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SAZETAK

Dijagnosticka ispitivanja (laboratorijski nalazi, elektroencefalogram (EEG) i slikovne pretrage
glave) trebaju dopuniti anamnesticke podatke i potvrditi klinicku sumnju na epilepsiju,
medutim, vjerujemo da i neki drugi biomarkeri pomazu u ranom dijagnosticiranju epilepsije Sto
dovodi i do pravovremenog zapo¢imanja lije¢enja te u kona¢nici moguce bolje kvalitete Zivota.
Apolipoprotein E kao biomarker sudjeluje u mnogim metabolickim procesima u mozgu te
obzirom na plasti¢nost mozga u dje¢joj dobi mogao bi imati veliku ulogu kod djece s
epilepsijom. Glavni ciljevi ovog istrazivanja su utvrditi postoji li razlika u pojedinoj vrsti i
podvrsti epilepsije ovisno o polimorfizmu gena APOE kod djeteta. Udjeli polimorfizama APOE
gena u skladu su s podacima iz europskih istrazivanja gdje je genotip e3/e3 podjednako
rasporeden u djece oboljele od epilepsije kao i u op¢oj populaciji. U osoba s polimorfizmom
APOE ocekivalo bi se raniji pocetak i teZa klini¢ka slika bolesti. Drugi ¢imbenici, kao §to su
dob pocetka napadaja, ucestalost napadaja, utjecaj na neuromotorni razvoj i kasnije nacin Zivota
su vazniji za predvidanje tijeka bolesti. Kod postavljanja dijagnoze i klasificiranja bolesti nije
potrebno Koristiti genotipizaciju APOE kod pacijenata s epilepsijom.

Kljucne rijeci: Apolipoprotein E, polimorfizam gena, djeca s epilepsijom, plasticnost mozga



ABSTRACT

Diagnostic examinations (laboratory findings, electroencephalogram (EEG) and neuro imaging
techniques) should complete the medical history and confirm the clinical suspicion of epilepsy.
However, we believe that some other biomarkers also help early diagnosis of epilepsy which
enables timely initiation of treatment and finally, the possibility of better life quality.
Apolipoprotein E as a biomarker takes part in many metabolic processes in the brain and,
therefore, considering the plasticity of the brain in children, it could play an important role in
children suffering from epilepsy. The main goal of this research is to determine whether there
is a difference between particular types and sub-types of epilepsy depending on the APOE gene
polymorphism in children. The shares of APOE gene polymorphisms are compliant with the
data of European studies showing that the e3/e3 genotype is equally distributed in children
suffering from epilepsy and general population. The earlier onset and more severe clinical
picture of the disease are expected in persons with APOE polymorphism. Other factors, such
as the age at seizure onset, seizure frequency, impact on neuromotor development and later on
the lifestyle are more important for predicting the course of the disease. When diagnosing and
classifying epilepsy it is not necessary to use the APOE genotyping.

Key words: Apolipoprotein E, gene polymorphism, children with epilepsy, brain plasticity



Polymorphism of apolipoprotein E in children with epilepsy

Background: Epilepsy is a chronic disorder of the brain function with different aetiologies,
characterized by recurrent seizures caused by excessive electrical discharges and various
clinical features and laboratory findings. Approximately 50 million people worldwide have
epilepsy. Epilepsy has a prevalent occurrence in childhood, since 60% of all patients suffering
from epilepsy are children under the age of 16. During the history, the classification of epilepsy
has greatly changed, a universal opinion not being formed to the present day. We still use the
classification system by the International League against Epilepsy (ILAE) from 1989, which is
compatible with the International statistical classification of diseases and related health
problems - 10th revision, officially in use by Croatian Institute for Health Insurance. According
to aetiology, epilepsy can be classified as idiopathic (possibly hereditary, no neuro-
radiologically visible neuroanatomic or pathologic abnormalities, no clearly defined genetic
basis), symptomatic (secondary epilepsy, acquired or with confirmed brain lesion associated
with anatomic and pathologic changes) and cryptogenic (symptomatic epilepsy is suspected,
but no brain lesion has been confirmed). In symptomatic epilepsy a cause can be identified and
a specific treatment can be applied, while in idiopathic epilepsy no definitive cause can be
found. Epileptic seizures are the result of an abnormal and excessive activity and interaction of
excitatory and inhibitory inputs from a number of neurons. This can lead to developmental
abnormalities due to changes in distribution, transport and movement of ions. All above-
mentioned processes can be regulated by apolipoprotein E (APOE). Therefore, it is possible
that APOE plays an important role in occurrence and maintenance of epileptic seizures.
APOE is a glycoprotein engaged in transport and metabolism of lipids in the entire body. It
appears in three isoforms €2, €3, ¢é4. APOE &3 allele is the most common (70%-80%), followed
by APOE &4 (10%-15%) and APOE €2 (5%-10%). The APOE gene in humans is localized at
19q 13.2. Apart from the liver, which is the main organ for plasma lipoprotein synthesis, APOE
is also synthesized in astrocytes and microglia of the brain. In the brain, it takes part in
cholesterol distribution during repair, growth and myelination of the nerve cell membrane
during the development and aging. Hence, it plays an important role not only in brain injuries,
either ischaemic or traumatic, but also during epileptic seizures.

The studies published so far have described the connection between APOE isoforms and their
plasma concentration with the occurrence of neurodegenerative diseases, especially
Alzheimer's disease. The analysis of the APOE alleles in the patients suffering from

Alzheimer's disease showed a significant correlation between APOE allele type 4 and the



development of Alzheimer's disease. An important connection of APOE polymorphism and the
outcome of head injury has been reported, with patients carrying APOE &4 more likely to have
unfavourable outcome 6 months after the head injury as opposed to patients with other isoforms
of APOE. The authors studying the connection between epilepsy and APOE have found the
connection between APOE and an early onset of temporal lobe epilepsy, as well as a higher
risk for occurrence of late post-traumatic seizures. However, no previous study in children with
different epilepsy aetiology has been published so far. The epilepsy in children usually involves
genetic/hereditary, unknown, metabolic and structural changes in the brain, while the acquired
conditions, such as head trauma, infection and cerebral stroke are rarely the cause. Considering
the participation of apolipoprotein in the brain function and the plasticity of a juvenile brain,
we examined the apolipoprotein genotype in childhood epilepsy patients in order to get earlier
diagnosis and better therapeutic result.

Aim of this study was to establish relationship between apolipoprotein E polymorphism and
epilepsy in children. Hypothesis of the study was: Polymorphism of the apolipoprotein E has
an effect on the type of epilepsy in children.

Material and methods: The study is retrospective and prospective, with retrospective data
retrieved from medical charts. The study included 254 children aged 0 months to 18 years,
divided into two groups: an epilepsy group consisting of 111 children with the diagnosed
condition and an age and sex matched control group consisting of 143 children who were
observed at our department due to signs and symptoms other than epilepsy (e.g. vertigo,
headache, syncope). The study was conducted in the Department of Paediatric Neurology at the
Paediatric clinic in the University Hospital Centre Sestre milosrdnice from October 2011 to
January 2017. The patients underwent a complete neurological examination. The classification
of epilepsy was done according to the criteria recommended by the International League against
Epilepsy in 1989.

The study was approved by the local hospital Ethical Committee and performed in accordance
with the Helsinki declaration. The informed consent was signed by parents, or legal guardians
of the children.

Peripheral blood was collected from all children. The collected blood samples were processed
in the Clinical Department for Chemistry of the University Hospital Centre Sestre milosrdnice
where the genotyping of APOE and the blood lipid profile were done.



The blood samples (5-7mL) were collected in Vacutainer® tubes (BD Diagnostics, Franklin
Lakes, USA) with EDTA. Until DNA isolation, they were kept at -20°C and were analysed
within a month.

