Ocena rozprawy na stopien naukowy doktora nauk medycznych
lek. med. Urszuli tagan-Jedrzejczyk
pt. ,Polimorfizmy genu ABCBI/MDRI a poziom czynnikéw apoptotycznych u chorych na
padaczke leczonych lekami przeciwpadaczkowymi”.

Padaczka uznawana jest za jedng z najstarszych znanych choréb neurologicznych.
Charakteryzowana jest jako pierwotna choroba mozgu. Jej wiodgcym objawem jest
wystepowanie nagtych zaburzen elektrochemicznych okreslonych komorek nerwowych w
mézgu. Na $wiecie choroba ta dotyka okoto 50 miliondw ludzi, natomiast w Polsce liczbe
chorych szacuije sie na 300-400 tysiecy.

Padaczka to choroba, u podtoza ktorej prawdopodobnie lezg skomplikowane i
niejednorodne  procesy patofizjologiczne.  Odzwierciedla to podziat padaczek,
Zaproponowany przez  Komisjg ds. Klasyfikacji i Terminologii Miedzynarodowe;j Ligi
Przeciwpadaczkowej, na trzy podtypy etiologiczne: genetyczne, metaboliczne oraz o
nieznanej przyczynie. Do rozwoju choroby mogg przyczyniaé sie zaréwno czynniki
srodowiskowe jak i genetyczne. Te ostatnie warunkujg powstanie padaczki u okoto 40%
pacjentéw, przy czym dziedziczenie ma zwykle charakter wielogenowy. Postep technik
biologii molekularnej w ostatnich latach umozliwit tez analizy poréwnawcze, pozwalajgce na
identyfikacje genow istotnych dla rozwoju tej choroby u ludzi. Zmiany ekspresji wielu genéw
podczas epileptogenezy moze wpltywaé na funkcje kodowanych przez nie biatek, co moze
ttumaczy¢ obserwowane w przepadkach padaczki zaburzenia czynnosci kanatdéw jonowych
zaréwno bramkowanych potencjatem, jak i ligandem, a takze transporterow btonowych.
Czynnikiem $rodowiskowym, ktéry indukuje rozwéj padaczki moze by¢ infekcja
osrodkowego uktadu nerwowego, co prowadzi do aktywacji mikrogleju i astrogleju. W
pilokarpinowym modelu padaczki uszkodzenie neuronéw poprzedzata apoptoza komodrek
astrogleju. Nalezy zwréci¢ uwage, ze stany zapalne mog3 takze powodowaé inne czynniki
taczone z rozwojem tej choroby, jak urazy okotoporodowe, urazy czaszkowo-mozgowe, czy
choroby naczyniowe. Wystepowanie napadow padaczkowych i przyjmowanie lekéw
przeciwpadaczkowe powoduje zaburzenia proceséw biochemicznych w organizmie. Leki
metabolizowane przez watrobe zwigkszajg stezenie homocysteiny poprzez wplyw na
przemiany witamin z grupy B i obnizenie stgzenia foliandw. Podwyzszone stezenie tego
aminokwasu wedtug danych epidemiologicznych wystepuje u 15 - 40% chorych z padaczka.

Z powyzszego, z koniecznosci krétkiego, wprowadzenia wynika, ze lek. Urszula
tagan-Jedrzejczyk w swojej rozprawie podjeta bardzo aktualng tematyke badawcza.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma 102 strony, zawiera 22 ryciny i 22 tabele
oraz 235 pozycji piSmiennictwa oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.
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Wstep przedstawia zagadnienia zwigzane z mozliwymi  mechanizmami
patogenetycznymi padaczki.

W pierwszej czeéci Autorka omoéwita zwigzle epidemiologie i mozliwe przyczyny
padaczki, a takze zamieécita trzy tabele, przestawiajace zmiany klasyfikacji napadéw
padaczkowych wedtug Miedzynarodowe;j Ligii Przeciwpadaczkowe;. Omawiajgc leczenie tej
choroby opisata dziatanie lekéw przeciwpadaczkowych (LPP) i stosowane strategie.

