oraz zwigkszat ryzyko zachorowania na t¢ chorobe
neurologiczna. Z kolei obecnos¢ allelu T chronita przed zachorowaniem na padaczke [75,82,231].
Podobne wnioski wysuni¢to w przeprowadzonej metaanalizie dotyczacej rasy kaukaskiej. Wykazano w
niej istotnie mniejsze ryzyko rozwinigcia si¢ padaczki lekoopornej u chorych posiadajacych allel T
C3435T [2], chociaz we wczesniejszym badaniu w populacji polskiej nie zaobserwowano zadnej korelacji
omawianego polimorfizmu z wystepowaniem padaczki lekoopornej, przy uwzglednieniu kilku jej
definicji [83]. W badaniach wtasnych, podobnie jak w pracy Alpman i wsp. [2010] nie wykazano
obecnosci 0sob z genotypem GA oraz AA ABCB1/MDR1 G2677(A/T). Najprawdopodobniej wynika to z
niewielkiej czgstotliwoséci wystgpowania allelu A u 0sob z populacji europejskiej (2%) [235]. Ponadto,
tylko u jednego pacjenta z padaczka oznaczono genotyp AT. Chory ten cierpial na padaczke z napadami
uogolnionymi toniczno-klonicznymi, rozpoznang w 12 r.z. Od co najmniej 5 lat leczony byt z
zastosowaniem terapii skojarzonej LPP SG (VPA) oraz LPP NG (GBP, LEV) i doznawal $rednio 1
napadu co 2 miesigce. Choroba spehniata kryteria definicji padaczki lekoopornej, a w rodzinie pacjenta
nikt do tej pory nie chorowat na te chorobe neurologiczng. U opisywanego chorego oznaczone st¢zenie
Hcy miescito si¢ w granicach wartosci referencyjnych (13,5 uM), a poziom komodrek w pdznej apoptozie
nie byt wysoki 1 wynosit 0,5% limfocytow krwi obwodowe;.

Uwaza si¢, ze ze wzgledu na malg liczebno$¢ populacji badanej uzyskane wyniki czestosci
polimorfizméw ABCB1/MDR1 wymagaja potwierdzenia na wigkszej grupie osob, badz w badaniach
objetych metaanaliza.
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Z badan wiasnych wynika, ze dalsza analiza polimorfizméw genu ABCB1/MDR1 wraz z
oznaczaniem poziomu czynnikéw apoptotycznych moze przyczyni¢ si¢ w przysztosci do stosowania

korzystniejszych terapii u chorych na padaczke 1 do personalizacji leczenia.
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6. Whioski

1. Warianty genetyczne analizowanych polimorfizméw genu ABCB1/MDR1 wystepuja z rdzng
czestosciag u chorych na padaczke 1 os6b kontrolnych.

2. Sugeruje si¢, ze farmakoterapia LPP u chorych na padaczke prowadzi do jednoczesnego wzrostu
stezenia osoczowej homocysteiny oraz poziomu komorek w pdznej apoptozie.

3. Uwaza si¢, ze homocysteina indukuje proces apoptozy u chorych z padaczka jedynie podczas
leczenia LPP.

4. SzczegoOlnie narazeni na generowanie 0osoczowej homocysteiny i indukowanie apoptozy wydaja
si¢ by¢ chorzy z padaczka posiadajacy heterozygotyczny genotyp CT ABCB1/MDR1 C3435T.

5. Sugeruje si¢, ze chorzy z napadami ogniskowymi leczeni LPP wykazuja wigkszg tendencj¢ do
wzbudzania apoptozy, niz pacjenci rozwijajacy napady uogdlnione.

6. Raczej politerapia niz dlugotrwala terapia (powyzej 5 lat) zwicksza tendencj¢ do wzrostu stezenia
osoczowej homocysteiny i wptywa na poziom komorek apoptotycznych.