The leukocyte DNA for genotyping was isolated by the standard salting-out method. The
mutation detection kit contained all classic components of the PCR reaction (dNTP, Mg2+,
polymerase, primers, reaction buffer) and fluorescent probes complementary to the DNA
segment located close to the polymorphism. The genotype detection is based on the melting
curve analysis. The probes were perfectly complementary either to the wild-type sample or the
sample with polymorphism. A computer programme translates the signal to the curve with the
maximum at the melting temperature based on which the genotype is identified.

Plasma concentrations of cholesterol (total cholesterol, HDL and LDL) and triglycerides were
determined from peripheral blood samples collected from all subjects using standard clinical
practice after 18 hours of fasting. Serum was obtained from whole blood without addition of
anticoagulants (manufacturers of vacuum tubes Greiner Bio-One, Austria) following
centrifugation for 15 min at 3500 rev / min. The instrument, or automatic analyser which
analyses can be AU2700 (Beckman, USA) or the Architect c8000 (Abbott, USA), depending
whether you have the results before or after 2014. By July 2014, we have worked to Beckman,
and since then until today at Abbott. Standard reference range for plasma lipid concentrations
were used to determine whether a patient has a low (below or within the reference interval
values) or high (above the reference interval values) concentration of every biochemical
parameter tested. Reference values were as follows: total cholesterol < 5 mmol/L, HDL > 1
mmol/L for females and for > 1,2 mmol/L males, LDL < 3 mmol/L; triglycerides < 2 mmol/L.
Descriptive statistics are represented by the corresponding proportions and absolute frequencies
for the category variables, while the continuous values are displayed through the corresponding
media and interquartile ranges. Differences in categorical values were analyzed by 2 test, that
is, by Fisher-Freeman-Halton's exact test in cases where there were less than 5 subjects per cell.
The calculation of Hardy-Weinberg equilibrium for multiple polymorphisms of APOE was
made according to the instructions on the web page
http://www.bio.miami.edu/dana/dox/trinomial.html or via formula p2 + 2pq + g2 + 2pr + 2qr +
r2 = 1.0 and were compared with the x2 test using the data obtained. The differences in the
continuous (numerical) values that were bound were analyzed by Mann-Whitney U, Kruskal-

Wallis test (when there were more than two comparative groups).



Significant differences are shown in Box and Whisker plotting (standard view: values above
the smallest value, 25 centiles, median, 75 centiles, highest value). Outliers (external values on
Box and Whisker plot) are defined as values that deviate at least 1.5 interquartile ranges. P
values < 0.05 were considered significant. The statistical analysis was done using SPSS Version
25 (IBM SPSS Statistics, New York, USA).

Results: There were 50,3% boys in control group and 45,9% boys in experimental group and
49,7% qirls in control group and 54,1% girls in experimental group. The highest proportion of
alleles belonged to e3/e3 (50.0% to 62.9%) as wild type while alleles e2/e2 and e4/e4 were 20-
25 times smaller in size. There was no statistically significantly difference in the distribution of
the individual APOE polymorphisms associated with focal, generalized and unclassified type
of epilepsy (P = 0.529). Differences in distribution of the individual APOE gene polymorphisms
depending on the epilepsy subtype (focal idiopathic or symptomatic, generalized idiopathic or
symptomatic, epileptic syndrome, unclassified) did not show significant differences (P = 0.554)
neither did the distribution depending on symptomatic or idiopathic subtype of epilepsy (P =
0.687). There was no significant difference in the observed and expected APOE genotype
frequency between the patients with epilepsy and the control group (P = 0.834) and it can be
argued that the APOE gene polymorphism is equally distributed in children suffering from
epilepsy as well as in the general population. However, there was a statistically significant
difference in concentrations of total plasma cholesterol and LDL cholesterol between those
groups. The subjects in the control group had higher cholesterol (control group 57,3 %
experimental group 35,1%; P<0,01) and LDL levels (control group 40,6% experimental group
21,6%; P<0,01). Looking at the difference in the age of epilepsy onset depending on the child's
genotype there was no significant difference P = 0.965.

The difference in total cholesterol and LDL cholesterol depending on the child's genotype did
not show significant differences, but analysed as continuous variables of lipidogram there was
a significant difference in the level of LDL (highest in polymorphism e2/e4 (P = 0.020)).

The genotype showed a correlation to plasma LDL levels (p=0.02). Depending on the genotype
or using medications there was no statistically significant difference in disease control.
Conclusion: our research showed that polymorphisms of apolipoprotein E cannot be strongly
correlated to occurrence of epilepsy nor to a type of epilepsy in children and, therefore, these
variables cannot be a predictive factor for the outcome of the disease.



Key words: Apolipoprotein E, gene polymorphism, children with epilepsy, brain plasticity
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POPIS KRATICA

AP (amyloid beta) - beta amilod

AEL - antiepilepticki lijek

AHS - akutni hepatalni sindrom

APO - apolipoprotein

ASO (od engl. Antistreptolysin O titer) - antistreptolizinski titar
ASTA - antistafilolizinska antitijela

AZM- acetazolamid

BERA (od engl. brainstem evoked response audiometry) - slusni evocirani potencijali

mozdanog debla

BMI (od engl. Body mass index) — indeks tjelesne mase
BRYV - brivaracetam

BZD - benzodiazepini

CBD - kanabidiol

CBF (od engl. cerebral blood flow) - cerebralni krvni protok
CBZ - karbamazepin

CNZ - klonazepam

CLB - klobazam

CT (od engl. Computed tomography) - kompjutorizirana tomografija
CYPs (od engl. Cytochromes P450) - citokrom P450

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

DZP - diazepam



EEG (od engl. Electroencephalography) - elektroencefalografija

ENG - elektronistagmogram

ERG - elektroretinogram

ESC ili ESX - etosuksimid

ESL - eslikarbazepin acetat

FBM - felbamat

GABA (od engl. gamma-Aminobutyric acid) - gama-aminobutiratna Kiselina
GBP - gabapentin

GT- glukoroniltransferaza

IDL (od engl. Intermediate Density Lipoprotein) - lipoprotein srednje gustoce
ILAE-a (International League Against Epilepsy) - Internacionalna liga protiv epilepsije
HDL (od engl. High Density Lipoporotein) - lipoprotein visoke gustoce
LCAT (od engl. Lecithin—cholesterol acyltransferase) - lecitin kolesterolacil-transferaza
LCM - lakozamid

LDL (od engl. Low Density Lipoprotein) - lipoprotein male gustoce

LEV - levetiracetam

LP - lumbalna punkcija

LTG - lamotrigin

LZP - lorazepam

MDZ - midazolam

MRI (od engl. Magnetic resonance imaging) - magnetna rezonanca

MS - multipla skelroza



MTLE - HS (od engl. Mesial temporal lobe epilepsy with hippocampal sclerosis) - mezijalna
temporolobarna epilepsija s hipokampalnom sklerozom

ORL - otorinolaringologija

OXC - okskarbazepin

PB - fenobarbital

PDS (od engl. paroxysmal depolarizing shift) - paroksizmalni depolarizacijski pomak
PER- perampanel

PET (od engl. Positron emission tomography) - pozitronska emisijska tomografija
PGB - pregabalin

PHT - fenitoin

Pr.Kr. - prije Krista

PRM - primidon

RGB - retigabin

RUF - rufinamid

SPECT (od engl. Single photon emission computed tomography) - jednofotonska emisijska

kompjutorizirana tomografija
STP - stiripentol
SV2A (od engl. Synaptic vesicle glycoprotein) - sinapticki glikoprotein

SUDEP (od engl. Sudden Unexpected Death in Epilepsy) - iznenadna neo¢ekivana smrt od

epilepsije
SZS — sredi$nji ziv€ani sustav
TGB - tiagabin

TPM - topiramat



VEP - vidni evocirani potencijali

VGB - vigabatrin

VLDL (od engl. Very Low Density Lipoprotein) - lipoprotein vrlo male gustoce
VPA - valproat

WISC (od engl. Wechsler Intelligence Scale for Children) - Wechsler test inteligencije za
djecu

WPPSI (od engl. Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence) - Wechsler test

inteligencije za djecu predskolske i Skolske dobi

ZNS - zonisamid
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1. UVOD

1.1. EPILEPSIJA

1.1.1. Definicija epilepsije

Prema novim smjernicama ILAE-a (International League Against Epilepsy) iz 2015.g.,
epilepsija je bolest mozga odredena bilo kojim od sljede¢ih stanja: a) dva neprovocirana
napadaja koji se pojavljuju u razmaku veéem od 24h; b) jedan neprovocirani napadaj i
vjerojatnost pojave sljede¢ih napadaja sli¢an opéem ponavljaju¢em riziku (najmanje 60%)

nakon dva neprovocirana napadaja u razdoblju 10 godina; ¢) dijagnoza epilepti¢kog sindroma.