Wyodrebniong czesé wstepu stanowi opis roli genu opornosci  wielolekowej
MDR1(ABCB1) kodujgcego glikoproteing P z podrodziny B transporteréw wigzacych kasete
ATP. Pewnym brakiem redakcyjnym tego fragmentu jest brak blizszego wyjasnienia, co to
jest polimorfizm genowy SNP i jakie ma on znaczenie biologiczne, choé¢ Autorka opisuje
mozliwe powigzania pomiedzy wybranymi polimorfizmami genu MDR1 a zapadalnoscig na
padaczke i skutecznoscig jej leczenia.

Znaczng czesé wstepu lek. tagan-Jedrzejczyk poswiecita dwom rodzajom $mierci
komorki: mechanizmom apoptozy i autofagii. Opis szlakéw molekularnych apoptozy jest w
mojej opinii zbyt szczegétowy, zwtaszcza, ze w podrozdziale ,Homocysteina jako czynnik
apoptotyczny” omawiane sg inne drogi indukcji programowanej $mierci komorki (PCD).
Nalezy takze wzigé pod uwage, ze opisano przynajmniej kilka rodzajow PCD, co moze
czesciowo wyjasnic omawiane we wstepie (podrozdziaty 1.7.10 i 1.8.1) réznice w danych
eksperymentalnych dotyczacych wptywu lekéw przeciwpadaczkowych na procesy apoptozy
czy autofagii.

Sformutowany przez Aktorke cel pracy stanowi bardziej wykaz planowanych badan
niz zagadnienie poznawcze, ktorym bylo okreslenie mozliwego zwigzku pomiedzy
polimorfizmami genu ABCB1/MDR1, stosowaniem lekéw przeciwpadaczkowych oraz
stezeniem homocysteiny i metioniny, a apoptozg limfocytow w krwi obwodowej. Zrozumienie
celu pracy ufatwitoby jego podzielenie na cele szczegotowe (odpowiadajace okreslonym
hipotezom badawczym).

W rozdziale “Materiaty i metody” przedstawiono schemat przeprowadzonych badan,
na ktdre uzyskano zgode Lokalnej Komisji Bioetycznej. W podrozdziale ,Materiat” podano
wybrane dane 85 chorych z rozpoznang padaczkg o nieznane;j etiologii, stanowigcych grupe
badang i 84 ochotnikéw, stanowigcych grupe kontrolng. Kryteria wtgczenia oraz wytgczenia z
badan przedstawiono w zatgczonej tabeli. Opisano takze otrzymane przez chorych leczenie.

Podrozdziat ‘Metody” zawiera opisy analizy wybranych polimorfizméw genu
ABCB1/MDR1 metodg denaturacji DNA z wysokg rozdzielczoscig, oceny odsetka komorek
apoptotycznych metodg cytometrii przeptywowej oraz oznaczania stezenia osoczowej
homocysteiny (Hcy) i metioniny (Met) przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detekcjg elektrochemiczng. Niestety, cho¢ procedury wykonywania pomiarow
przedstawiono doktadnie, brakuje w nich opisu podstaw teoretycznych danej metody.
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Zbednym jest chyba takze podrozdziat 3.2.1. .Przygotowanie krwi do badan’, gdyz takie
dane powinny znalez¢ sie przy opisie metod, z ktorych kazda wymaga innego przygotowania
materialu do oznaczen. Podobne zastrzezenia budzg podrozdziaty 3.2.2."Odczynniki
chemiczne” i 3.2.3."Aparatura laboratoryjna”, stanowigce rodzaj ,spisu z natury” wszystkich
odczynnikéw i sprzetu, uzytego w badaniach.

W rozdziale ,Wyniki” wydzielono podrozdziaty opisujgce analizy polimorfizmoéw genu
ABCB1/MDR1 oraz czestosci ich wystgpowania, analizy stezenia Hcy i Met oraz poziomu
komorek z aktywnymi kaspazami u chorych na padaczke leczonych LPP [LPP(+)], u chorych
przed wigczeniem LPP i u oséb z grupy kontrolnej. Analizy takie przeprowadzono w
zaleznosci od réznych genotypéw genu ABCB1/MDR1 a takze dla chorych LPP (+) z
napadami ogniskowymi, z napadami uogolnionymi oraz w grupie kontrolnej. Dodatkowo
dokonano analizy stezenia Hcy i Met oraz poziomu komérek z aktywnymi kaspazami w
zaleznosci od rodzaju stosowanej farmakoterapii oraz od czasu trwania leczenia chorych na
padaczke. Rozdziat ten zilustrowano dwunastoma rycinami i szesnastoma tabelami.

