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Regor: (Rigenzjaozprawy’ doktorskiej lek. Urszuli Lagan-Jedrzejezyk pt.
»Polimorfizmy genu ABCB1/MDRI a poziom czynnikow apoptotycznych
u chorych na padaczke leczonych lekami przeciwpadaczkowymi”
na prosb¢ Wydziahu Lekarskiego 1 Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu

Brak skuteczno$ci leczenia i postepujgce uszkodzenie o$rodkowego uktadu
nerwowego jest czgstym problemem w leczeniu wielu chordb neurologicznych,
dotyczy réwniez padaczki i jak podaje lek. Urszuli Lagan-Jedrzejczyk w
rozprawie ,,mimo obecnych na rynku ponad 20 LPP, zaréwno LPP starej
generacji (LPP SG), jak i LPP nowej generacji (LPP NG), nadal 30-40%
pacjentéw rozwija lekoopornogé”. Zjawisko to stanowi ciagle niewatpliwie duzy
problem terapeutyczny i uzasadnione jest kontynuowanie badan w celu poznania
blizej mechanizmow.

Na podstawie dotychczasowych badan sugeruje sig, ze genem prawdopodobnie
zwigzanym ze skutecznoicia leczenia padaczki jest ABCBI/MDRI, gen
lekoopornoéci wielolekowej typu-1 (ang. multidrug resistance-1 gene), ktory
moze by¢ zwigzany takze apoptoza.

Jednakze procesy te nie sa jeszeze dokladnie poznane, podjecie powyzszych
badan przez lek. Urszule Lagan-J ¢drzejezyk jest wigc w pelni uzasadnione.

Celem pracy doktorskiej lek. Urszuli Lagan-Jedrzejezyk byla analiza czestosci
wystepowania polimorfizméw C1236T, C3435T oraz G2677(A/T) genu
ABCB1/MDRI u pacjentéw z padaczka o nieznanej etiologii leczonych LPP, jak
réwniez u chorych przed wlaczeniem terapii tymi lekami oraz u kontrolnych
ochotnikéw w populacji polskiej. Analizie poddano takze stezenie osoczowych
biotioli: homocysteiny i metioniny oraz poziom komoérek z aktywnymi
kaspazami w limfocytach krwi obwodowe;j.

Na poczatku rozprawy lek. Urszula Fagan-J ¢drzejezyk podaje definicje padaczki
ILAE z 2014 roku, omawia epidemiologie i przyczyne¢ padaczki. Przedstawia
klasyfikacj¢ ILAE 1981 roku, 2010 roku oraz nowa klasyfikacje ILAE z 2017
roku. Nastgpnie omawia zagadnienia zwigzane z leczeniem padaczki: podziat
lekéw przeciwpadaczkowych, mechanizmy dziatania, mozliwe dziatania
niepozadane lekow przeciwpadaczkowych, interakcje miedzy lekami oraz
aktualne strategie leczenia padaczki.

Autorka jasno i precyzyjnie przedstawia zagadnienia zwilgzane z genem
ABCB1/MDRI: opisuje rolg tego genu, znaczenie glikoproteiny P, przedstawia
informacje dotyczace polimorfizméw ABCB1/MDR1 - C1236T, C3435T oraz
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Regon: oaezﬁQﬁffl'Z(iAfT}J--Nﬁsquﬁhe fragmenty Wprowadzenia lek. Urszula Lagan-
Jedrzejezyk poswieca omdéwieniu procesom apoptozy (szlaki wewngtrzny,
zewnetrzny i inne, rola kaspaz, biatek Bcl-2 j P33 w procesie apoptozy, a takze
roli homocysteiny jako czynnika apoptycznego ). Sposob przedstawienia
zagadnien §wiadczy o dobre;j znajomosci problemoéw przez lek. Urszulg Lagan-
Jedrzejezyk, fragment ma niewatpliwie walor dydaktyczny.

Autorka interesujgco przedstawita informacje dotyczace wplywu lekéw
przeciwpadaczkowych na proces apoptozy. Jednakze Ryc 9 wydaje mi sie zbyt
»0dwaznym” przedstawieniem wplywu wybranych LPP na proces apoptozy
wobec wynikéw prowadzonych badan i licznych watpliwosci (ktére tez opisuje
Autorka w pracy.

Lek. Urszule Lagan-Jedrzejczyk przedstawita szczegotowe kryteria wlaczenia
oraz wylaczenia os6b w grupie badanej i kontrolnej.

Badaniu poddano 85 0s6b z rozpoznang padaczka o nieznane;j etiologii w wieku
18-69 lat, w tym 38 kobiet i 47 mezcezyzn. Wéréd badanych chorych: 11 osob
bez LPP z powodu nowo zdiagnozowanej choroby, natomiast 74 pacjentow
otrzymywalo leczenie réznymi LPP (LPP SG oraz LPP NG), zaréwno w
monoterapii, jak i w politerapii. Grupe kontrolnych ochotnikéw stanowity 84
osoby: 42 kobiety i 42 mezczyzn w wicku od 21 do 66 lat.

Autorka szczegbtowo opisala przygotowanie krwi do badan (odczynniki
chemiczne, aparatura laboratoryjna, analiza wybranych polimorfizméw metoda
HRM (ang. High Resolution Melting), oznaczanie poziomu komorek
apoptotycznych, analizg stezenia osoczowej homocysteiny i metioniny.