Epilepticki napadaj je klinicki simptom koji nastaje nakon abnormalne aktivnosti grupe neurona
koja se ocituje kao iznenadna ponavljajuéa epizoda motornih, osjetnih ili autonomnih
abnormalnosti i eventualni poremecaj svijesti i ponaSanja. Epilepsija ne mora biti bolest za cijeli
zivot. Smatra se da je kod osoba, koje su 10 godina bez pojave napada i pri tome 5 godina bez
antiepilepsijske terapije ili koje su prosle dob vezanu za pojavu sindroma, epilepsija ,,rijeSena“

(1.
1.1.2. Epidemiologija epilepsije

Na svijetu oko 50 milijuna stanovnika trenutno ima epilepsiju, od ¢ega 80% zivi u srednje i
slabo razvijenim zemljama. Prevalencija epilepsije je 4-10/1000 stanovnika, s godisnjom
incidencijom od 30 do 50/100000 stanovnika u razvijenim zemljama, §to je otprilike upola
manje od pojavnosti epilepsije u nerazvijenim zemljama. U nerazvijenim zemljama veca je
ucestalost, najvjerojatnije kao posljedica veceg rizika endemskih zaraznih bolesti i znacajno
vecéeg broja prometnih nesreca kao i peri/prenatalnih komplikacija te slabije zdravstvene zastite.
Na ukupnoj svjetskoj populaciji moguce je da ¢e 5 — 10% ljudi imati epilepticki napadaj, a od
njih ¢e 30% razviti epilepsiju. Od ukupnog broja oboljelih oko 70% imat ¢e dobar odgovor na

medikamentoznu terapiju.

U Europi oko 900.000 djece od 0 do 19 godina ima epilepsiju (2, 3). Prema epidemioloskoj
studiji provedenoj 2007. godine prevalencija aktivne epilepsije u Hrvatskoj je 4,8 - 5,5/1000,
dok je medu djecom od 0 do 7 godina 3,5/1000. Godisnja incidencija je od 0,04 do 0,05% te
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ona ovisi o dobi, s velikim brojem pojavljivanja u ranom djetinstvu, od 0,75%. Sljedeca velika

incidencija je nakon 65 godine zivota (4).
1.1.3. Povijest epilepsije

Epilepsija je jedna od najstarijih bolesti o ¢emu govore brojni medicinski zapisi. Osnovni
koncepti u vezi s epilepsijom pojavljuju se u staroj indijskoj medicini tijekom razdoblja Veda
od 4500 do 1500 godina prije nove ere. Najstariji zapis epileptiCkog napadaja zapisan je
na akadskom jeziku u staroj Mezopotamiji oko 2000. prije Krista (pr. Kr) (5). U tom zapisu
osobi je "dijagnosticiran” utjecaj boga mjeseca te je podvrgnuta egzorcizmu. Sli¢ni zapisi
pronadeni su i u Hamurabijevom zakoniku (otprilike 1790. pr. Kr.) gdje se navodi kako je zbog
epilepsije kupljeni rob mogao biti vrac¢en uz povrat novca (6). Dokazi babilonskih zapisa o
epilepsiji nalaze se na ploci u Britanskom muzeju u Londonu na kojoj su isjecci Babilonske
knjige medicine iz 2000. godine pr. Kr. koji su povezivali napadaje s opsjednuto$éu zlim

duhovima te je i lije¢enje ve¢inom bilo duhovnog karaktera (7).

Stari Grcei su u pocetku smatrali da je bolest opsjednutost duhovima, ali kasnije su vjerovali da
je bolest neSto bozansko. Epilepsija se pojavljuje u grckoj mitologiji kao oblik bozje kazne.
Bozica Mjeseca Selena i bozica Artemida kaznjavale su epilepticnim napadajima one koji su ih
razgnjevili. Grci su vjerovali da su Julije Cezar i Heraklo bolovali od epilepsije. 400 g. pr. Kr.
Odbijajudi tvrdnju da je epilepsija prokletstvo ili vidovnjacka mo¢, Hipokrat je prvi naziva
bolesti mozga te predlaze fizicko lijeCenje, a u slucaju da bolest postane kroni¢na, smatrao ju

je neizlje¢ivom (8, 9).

Stari Rimljani su epilepsiju nazivali Morbus comitialis ("bolest skupstina") i smatrali su je
bozjim prokletstvom te su smatrali da epilepsija dolazi od demona i da je zarazna bolest koju
epilepticari prenose dodirom ili dahom (10). Mnoge religije takoder su osobe s epilepsijom
smatrale ,,opsjednutima‘. Jedan od zapisa nalazi se u Bibliji, u Markovom evandelju gdje se
spominje dijete koje ima kloni¢ko-tonicke gréeve, a uzrok je opsjednutost ,,duhom gluhoc¢e*.
Ova prica dovela je do uvjerenja da je epilepsija uzrokovana ,,neistim gluhim i nijemim

duhom®. U lItaliji je tradicionalno bila poznata pod nazivom ,,bolest svetog Valentina“ (11).


http://hr.wikipedia.org/wiki/Akadski_jezik
http://hr.wikipedia.org/wiki/Mezopotamija
http://hr.wikipedia.org/wiki/2000._pr._Kr.
http://hr.wikipedia.org/wiki/Egzorcizam
http://hr.wikipedia.org/wiki/Hamurabijev_zakonik
http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=1790._pr._Kr.&action=edit&redlink=1
http://hr.wikipedia.org/wiki/Selena
http://hr.wikipedia.org/wiki/Artemida
http://hr.wikipedia.org/wiki/Julije_Cezar
http://hr.wikipedia.org/wiki/Heraklo
https://hr.wikipedia.org/wiki/Sjeverna_Italija
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Razdoblje renesanse predstavlja novi pogled prema epilepsiji. Lije¢nici i svecenici po€inju
sumnjati u mogucénost opsjednutosti. Smatra se da su uzrok epilepsiji razlic¢ite kemijske pare
koje uniStavaju mozak ili neka druga stanja, kao sto je ozljeda mozga ili sifilis. Takoder se
smatralo da su izuzetno pametni jer su neki od rimskih velikana, ukljucujuéi Julija Cezara i
Petrarku, bolovali od epilepsije. No, u obi¢nog naroda epilepsija je svejedno bila teska bolest
(5). Pocekom 18. stoljeca javlja se ideja da je epilepsija idiopatska bolest koja potjece od mozga
ili nekog drugog unutarnjeg organa (jetra). William Culen (1710. -1790.) i Samuel A. Tissot

posebno su zasluzni za tu promjenu i za temelje moderne epileptologije (12, 13).