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen, u badanych oséb zdrowych i pacjentéw,
w obrebie genu ABCB1/MDR1 stwierdzono wystgpowanie trzech polimorfizméw C1236T |,
trzech C3435T (w obu przypadkach genotypy CC, CT i TT) oraz czterech polimorfizméw
G2677(A/T) (genotypy GG, GT, TT i AT — ten ostatni tylko u jednej osoby chorej na
padaczke w catej grupie badanej). Czestosé wystepowania tych polimorfizméw nie réznita
sie w sposo6b istotny statystycznie pomiedzy badang grupg zdrowych a chorych.

U os6b z padaczka zaréwno przed wiaczeniem leczenia LPP, jak i pobierajgcych LPP
zaobserwowano statystycznie istotny wzrost osoczowego stezenia Hcy w poréwnaniu do
0s6b zdrowych oraz obnizenie stezenia Met, a takze obnizenie wartosci wskaznika Met/Hcy.

Uwzgledniajgc polimorfizmy, istotny statystycznie wzrost stezenia osoczowej Hey u
0sob z padaczkg zaobserwowano w przypadku genotypu CT polimorfizmu C3435T,
natomiast obnizenie stezenia Met w przypadkach genotypu CC i CT polimorfizmu C1236T,
genotypu CC i CT polimorfizmu C3435T oraz genotypu GG i GT polimorfizmu G2677(A/T).
Podobne zaleznosci pomigdzy polimorfizmami a zmianami stezen metioniny zaobserwowano
po oddzielnej analizie statystycznej grupy chorych na padaczke leczonych LPP z napadami
ogniskowymi i z napadami uogdinionymi. Oczywiscie, te zmiany stezen wptywajg takze na
wartos¢  wskaznika Met/Hcy, ktéry moze bardziej uwidocznia¢ zmiany zachodzace w
metabolizmie chorych, niemniej jako pochodna (stosunek stezenia Met do stezenia Hcy)
wymagatby w pracy dokfadniejszej analizy. Jednakze wskaznik ten moze by¢ dobrym
wyktadnikiem zmian metabolizmu biotioli u chorych stosujgcych monoterapie Iub politerapie,
takze w odniesieniu do dtugosci leczenia. Nalezy tu jednak zwrdci¢ uwage, ze u znacznej

czesci badanych osoéb musialy wystepowaé przynajmniej dwa polimorfizmy genu
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ABCB1/MDR1, co utrudnia wnioskowanie o powigzaniu okreslonego polimorfizmu ze
zmianami osoczowych stezen badanych aminokwaséw.

W analizie odsetka apoptotycznych limfocytow w krwi obwodowej, Autorka dokonata
rozréznienia tego procesu na apoptoze wczesng i pdzng. Przy niskim odsetku komérek
apoptotycznych w krwi chorych na padaczke leczonych LPP (srednia 1,5 + 1,1) tego typu
rozroznienie, w duzej mierze arbitralne, nie ma specjalnego znaczenia patofizjologicznego.
Niemniej, w pracy podkreslono tendencje do wzrostu poziomu komérek w pbéznej apoptozie u
wszystkich badanych pacjentéw z padaczka, ale tylko u pacjentéw otrzymujgcych LPP
zmiany te byly istotne statystycznie. Pewne réznice w odsetkach komérek apopotycznych
stwierdzono u osob leczonych LPP, a majgcych rézne polimorfizmy genu ABCB1/MDR1.
Istotne statystycznie obnizenie poziomu komérek we wczesnej apoptozie stwierdzono w
przypadkach genotypu GT polimorfizmu G2677(A/T ) i CC polimorfizmu C3435T, natomiast w
przypadkach genotypu TT polimorfizmu C1236T wzrost odsetka komorek w tym stadium
apoptozy. W tym ostatnim przypadku zaobserwowano zwigkszenie odsetka apoptotycznych
limfocytow. Wzrost odsetka komérek w péznej apoptozie stwierdzono u heterozygot CT
polimorfizmu C3435T. Sadze, ze te zmiany w odsetkach limfocytéw w réznej fazie apoptozy,
cho¢ istotne statystycznie, ze wzgledu na ich niskie wartoéci, nie majg znaczenia w biologii
choroby.