7. Dalsza analiza polimorfizmow genu ABCB1/MDR1 wraz z oznaczaniem poziomu czynnikow
apoptotycznych moze przyczyni¢ si¢ w przyszitosci do stosowania korzystniejszych terapii u

chorych na padaczke.
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7. Streszczenie

Padaczka jest chorobg os$rodkowego ukladu nerwowego (OUN) o wieloczynnikowym
pochodzeniu. Bedac schorzeniem przewleklym, wymaga stosowania farmakoterapii przez wiele lat, a
czasami przez cate zycie. Dlugotrwale leczenie lekami przeciwpadaczkowymi (LPP) niesie z sobg ryzyko
wystapienia dzialan niepozadanych. Ponadto, mimo obecnych na rynku ponad 20 LPP, zaréwno LPP
starej generacji (LPP SG), jak i LPP nowej generacji (LPP NG), nadal 30-40% pacjentow rozwija
lekooporno$¢. Z danych pi$miennictwa wynika, ze LPP moga prowadzi¢ do podwyzszania st¢zenia
osoczowej homocysteiny (Hcy), ktora jest czynnikiem ryzyka m.in. chordb sercowo-naczyniowych,
neurodegeneracyjnych oraz moze zwigksza¢ ryzyko poronien. Z kolei badania na liniach komorek
nowotworowych wykazaly, ze LPP moga indukowac apoptoz¢. Uwaza si¢ ponadto, ze genetycznie
kontrolowana $mier¢ komorki (apoptoza) moze by¢ jednag z drég obumierania neuronéw hipokampa w
przypadku przedtuzajacych sie napadoéw padaczkowych, a w szczegdlnosci, gdy dojdzie do rozwinigcia
si¢ stanu padaczkowego. Co wigcej, z danych pi$miennictwa wynika, ze ABCB1/MDR1, gen
lekoopornoséci typu-1 (ang. multidrug resistance-1 gene), analizowany glownie w kontekscie
nieskutecznosci leczenia chorob nowotworowych, moze réwniez modulowaé szlaki apoptozy.

Celem pracy byla analiza czgstoSci wystepowania polimorfizméow C1236T, C3435T oraz
G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1 u pacjentow z padaczka o nieznanej etiologii leczonych LPP, jak
réwniez u chorych przed wlaczeniem terapii tymi lekami oraz u kontrolnych ochotnikow w populacji
polskiej. U tych osob analizie poddano rowniez stezenie osoczowych biotioli: Hcy i metioniny (Met) oraz
poziom komorek z aktywnymi kaspazami w limfocytach krwi obwodowe;.

Badaniu poddano 85 0s6b z rozpoznang padaczka o nieznanej etiologii (dawniej z padaczka
kryptogenng) w wieku 18-69 lat (Srednia wieku 35,8+ 13,0), w tym 38 kobiet i 47 me¢zczyzn. Wsrod
badanych chorych: 11 0s6b oczekiwato na wilaczenie leczenia LPP z powodu nowo zdiagnozowanej
choroby, natomiast 74 pacjentéw otrzymywato leczenie roznymi LPP (LPP SG oraz LPP NG), zaréwno
w monoterapii, jak i w politerapii. Grupg kontrolnych ochotnikéw stanowity 84 osoby: 42 kobiety i 42
mezczyzn w wieku od 21 do 66 lat (§rednia wieku 33,8+ 10,6).

Badanie polimorfizmow C1236T, C3435T oraz G2677(A/T) genu ABCB1/MDR1 przeprowadzono
metoda HRM (ang. High Resolution Melting), potwierdzong sekwencjonowaniem. Analiz¢ poziomu
komorek apoptotycznych wykonano metoda cytometrii przeptywowej, przez identyfikacje komorek
wykazujacych obecnos¢ aktywnych kaspaz (m.in. kaspazy-3, -6, -7). Stezenie osoczowej Hcy i Met
oznaczono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjag elektrochemiczng (HPLC/EC,
ang. High Pressure Liquid Chromatography/Electrochemical Detection).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, Zze u chorych na padaczke¢ zar6wno schorzenie