1857.g. Sir Lock otkrio je antikonvulzivnu vaznost kalijeva bromida i poceo ga je primjenjivati
kod svojih pacijenata (14). Tijekom razdoblja 18. i 19. stoljeca, eksperimentalna istrazivanja
dovela su do napretka u patologiji bolesti i povezanosti epilepsije s razli¢itim psihijatrijskim
simptomima. U to vrijeme posebno se isti¢e rad Johna Hughlings Jacksona, neurologa iz
Londona, Kkoji zagovora tezu da je epilepsija rezultat iznenadnih kratkih elektro-kemijskih
izbijanja u mozgu. On takoder predstavlja ideju da tip epilepsije ovisi o lokaciji i funkciji mjesta
tih izbijanja te njegova ucéenja predstavljaju temelj nizozemskim, njemackim, engleskim i

francuskim lije¢nicima koji su razvili znanstveni temelj epilepsije (15).

Pocetkom 20. stoljeca Spanjolski patolog i neurolog Cajal napravio je vazan napredak u
podru¢ju mikroskopske strukture mozga i Zivéanog sustava opisavsi strukturu neurona i sinapsi,
Sto je znacajan nalaz u povijesti neurologije. Tijekom 1920. Lennox (1884. — 1960.) i Cobb
(1887. — 1968.) proucavali su uéinke gladi i zapoceta je primjena ketogene dijete (5).

James Kiffin Penry (1929. — 1996.) napravio je niz radova o osnovnim mehanizmima epilepsije,
0 znanju o antiepilepticima, neurokirurskom lijecenju epilepsije i napredcima u epileptologiji
(16). U istoj godini Gastaut je uspio organizirati sastanak u Marseilleu gdje je prisustvovalo
120 c¢lanova ILAE-a i gdje je prezentirana preliminarna klasifikacija epilepsije, $to je i

prihvaceno (17).

Njemacki psihijatar Hans Berger obznanio je 1929. godine da postoji metoda biljeZenja
elektriénih struja koje proizvodi mozak bez otvaranja lubanje. Tu novu metodu nazvao je

elektroencefalografija, koja se i danas koristi (18).
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Godine 1912. dva neovisna tima kemicara spoznala su djelotvornost fenobarbitala te se on
smatra najstarijim antiepileptikom (AEL) koji je i danas u uporabi (19). U sljede¢im godinama

razvijaju se lijekovi sli¢ni fenobarbitonu ukljuc¢ujuci metilfenobarbiton i primidon.

Ubrzo zatim otkrivaju se i odobravaju AEL-i, poput fenitoina (1938), karbamazepina (1953),
etosukcimida (1958.), valproata (1963.), felbamata i gabapentina (1993.), lamotrigina (1994.),
topiramata (1996.), levetiracetama (1999.) itd. (20)... Prvi koji je izveo operaciju na pacijentu,
koji je imao epilepsiju zbog apscesa mozga, bio je Heyman 1831. godine. 1886. godine, Sir
Victor Horseley, operirao je prvog covjeka (22-godisnjeg muskarca s post-traumatskom
fokalnom epilepsijom) (21). Uz Horseleyja operirali su i drugi, kao Fedor Krause u Berlinu koji
je izveo elektri¢nu stimulaciju ljudskog korteksa u svrhu identifikacije fokusa koji je potom

resecirao. Otfrid Foerster prvi je ucinio kortikalni mapping pomocu elektrokortikografije (12).

Tijekom posljednja dva desetlje¢a proucavaju se razlicite promjene u pogledu ponovne
sinapti¢ke reorganizacije nakon epileptickog ostecenja mozga, $to je dovelo razumijevanje o
mehanizamu bolesti, razvoju u¢inkovitih lijekova i metoda slikovnog prikazivanja te napredak

u molekularnoj biologiji koji povezuje brojne gene s raznim oblicima epilepsije.
1.1.4. Podjela epilepsije

Gledajué¢i kroz povijest, 1969.g. prvi put je predlozena podjela i klasifikacija epilepsije
temeljena na epileptickim napadajima popraéenim promjenama na elektroencefalogramu
(EEG-u) (22). 1981.g. Internacionalna liga protiv epilepsije (ILAE) prihvatila je i doradila
predloZzenu Kklasifikaciju (23) te se uz male preinake (1989.9.) (24) ona Koristila do ovog
stolje¢a. Tom su podjelom epilepti¢ki napadaji podijeljeni na generalizirane, parcijalne/fokalne
i neklasificirane uz detaljniju podjelu, no zbog premalo opSirnijeg znanja, ta podjela nije
ukljucivala anatomske supstrate i patofizioloske mehanizme nastanka epilepsije. Napredak u
dijagnostici i lijecenju, posebno razvoj genetike, doveo je do ponovne revizije i drugacijeg
pristupa klasifikaciji epilepsije i epileptickih napadaja. Kako ne bi doslo do velikih razilazenja,
Komisija za klasifikaciju u terminologiju (The Commission on Classification and Terminology
of the ILAE) predlozila je klasifikaciju gdje su dodane neke nove ideje, a s druge strane nije se

odustalo od stare klasifikacije. Novi prijedlog sistematizirao je i objavio Berg i suradnici
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2010.g. Taj novi koncept ne znaci da ¢e biti trajan, ali moze omogucditi daljnje razumijevanje

klasifikacije epilepsije, $to je vazno za klini¢ke i druge svrhe (25).
1.1.5. Medunarodna klasifikacija epileptickih napadaja (Nova) (26)

I. ZARISNI NAPADAJI (potjetu iz mreZa ograni¢enih na jednu hemisferu, a mogu biti

diskretno lokalizirani ili Sire distribuirani)

A. Motoricki
a) tonicki
b) atonicki
¢) mioklonicki
d) klonicki
e) epilepticki spazam

f) hipermotoricki

B. Nemotoricki
a) senzoricki
b) kognitivni
c) emocionalni

e) autonomni
a) o€uvana svijest; b) poremecena svijest; c) nepoznato stanje svijesti
C. Zari$ni napadaji s prelaskom u obostrane kloni¢ko-tonicke

Il. GENERALIZIRANI NAPADAJI (potjecu iz nekog dijela mozga i brzo se uklju¢uju u

obostrano distribuirane mreze)

A. Motoricki
a) tonicko-klonicki
b) tonicki
c) atonicki
d) miokloni

e) klonicki
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f) mioklonicki-atonicki
g) epilepticki spazmi
h) drugi

B. Apsansi
a) tipi¢ni
b) atipi¢ni
¢) mioklonicki
d) mioklonija o¢nog kapka

I11. NEPOZNATOG POCETKA

A. Motoricki
a) tonicko-klonicki
b) tonicki
c) atonicki
d) epilepticki spazmi

B. Nemotoricki
IV. NEKLASIFICIRANI NAPADAJI (neprimjereni ili nepotpuni podatci)
1.1.6.1. Medunarodna Klasifikacija epilepsija (Stara) (27)

I. EPILEPSIJA KLASIFICIRANA PREMA TIPU NAPADAJA

1. Zari$na
2. Generalizirana
3. Generalizirana i1 zari$na

4. Neklasificirana

Il. EPILEPSIJA KLASIFICIRANA PREMA ETIOLOGIJI
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1. Genetska (epilepsija je izravna posljedica genetskog uzroka; primjerice, kanalopatije su
najbolji primjer genetske epilepsije).

2. Strukturalno-metabolicka (epilepsija je sekundarna posljedica strukturnog ili
metaboli¢kog stanja. Tesko ih je odvojiti od genetskih epilepsija s obzirom da mnoge
strukturne lezije mozga, ukljucujué¢i i mnoge malformacije kortikalnog razvoja, Cesto
imaju genetski uzrok, a ve¢ina metaboli¢kih poremecaja su genetskog podrijetla).