Badanie polimorfizméw C1236T, C3435T oraz G2677(A/T) genu
ABCB1/MDR1 przeprowadzono metodag HRM, potwierdzong
sekwencjonowaniem. Analize poziomu komérek apoptotycznych wykonano
metoda cytometrii przeptywowe;, przez identyfikacje komorek wykazujacych
obecnos¢ aktywnych kaspaz (m.in. kaspazy-3, -6, -7). Stezenie 0s0czowej
homocysteiny i metioniny oznaczono metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja elektrochemiczng HPLC/EC (ang. High Pressure Liquid
Chromatography/Electrochemical Detection).

Warto tutaj podkresli¢ dobry warsztat badawczy o$rodka w ktérym
przeprowadzano badania laboratoryjne.

Lek. Urszula Lagan-Jedrzejczyk podaje w pracy, ze uzyskano zgod¢ Lokalne;
Komisji Bioetycznej str 39, kopia nie jest zawarta w rozprawie jako zalacznik.
Do przeprowadzenia analizy statystycznej uzyto adekwatnych testow opisanych
na stronie 44,
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erykl&&ué%e%yniki?aﬁalizyi szczegolowe wyniki przedstawione w czytelnych,
przejrzystych tabelach (7-22) i rycinach (11-22) bardzo starannie
przygotowanych.

Wyniki analizy uzyskanych danych przedstawiono na stronach 45-69,
stwierdzono istotne réznice.

Wykazano, Zze u chorych na padaczke zar6wno schorzenie (p<0,05) a takze
stosowana farmakoterapia LPP (p<0,01) prowadza do wzrostu stezenia
osoczowej homocysteiny oraz, ze LPP wplywaja na poziom komérek w pozZne;j
apoptozie (p<0,05). Stwierdzono, ze do zwigkszania poziomu komérek z
aktywnymi kaspazami predysponujg: wariant CT ABCB1/MDRI C3435T
(p<0,05), napady ogniskowe (p<0,05) oraz stosowanie politerapii (p<0,05).
Chorzy z genotypem CT (C3435T sg bardziej narazeni na rozwinigcie
hiperhomocysteinemii (p<0,05). Proces wzbudzania kontrolowanej genetycznie
Smierci komérki u chorych na padaczke podczas leczenia LPP (p<0,001) wydaje
si¢ by¢ zaangazowana homocysteina przez indukowanie p6znej apoptozy.

Dyskusja na stronach 70-76 (krétka 1) prowadzona jest w spos6b logiczny.
Autorka poréwnuje wyniki szczeg6lowe z pracami opublikowanymi, sprawnie
cytuje dostepne dane z pismiennictwa (takze prace z innego polskiego osrodka
zajmujacego si¢ tym zagadnieniem — Smolarz i wsp. 2017, Pozycja 231
piSmiennictwa).

Wnhioski (7) przedstawiono na stronie 77, sg one znaczace:

- farmakoterapia LPP u chorych na padaczke prowadzi do Jjednoczesnego
wzrostu stgzenia osoczowej homocysteiny oraz poziomu komérek w podznej
apoptozie, homocysteina indukuje proces apoptozy u chorych z padaczka jedynie
podczas leczenia LPP,

- Warianty genetyczne analizowanych polimorfizméw genu ABCBI1/MDRI
wystepuja z rézng czgstoScia u chorych na padaczke i 0s6b kontrolnych,
szczegolnie narazeni na generowanie osoczowej homocysteiny i indukowanie
apoptozy wydajg si¢ by¢ chorzy z padaczka posiadajacy heterozygotyczny
genotyp CT ABCB1/MDRI C3435T, raczej politerapia niz diugotrwala terapia
(powyzej 5 lat) zwigksza tendencje do wzrostu stgzenia osoczowej homocysteiny
1 wptywa na poziom komérek apoptotycznych.

Autorka sugeruje, ze chorzy z napadami ogniskowymi leczeni LPP wykazujg
wigkszg tendencje do wzbudzania apoptozy, niz pacjenci rozwijajacy napady
uogdlnione.
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“Ogélﬁ'}; 3l<0'1ri(§i)'\fv')‘r ‘Wniosek 0 znaczeniu praktycznym: analiza polimorfizméw
genu ABCB1/MDR1 wraz z oznaczaniem poziomu czynnikow apoptotycznych
moze przyczyni¢ si¢ w przysziosci do stosowania korzystniejszych terapii u
chorych na padaczke (ew. terapia personalizowana).

Zgadzam si¢ z krytyczna opinig Autorki, ze wzgledu na matg liczbe badanych
0s60b, wyniki wymagaja potwierdzenia na wigkszej grupie osab.

Uktad pracy jest typowy, zawiera 102 stron. PiSmiennictwo dobrane
odpowiednio (problem redakeyjny od pozycji 100...). Zawarte 83 spisy tabel i
rycin porzadkujgce schemat pracy oraz streszczenie w j. polskim i j. angielskim.
Uwaga redakcyjna: niejednolite stosowanie skrétow LPP str. 32 vs str. 35.

Podsumowanie

Lek. Urszuli Fagan-Jedrzejezyk przygotowata rozprawe doktorska starannie,
podj¢ta badanie aktualnego, niewyjasnionego problemu, dobrze przedstawita
cele badawcze. W pracy zostaly zastosowane nowoczesne techniki badawcze,
wyniki s wiarygodne, wnioski sg prawidlowo sformulowane. Wyniki maja
znaczenie praktyczne, mogg stuzyé do poprawy terapii chorymi z padaczka.

Reasumujac - wnioskuje o przyjecie i dopuszezenie lek. Urszuli FLagan-
Jedrzejezyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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