Moje zastrzezenia budzg niektore zwroty, uzyte przy opisie wynikow, z ktérych
tylko niektére cytuje ponize;j:
.U chorych na padaczke genotyp prawidtowy homozygotyczy CC i heterozygotyczny CT
wykazywat tendencje do obnizenia czestosci”;
»komorki z aktywnymi kaspazami w limfocytach krwi obwodowe;j™;
» Zauwazono tendencje do wzrostu poziomu komérek w p6znej apoptozie”;
.Stosowanie LPP u chorych na padaczke prowadzito do pojawienia sig¢ dodatkowych
dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem Hcey i stezeniem Met”.
Cho¢ zastrzezenia te dotyczg tylko strony redakcyjnej, budza u czytelnika podejrzenia braku
starannosci przy wykonywaniu badan.

W dyskusji Autorka odniosta sie do danych literaturowych wskazujacych na role
apoptozy w rozwoju padaczki oraz mozliwy wptyw LLP i wysokiego stezenia Hecy w indukgiji
PCD. Oméwita czynniki, ktére mogg wptywaé na podwyzszenie osoczowego stezenia Hcy i
obnizenie takiego stezenia Met u pacjentéw chorych na padaczke. Zwrdcita uwage, ze na
regulacje stezenia osoczowej Hcy u chorych z padaczka leczonych LPP mogty wptywaé
polimorfizmy genu ABCB1/MDR1. Brakiem w dyskusji jest pominiecie w rozwazaniach roli
produktu tego genu, ktérym jest glikoproteina P i mozliwego wptywu polimorfizmu na poziom
ekspresji genu oraz aktywnos$é syntetyzowanego biatka, zwtaszcza spektrum substratowe i

efektywnos¢ procesu przenoszenia przez btone.
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Rozdziat ,Whnioski” zawiera stwierdzenia, ktore wymagatyby uscislenia. Wniosek 1.
Warianty genetyczne analizowanych polimorfizméw genu ABCBI/MDRI wystepujg z rézna
czestoscig u chorych na padaczke i oséb kontrolnych jest sprzeczny ze stwierdzeniem
Zawartym w dyskusji, ze w badaniach wiasnych na grupie 169 oséb, w tym 85 chorych z
padaczkg i 84 osobach kontrolnych, nie zaobserwowano istotnej réznicy w czestosci
wystepowania genotypéw dla zadnego z analizowanych polimorfizméw genu ABCBI/MDRI
C1236T, C3435T oraz G2677(A/T ) u chorych na padaczke w poréwnaniu z kontrolnymi
ochotnikami. Whnioski 2, 3,i 5 zaczynaja sie od zwrotéw: sugeruje sie lub uwaza sie, co nie
implikuje zadnego odniesienia do przeprowadzonych badan. Stwierdzenie podane we
wniosku 7. nie ma zadnego oparcia w przeprowadzonych badaniach ani w dyskusii.

Obszerne pismiennictwo, zawierajgce publikacje w wiekszosci z ostatnich kilku lat
zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim, zostato dobrane wiasciwie.

Gtowng wartoécig recenzowanej pracy Jest nowatorstwo podijetej problematyki
badawczej i réznorodnoéé metod, uzytych do weryfikacji zatozonych hipotez. Niewatpliwym
ograniczeniem, wynikajgcym prawdopodobnie z mozliwosci finansowych, jest stosunkowo
mata i heterogenna grupa badanych oséb. Chociaz praca porusza istotne problemy
epileptogenezy, niemniej niektére, bardzo interesujgce zresztg, wyniki badan nie zostaty
doktadnie opisane ani w petni wykorzystane w dyskusiji.

Uwagi zawarte w recenzji maja w wigkszoéci charakter natury redakcyjnej, dlatego
uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia warunki okreslone w art.13 ust.4
ustawy z dnia 18 marca 2011 r. 0 zmianie ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym, ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz o
zmianie niektérych innych ustaw i wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego |
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie

lek. med. Urszuli tagan-Jedrzejczyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. Krzysztof Wiktorowicz
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