3. Nepoznate etiologije.

I11. EPILEPTICKI SINDROMI

lako postoji novi prijedlog Kklasifikacije epilepsije, u mnogim zdravstvenim ustanovama koristi
se stara klasifikacija epilepsije zbog nemogucnosti provodenja dijagnosti¢kih postupaka kao

posljedica nedostatka financijskih sredstava.
Prema staroj podjeli epilepsije dijelimo na:

1. idiopatske (primarne, funkcionalne, nasljedne); 2. simptomatske (epilepsija koja moze biti
sekundarna, organska, steena ili radi identificirane lezije mozga) i 3. kriptogene (gdje se
sumnja na simptomatsku epilepsiju, ali se nije identificirala lezija mozga). Simptomatska
ukazuje na ¢injenicu da vjerojatno postoji uzrok koji se moze utvrditi pa se moze primijeniti
specificna terapija kojom ¢e se on otkloniti, dok idiopatska znaci da nije naden uzrok. S
rastu¢éim mogucénostima genetike 1 neuroradioloSkih prikaza smanjuje se 1 prevalencija

kriptogenih epilepsija.

Oko 30-40% bolesnika (a u djecjoj dobi ¢ak do 70%) na pocetku bolesti imaju napadaje koji su
generalizirani tonicko-klonicki, apsans i miokloni napadaji s genetskom predispozicijom, dakle

ve¢inom imaju idiopatsku generaliziranu epilepsiju.
1.1.6.2. Medunarodna klasifikacija epilepsija i epileptickih sindroma (Stara) (24)

ILAE The International League Against Epilepsy je 1989.g. klasificirala epilepsije i sindrome

(ova podjela koristi vrstu napadaja, anatomiju, etiologiju, klinicku sliku i EEG).
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I. Vezana za lokalizaciju (zahvaca jedan ili viSe razli¢itih podrucja mozga — fokalna ili

parcijalna)
A. Idiopatska (s poCetkom vezanim za dob)

1. Benigna djecja epilepsija s centrotemporalnim fokusom (Rolandicka

epilepsija)
2. Djecja epilepsija s okcipitalnim paroksizmima
3. Primarna epilepsija ¢itanja
B. Simptomatska
1. Parcijalna kontinuirana epilepsija
2. Sindromi karakterizirani napadima sa specificnom prezentacijom
C. Kriptogena
Il. Generalizirana (zahvaca obje strane mozga u isto vrijeme)
A Idiopatska (s pocetkom vezanim za dob)
1. Benigne obiteljske neonatalne konvulzije
2. Benigne neonatalne konvulzije
3. Benigna mioklona epilepsija dojencadi
4. Djecja apsans epilepsija
5. Juvenilna apsans epilepsija
6. Juvenilna mioklona epilepsija
7. Epilepsija s generaliziranim napadajima pri budenju
8. Napadaji izazvani specificnim ponasanjem (Citanje, refleksi)

9. Druge idiopatske generalizirane epilepsije koje nisu tu definirane
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B. Simptomatska

1. Nespecifi¢na etiologija

2.

- Rana mioklona encefalopatija
- Rana infantilna epilepticka encefalopatija

- Druge simptomatske generalizirane epilepsije koje

navedene
Specifi¢ni sindromi/etiologije
- Cerebralne malformacije

- Urodene metabolicke greske

C. Kriptogena

1.

Westov sindrom
Lennox-Gastaut sindrom
Epilepsija s mioklono-astatickim napadima

Epilepsija s mioklonim apsansima

I11. Neodredeni sindromi po tome jesu li generalizirani ili lokalizirani

A Sindromi s generaliziranim i fokalnim napadajima

1.

Neonatalni napadaji

Teska mioklona epilepsija dojencadi

Epilepsija s kontinuiranim Siljcima tijekom sporo-valnog sna
SteCena epilepticka afazija

Druge neodredene generalizirane epilepsije

B. Sindromi bez jasnih generaliziranih ili fokalnih karakteristika

nisu
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IV. Specijalni sindromi
A Prigodni cerebralni napadaji
1. Febrilne konvulzije
2. lzolirani napadaji/status epilepticus

3. Napadaji koji se javljaju samo tijekom akutnog metabolickog ili

toksi¢nog dogadaja (alkohol, eklampsija itd.)
4. Refleksna epilepsija
1.1.7. Patofiziologija epilepsije

U podlozi svih vrsta epileptickih napadaja je paroksizmalni depolarizacijski pomak
(paroxysmal depolarizing shift, PDS), tj. stani¢ni dogadaj u kojemu dolazi do brzog ponavljanja
akcijskih potencijala koji dovode do produljene depolarizacije staniéne membrane (28, 29).
Ukljucenost pojedinih neurona u podrazljivost i dovodenja do epileptic¢kog napadaja temelji se
na intrinzicnim neuronskim svojstvima, kao $§to su genetski predisponirane odredene
kanalopatije ili vanjskim mehanizmima, kao §to su smanjena koncentracija inhibitornih
neurotransmitera ili prekomjerna koncentracija ekscitatornih aminokiselina ili egzogenih
ekscitotoksina (30).

Generalizirani napadaji su napadaji koji potjecu iz jedne tocke, brzo zahvacaju bilateralne
mreZe i Sire se po cijelom mozgu, zahvacajuci kortikalne i subkortikalne strukture, ali ne i cijeli
korteks. Zarisni napadaji nastaju unutar mreza ograni¢enih na jednu polutku. Mogu biti
diskretno lokalizirani ili §iroko rasprostranjeni. Zari$ni napadaji mogu nastati u subkortikalnim
strukturama. Za svaki tip napadaja, pocetak je konzistentan od jednog do drugog napadaja, s
mogucénoscéu propagacije koja moze ukljucivati ipsilateralnu i/ili kontralateralnu hemisferu
(312).
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1.1.8. Postavljanje dijagnoze epilepsije

Dijagnoza epilepsije je u osnovi klinicka prosudba donesena na temelju anamneze i klinicke
slike. Tocnost dijagnoze ovisi o vjestini i iskustvu lijeCnika te kvaliteti i pouzdanosti
informacija svjedoka koji su prisustvovali dogadaju (32). Nakon anamneze potrebno je uciniti
kompletan somatski i neuroloski pregled, kao i pretrage koje ¢e nam uz potvrdu dijagnoze
pomoci i u otkrivanju oblika epilepsije, a vazno je napraviti i pretrage sa svrhom isklju¢ivanja

drugih poremecaja.

Dijagnosticka ispitivanja, ukljucujuéi laboratorijske nalaze, elektroencefalogram (EEG) 1
slikovne pretrage glave, trebaju dopuniti anamnesti¢ke podatke i potvrditi klini¢ku sumnju na
epilepsiju ili odbaciti tu dijagnozu. Ispitivanja i dodatne dijagnosti¢ke metode i postupci ¢e nam
pomoci u otkrivanju etiologije i omoguciti odgovarajuéi odabir lije¢enja i terapije za svakog

pojedinog bolesnika.