(p<0,05), jak tez stosowana farmakoterapia LPP (p<0,01) prowadzg do wzrostu stezenia osoczowej Hcy
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oraz, ze LPP wplywaja na poziom komoérek w pdznej apoptozie (p<0,05). Stwierdzono rowniez, ze do
zwigkszania poziomu komorek z aktywnymi kaspazami predysponuja: wariant CT ABCB1/MDR1
C3435T (p<0,05), napady ogniskowe (p<0,05) oraz stosowanie politerapii (p<0,05). Wydaje si¢ ponadto,
ze chorzy z genotypem CT C3435T sg bardziej narazeni na rozwini¢cie hiperhomocysteinemii (Hcy,
p<0,05). Co wigcej, w proces wzbudzania kontrolowanej genetycznie $mierci komorki u chorych na
padaczke podczas leczenia LPP (p<0,001) wydaje si¢ by¢ zaangazowana Hcy przez indukowanie pdznej
apoptozy.

Dalsza analiza polimorfizméw genu ABCB1/MDR1 wraz z oznaczaniem poziomu czynnikow
apoptotycznych moze przyczyni¢ si¢ w przysztosci do stosowania korzystniejszych terapii u chorych na

padaczke i do personalizacji leczenia.
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8. Abstract

ABCB1/MDR1 gene polymorphisms and the level of apoptotic factors in epilepsy patient treated with

antiepileptic drugs.

Epilepsy is a disease of the brain of multifactorial etiology. As a chronic disorder it requires a
long- term or even life- long antiepileptic drug (AED) therapy. AEDs may cause many side effects and at
the cellular level may disturb the metabolism of specific compounds. Despite more than 20 AEDs
available, including older (OG) and newer generation (NG) drugs, still 30-40% of the patients develope
an intractable epilepsy. Literature data has shown that AEDs may lead to an increase of homocysteine
(Hcy) concentration which is a well- known risk factor of the cardiovascular and neurodegenerative
diseases and may cause greater miscarriage risk. Moreover, studies on neoplastic cell lines have revealed
that some AEDs may also induce cell apoptosis. It is also known that programmed cell death (PCD) may
be one of the possible pathways of neurons death as a result of the prolonged seizures or mainly status
epilepticus. Moreover, the literature data has indicated that ABCB1/MDR1, multidrug resistance-1gene,
known from studies on cancer treatment failure, may also modulate pathways of suicidal cell death.

The aim of the study was to analyze the frequency of C1236T, C3435T and G2677(A/T)
polymorphisms of ABCB1/MDRL1 gene in DNA isolated from peripheral blood in epilepsy patients treated
with AEDs as well as in patients before initiating the therapy and in healthy volunteers. Plasma Hcy and
methionine (Met) concentrations as well as the level of cells with active caspases among peripheral blood
lymphocytes were also analyzed.

The study involved 85 patients at the age of 18 — 69 years (mean age 35,8+ 13,0), diagnosed of
epilepsy of unknown etiology: 38 women and 47 men. Among studied patients: 11 people were awaiting
the therapy because of newly diagnosed disease, 74 were treated with various AEDs (OG and NG AEDs),
both in mono- and in polytherapy. Control group consisted of 84 volunteers: 42 women and 42 men at the
age of 21-66 years (mean age 33,8+ 10,6).

The plasma Hcy and Met concentrations were analyzed by high pressure liquid chromatography
with electrochemical detection (HPLC/EC). The level of lymphocyte apoptotic cells were conducted by
active caspases detection by flow cytometry. Genetic study of C1236T, C3435T and G2677(A/T)
ABCB1/MDR1 polymorphisms was analyzed using high resolution melting method (HRM) which was
confirmed with sequencing.

The study revealed that AEDs therapy in epilepsy patients leads to an increase in plasma Hcy
concentration and the level of late stage apoptotic cells. It seems that mainly focal seizures and
polytherapy may predispose to an elevated level of cells with active caspases. Moreover, ABCB1/MDR1
gene may modulate these processes and patients with ABCB1/MDR1 3435CT genotype are at the highest
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risk of developing hyperhomocysteinemia (hHcy) and cell apoptosis induction. It seems also that Hcy is
involved in programmed cell death in epilepsy patients.

Genetic analysis of ABCB1/MDR1 gene polymorphisms in combination with plasma biothiols and
apoptotic cells in patients with epilepsy may lead to the more successful and individualised

anticonvulsive therapy.
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