EEG je neinvazivna dijagnosticka i istrazivacka metoda koja registrira bioelektricne aktivnosti
mozga elektrodama s koze lubanje gdje se elektricka aktivnost prenosi na monitor koji je
registrira u vidu digitalnog zapisa na paipru (32, 33). Koristi se za potvrdu dijagnoze napadaja
1 klasifikacije vrste epilepsije 1 epileptiCkih sindroma, a napadaji se definiraju prema
abnormalnoj elektrickoj aktivnosti mozga. Rutinsko snimanje je 30 minuta, ali dijagnosticki
doprinos EEG-a se povecava prolongiranim snimanjem, u trajanju od 90 minuta ili vise kada,
osim u budnosti, provodimo snimanje za vrijeme spavanja. Takoder se vr§e snimanja nakon
deprivacija spavanja, kada radi umora moze uslijediti epilepticki napadaj pa se moze snimiti
iktalni EEG. Aktivacijske metode, kao S§to je reakcija otvaranja i zatvaranja ociju,
hiperventilacija 1 fotostimulacija takoder se rutinski koriste, a mogu povecati javljanje
epileptickih izbijanja. Prolongirano EEG snimanje je najbolji, a Cesto i jedini nacin za
postavljanje dijagnoze epilepsije jer cemo mo¢i analizirati interiktalne i iktalne periode, kao i
pojedine faze spavanja, a u postavljanju dijagnoze nam pomaze videozapis i1 poligrafski ili
polisomnografski zapis (34, 35). Telemetrijsko snimanje omogucuje kretanje bolesnika, ali je
opseg kretanja ogranien brojem videokamera. Osim ovih neinvazivnih nacina snimanja EEG-
a, u pojedinim sluc¢ajevima se neurokirurski elektrode stavljaju direktno na koru mozga ili se

implantiraju pojedine elektrode u mozak, u svrhu to¢ne lokalizacije epileptickog ZariSta 1

11
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dobivanja patoloskog zapisa na EEG-u. Ovdje se radi o invazivnim pretragama koje najcesce

prethode neurokirur§skom zahvatu (36).
SLIKOVNE METODE

. MRI snimanje (od engl. Magnetic resonance imaging) je visokorezolutno oslikavanje
unutrasnjosti mozga koriste¢i elektromagnetske signale iz odredenih atomskih jezgara unutar
tkiva izlozenog magnetskom polju, a otkriva postojanje tumora, patoloskih krvnih zila, cista 1
drugih podrucja strukturnog poremecaja grade mozga ili gubitka mozdanih stanica. Ono S$to
ograni¢ava mogucénost koriStenja MR-a je Cinjenica da nisu svi bolesnici pogodni za MR (npr.
mala djeca zahtijevaju anesteziju radi trajanja snimanja, ugradeni implantati (kohlearni
implantat, inzulinska pumpa, zglobne proteze) ne mogu u MR aparat, kao ni trudnice te
bolesnici s osje¢ajem klaustrofobije. U zadnje vrijeme sve se vise koristi funkcionalni MR ¢iji
se rad temelji na povecanju tijeka krvi kroz lokalno krvozilje vezano uz mozdanu neuralnu
aktivnost. Koristi se deoksihemoglobin kao endogeni kontrast te sluzi kao izvor signala za fMR
(37, 38).

. SPECT (od engl. Single photon emission computed tomography) je metoda nuklearne
medicine koja pomaze u odredivanju to€nog mjesta epileptickog izbijanja koristeci izotope koji
perfundiraju u neurone mjereci regionalni cerebralni krvni protok (rCBF). Izmjereni protok nam
govori o perfuziji odnosno metabolickoj potrebi odredene grupe neurona za energijom, §to
ukazuje na razinu njihove aktivnosti. Ova metoda izuzetno je korisna kod slabo reguliranih

epilepsija jer nam omogucava precizniju lokalizaciju epileptogenih podrucja (39).

. PET (od engl. Positron emission tomography) pomaze u odredivanju mjesta nastanka
epileptickog napadaja tako $to pokazuje razliku u potro$nji glukoze ili kisika za pojedine
dijelove mozga (39).

. CT (od engl. Computed tomography) se u dijagnostici epilepsija ne koristi osim za
dokazivanje kalcifikata kao u npr. Sturge-Weberovom sindromu ili pri sumnji na traumu glave

radi iskljuc¢ivanja intrakranijskog krvarenja, odnosno kod neklasificiranih leukodistrofija (38).

. NeuropsiholoSki testovi: koristi se baterija testova za procjenu svih podrucja

kognitivnog funkcioniranja (motoricke funkcije, ritam, taktilne funkcije, vizualne funkcije,

12
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receptivni govor, ekspresivni govor, pisanje, Citanje, raCunanje, pamcenje, interpretacija i
sli¢no). Za procjenu inteligencije za djecu od 6 do 16 godina koristi se Wechslerova ljestvica
inteligencije WISC, a za djecu od 3 do 7 godina WPPSI. Uz te testove koriste se i ciljani testovi
koji mogu opisati razinu disfunkcionalnosti pojedinih sposobnosti (test vizualnog
zanemarivanja, Hooperov test vizualne organizacije, Bender gestalt vidno-motoricki test,
Bentonov test vizualne retencije, Minnesota multifazic¢ni inventar li¢nosti, Wartegg test crteza

i mnogi drugi) (40).

. Wada test (po Johnu Wadi koji je primijenio test 1949. godine), odnosno intrakarotidna
amobarbitalna procedura kojom se selektivno kratkotrajno anestezira polovica mozga dok se
ispituje druga polovica. Koristi se prilikom preoperativne pipreme za temporalnu lobektomiju
te se ispituje dostatnost druge polovice mozga za normalno funkcioniranje nakon lobektomije
(odreduje se i dominantnost hemisfere za govor i memoriju), ali postojanjem fMRI-ja taj se test

napusta (41).
LABORATORIJSKE PRETRAGE

Prije postavljanja dijagnoze, a nakon prvog epileptickog napadaja neophodno je iskljuciti,
odnosno potvrditi i prisutnost neke druge bolesti odnosno poremecaja. Zbog toga se
preporucuje naciniti hematolosko-biokemijske pretrage, kako je nabrojeno u tablici 1. Kod

starije djece preporucuje se naciniti i probir za intoksikaciju lijekovima, drogom ili alkoholom.

Kod odabira antiepileptika pomo¢i ¢e i molekulska dijagnostika odredivanja izoenzima za

metabolizam antiepileptika CYP 2C9 i 2C19, kao i P-glikoproteina (42).

Po potrebi treba naciniti i dijagnostiku za infektivno, odnosno heredodegenerativno oboljenje:
LP, hematolikvorsku barijeru, virusi sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) u likvoru i serumu,

imunoloski status, ASTO, ASTA, obriske u podruéju uha, grla i nosa.

Kod sumnje na heredodegenerativne metabolicke bolesti i genetske bolesti potrebno je uciniti

ciljane pretrage prema klini¢koj slici i nalazima, a neke su pretrage nabrojene u tablici 2.
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Tablica 1. Rutinska laboratorijska obrada

CRP, SE, KKS, GUK, K, Na, Cl, Ca, P, Mg, AF, AST, ALT, Gama GT, bilirubin, CK,
urea, kreatinin, urat, laktat, piruvat, acidobazni status, amonijak, kolesterol, HDL,
LDL, trigliceridi, Fe, UIBC, TIBC, Fe saturacija, urin

Nivo antiepileptika u krvi ako ga dijete uzima

Prolaktin u plazmi <20 min od napadaja

ToksikoloSke analize: lijekovi, droga, alkohol

CYP 2C91i 2C19, PGP; prema nalazima APOE i DNA UGT

Dijagnostika infektivnog oboljenja: LP, hematolikvorska barijera, SZS virusi u likvoru
i serumu, imunoloski status

ASTO, ASTA, obrisci u ORL podruéju

Tablica 2. Dodatna laboratorijska obrada

Kromosomi Biopsija kozZe (podlaktica, aksila) i miSica

Bakar (Cu), ceruloplazmin, B12 vitamin, folat Neurotransmiteri u likvoru

Aminokiseline, organske kiseline Molekulske analize: MERRF, MELAS,
sindromi

Genska dijagnostika epilepsija
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DODATNE PRETRAGE

Obavezno je kod postavlja dijagnoze epilepsije provesti i neuropsihologijsko testiranje zbog
procjenjivanja kognitivnih  sposobnosti, memorije, motornih sposobnosti i ostalog.
Antiepileptici mogu utjecati na neku od tih sposobnosti, pa je neophodno poznavati tocan nalaz
prije po¢imanja terapije. Neophodna je i dodatna okulisticka obrada ispitivanje vida, ocne
pozadine, vidnog polja, elektroretinogram (ERG) i vidnih evociranih potencijala (VEP).
Otorinolaringoloska (ORL) obrada obuhvaca audiogram, elektronistagmogram (ENG) 1 sluSne

evocirane potencijale mozdanog debla (BERA).

Cesto su u obradu ukljueni i geneti¢ar, logoped, defektolog, psihijatar, fizijatar, ortoped,

ginekolog (43).
1.1.9. Lijecenje epilepsije

Postavljanjem dijagnoze epilepsije glavni nam je cilj posti¢i kontrolu napadaja 1 u konacnici
poboljsati kvalitetu zivota pacijenata. U danaSnje vrijeme koristimo razliite metode kod
lijeCenja epilepsije, kao Sto su: primjena antiepileptika, Kkortikosteroida, intravenskih
imunoglobulina, ketogene dijete, stimulacije nervusa vagusa, kirur§ko lijecenje epilepsije te u
novije vrijeme primjena kanabidiola kod posebnih epilepti¢kih sindroma (44, 45). Unatoc
raznim metodama lijeCenja, antiepileptici ostaju osnova i prvi korak u lijecenju epilepsije. Cilj
je primjena $to efikasnijeg antiepileptika sa $to manje Stetnog djelovanja te primjena jednog

lijeka ako je to moguce.

Postavljanjem ispravne dijagnoze epilepsije ili epilepsijskog sindroma zapoc¢injemo primjenom
jednog od antiepileptika koji po svojim farmakoloskim svojstvima najvise odgovara
specificnim karakteristikama svakog pojedinog bolesnika (dob, spol, komorbiditeti,

komedikacija, profesija, zZivotne navike i stil, intelektualni kapacitet i slicno) (46).

Zapocimanje primjene antiepileptika treba biti postupno i u niskoj dozi koja se postupno
poveéava do zadovoljavaju¢eg ucinka ili javljanja nepodnoS$ljivih nuspojava. Primjenom
jednog antiepileptika postize Se remisija u oko 50% bolesnika. Ukoliko je prisutan lo$ klinicki
odgovor, lijek se mijenja s novim ili se doda drugi lijek. Zamjenskom monoterapijom ili

kombinacijskom terapijom moze Se posti¢i remisijau sljede¢ih 20-ak% bolesnika (47).
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Pacijenti, koji unato¢ uzimanju dva ili vise adekvatna antiepileptika primijenjena u adekvatnim
dozama, i dalje imaju napadaje, imaju farmakorezistentnu epilepsiju te su oni kandidati za neku
od drugih metoda lijeCenja. Najefikasnija metoda je neurokirurSko lijecenje kojim se kod
znacajnog broja pacijenata postize zadovoljavajuc¢a kontrola bolesti, naravno uz nastavak

uzimanja AEL-akroz dulje vrijeme (moguce i dozivotno) (46, 48).

Bolest se smatra uvedenom u trajnu remisiju ukoliko je bolesnik bez napadaja 10 godina ili je
5 godina bez antiepilepticke terapije, a lijecenje se provodi najmanje dvije godine od odsustva
napadaja uz uredan EEG. Pacijenti se mogu smatrati izlijeCenim, ali ovaj termin treba
izbjegavati buduci da oni i dalje imaju vedi rizik od zdrave populacije za ponovno javljanje
epilepsije kasnije u Zivotu. Stoga se po preporukama ILAE-e bolest smatra rijeSenom (eng.

solved), a ne izlije¢enom.

Prva uporaba lijeka koji se smatra prvim antiepileptikom bila je sredinom 19. stoljeca, a to je
kalij bromid. Razvojem medicine nakon bromida u upotrebu je poc¢etkom 20. stoljec¢a,1912.9.,
usao i fenobarbital (PB), koji se i dan danas primjenjuje diljem svijeta (poglavito u zemljama
nizeg ekonomskog standarda) zbog svoje ucinkovitosti 1 niske cijene te u lije¢enju epileptickih
napadaja u novorodenackoj dobi (49, 50). U ,,staru’ generaciju lijekova jo§ se ubrajaju fenitoin
(PHT), primidon (PRM), acetazolamid (AZM), etosuksimid (ESC ili ESX), karbamazepin
(CBZ2), valproat (VPA), benzodiazepini (BZD) i to diazepam (DZP), klonazepam (CNZ),
klobazam (CLB), lorazepam (LZP) i midazolam (MDZ). Napretkom medicine nastali su
lijekovi ,,nove* generacije, tj. moderni lijekovi koji imaju manje toksi¢nosti i bolju
podnosljivost. U ,,novu® generaciju AEL-a ubrajamo zonisamid (ZNS), vigabatrin (VGB),
okskarbazepin (OXC), lamotrigin (LTG), felbamat (FBM), gabapentin (GBP), topiramat
(TPM), tiagabin (TGB), levetiracetam (LEV), stiripentol (STP), pregabalin (PGB), rufinamid
(RUF), lakozamid (LCM), eslikarbazepin acetat (ESL), retigabin (RGB) (povucen sa trzista
2017.9.), perampanel (PER), brivaracetam (BRV) te kanabidiol (CBD) (51).

Antiepileptici imaju raznolik raspon farmakoloskog djelovanja. Modulacijom intrinzi¢ne
vodljivosti membrane inhibiraju prekomjerno oste¢enje neurona prekonatrijskih i kalcijskih
kanala preferencijalnim vezanjem na natrijske kanale dovode¢i ih u inaktivno stanje. Lijekovi
koji se vezu na natrijske kanale su npr. fenitoin, lamotrigin i karbamazepin. Presinapticki
proteini moduliraju otpustanje neurotransmitera pohranjeno unutar vezikula; jedan od njih je
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SV2A — a on je vezujuée mjesto za levetiracetam (52). Antiepileptici mogu potencirati i
inhibicijske mehanizme putem post-sinapticke regulacijske modulacije, inhibicijom
metabolizma gama-aminobutiri¢ne kiseline (GABA) ili blokade GABA transporta te inhibirati

ekscitaciju neurona pretezno glutamatskog sustava (53).

S obzirom na razli¢ite mehanizme djelovanja poznato je da neki AEL-i mogu i pojacati
napadaje, npr. karbamazepin i vigabatrin mogu pogorsati mioklone epilepsije, epilepsije tipa
apsans te zari$ne s prijelazom u obostrane toni¢ko-kloni¢ke napadaje. Karbamazepin, uz ranije
navedene, moze pogorSati i generalizirane kloni¢no-tonicke napadaje dok se mioklone
epilepsije mogu pogorsati primjenom lamotrigina i gabapentina, a epilepsije tipa apsans
primjenom fenobarbitona (54). Kao i svi drugi lijekovi, antiepileptici mogu imati i nepozeljne

ucinke.

Potencijalne nuspojave lijekova prikazane su u sljedec¢oj tablici.

Tablica 3. Antiepileptici, tip neZeljenih reakcija

Antepileptici NezZeljene reakcije Zivotno ugroZavajuée
reakacije
Karbamazepin osip, sedacija, glavobolja, ataksija, antikonvulzivni
nistagmus, diplopija, tremor, hipersenzitivni sindrom
hiponatremija (AHS), zatajenje jetre,

hematoloske komplikacije
Klobazam sedacija, umor, pospanost, ponasanje i
kognitivno oStec¢enje, nemir,

poremecaji u koordinaciji, tolerancija

Klonazepam kao i klobazam

Gabapentin dobitak tezine, periferni edem, akutni pankreatitis, hepatitis,
promjene u ponasanju, Stevens-Johnsonov sindrom,
impotencija akutno otkazivanje bubrega

Lakozamid vrtoglavica, dvoslike, -

povremeno moze uzrokovati osip
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Lamotrigin 0sip, nesanica, vrtoglavica, AHS, zatajenje jetre,
diplopija, glavobolja, ataksija, hematoloske komplikacije,
astenija, zamagljen vid, moze Stevens-Johnsonov sindrom

pogorsati mioklone napadaje

Levetiracetam promjene u ponasanju i psihoti¢ne
promjene, astenija,
vrtoglavica, somnolencije, glavobolje

Okskarbamazepin osip, glavobolja, vrtoglavica, AHS, hematoloske
mucnina, somnolencija, komplikacije
ataksija, diplopija,
hiponatriemija

Fenobarbital 0sip, teska pospanost, AHS, hematoloske
sedacija, smanjenje memorije i komplikacije
koncentracije, hiperkinezije
| agitacija udjece

Fenitoin osip, ataksija, pospanost, AHS, zatajenje jetre,
letargija, sedacija, hematoloske komplikacije
encefalopatija, gingivalna
hiperplazija, hirzutizam,
dismorfizam, osteomalacija

Topiramat somnolencija, anoreksija, umor, zatajenje jetre, anhidroza
nervoza, poteSkoce koncentracije i
paznje, oStecenje pamcenja,
psihomotorno usporavanje,
metabolicka acidoza, gubitak teZine,
disfunkcija jezika, bubrezni kamenci,

glaukom i drugi o¢ni poremecaji

Na valproat mucnina, povrac¢anje, dispepsija, oStecenje jetre 1 gusterace
Valproic¢na dobivanje na tezini, gubitak kose,
kiselina sindrom policisti¢nih jajnika

Zonisamid 0sip, pospanost, anoreksija, AHS, anhidroza
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razdrazljivost, fotosenzibilnost,
gubitak tezine, bubreZzni kamenci

Etosuksimid bol u epigastriju, mucnina, hematoloske komplikacije
povracanje, glavobolja, pospanost,

osip, iritabilnost, gubitak na tezini

Vigabatrin pospanost, hiperaktivnost, suzenje
vidnog polja
Diazepam kao klobazam i klonazepam

1.1.9.1. Interakcija medu lijekovima

Mnoge Stetne posljedice vezane su za interakciju medu lijekovima prilikom cega dolazi do
promjena u ucinku lijeka prethodnim ili istovremenim uzimanjem drugog lijeka. Interakcije
lijekovima mogu dovesti do smrtonosnih ishoda i prema literaturi zauzimaju ¢etvrto do Sesto
mjesto uzroka smrti kod hospitaliziranih bolesnika u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD)
(55). Mnoge interakcije s lijekovima rezultat su indukcije ili inhibicije enzima sustava citokrom
P450 (CYP). Razumijevanje tih mehanizama je vazno kako bi se postigla odgovarajuca
visestruka terapija lijekovima. Pojedini izoenzimi ukljuceni su metabolizam razli¢itih lijekova,
a indukcija ili inhibicija tih izoenzima dovodi do klini¢ki znacajne interakcije lijeCenja.
Interakcije lijekova temeljene na inhibiciji ¢ine glavni dio klini¢ki vaznih interakcija lijekova.
Lijek moze inhibirati CYP izoenzim bez obzira da li je ili nije supstrat za taj izoenzim. Ako su
dva lijeka supstrat za isti CYP izoenzim, metabolizam jednog ili obaju lijekova mogu biti
odgodeni. Karakteristika koja c¢ini lijek osjetljiv na inhibiciju je da metabolit koji nastane
biotransformacijom mora ¢initi > 30-40% metabolizma lijeka, a metabolicki put se odvija preko
jednog kataliziranog izoenzima (56). U procesu inhibicije vremenski raspon interakcija lijekova
ovisi 0 polu-zivotu eliminacije doti¢nog lijeka. Inhibitor moze smanjiti metabolizam supstrata
i opcéenito dovesti do povecanog ucinka lijeka, ako je prethodna koncentracija bila

subterapijska, ili do toksi¢nosti.

Interakcije koje induciraju enzime takoder su klinicki vazne, ali se sporije otkrivaju jer
zahtijevaju sintezu novog proteina, $to je njihov glavni mehanizam. Veliki broj lipofilnih
lijekova, kao i ¢imbenici onecis¢enja okolisa, takoder mogu povecati indukciju enzima (57).
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Lijek moze inducirati i svoj metabolizam, kao §to je primjer u slu¢aju karbamazepina (56) ili
mehanizam drugog lijeka. Sve to moze dovesti do povecanog ili smanjenog ucinka lijeka, Sto
je tesko predvidjeti jer ovisi o nekoliko ¢imbenika, kao $to je polu-zivot ili promet enzima (57,
58).

Glavni enzimi ukljueni u metabolizam lijekova su CYP2C, CYP1A, CYP3A i
glukoroniltransferaza (GT). S obzirom na mehanizme indukcije ili inhibicije, AEL-i se mogu
podijeliti na induktore i inhibitore i one koji nisu ukljuceni niti u jedan mehanizam. Mnogi
AEL-i nove generacije ne podlijezu enzimima Koji induciraju i inhibiraju aktivnost te su manje
skloni uzrokovati klini¢ki vazne interakcije. Zbog toga je njihova uporaba osobito korisna kod
bolesnika koji zahtijevaju druge lijekove zbog drugih istovremenih medicinskih stanja (59).

Prikaz AEL-a, mehanizama djelovanja i enzima navedeni su u tablici 4.
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Tablica 4. Antiepileptici, mehanizam djelovanja, enzimi djelovanja

Antiepileptici Induktori Inhibitori
Karbamazepin CYP1AZ; CYP2C; -
CYP3A; GT

Etosuksimid - -

Felbamat CYP3A4 CYP2C19; beta-oksidacija
Gabapentin - -

Lakozamid = -

Lamotrigin GT -

Levetiracetam
Okskarbamazepin
Fenobarbiton
Fenitoin
Pregabalin
Rufinamid
Tiagabin
Topiramat
Valproat
Vigabatrin
Zonisamid

CYP3A4; CYP3AS; GT
CYP3A; CYP2C; GT
CYP3A; CYP2C; GT

CYP3A4

CYP3A

CYP2C9

CYP2C19

CYP2E1

CYP2C19

CYP2C9, GT

*Rogers SJ, Cavazos JE. In DiPiro’s Pharmacotherapy, 8th Edition, McGraw-Hill, 2011
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1.2. APOLIPOPROTEINI

Apolipoproteini su vazni strukturni dijelovi lipoproteinskih ¢estica, sudjeluju u lipoproteinskoj
sintezi, sekreciji, razvoju i katabolizmu. Glavna metaboli¢ka uloga apolipoproteina je da djeluju
kao kofaktori pojedinih enzima koji sudjeluju u metabolizmu lipoproteinskih Cestica.
Apolipoproteini, vezivanjem za specifi¢ne stani¢ne receptore, omogucuju ulazak lipoproteina
u stanice, osiguravaju i strukturnu stabilnost lipoproteina, te imaju vaznu ulogu u transportu
endogeno sintetiziranih lipida (endogeni put) i lipida koji se u organizam unose hranom
(egzogeni put). Ovisno o tome sadrzavaju li jednu ili viSe vrsta apolipoproteina, lipoproteini se

dijele na jednostavne i slozene.

Dosad je u plazmi ¢ovjeka identificirano deset apolipoproteina ¢ija je fizioloska uloga u
metabolizmu lipoproteina poznata (tablica 5). Zbog svoje povezanosti sa specificnim genetski
uvjetovanim poremecajima metabolizma lipida, najve¢i klinicki znaCaj pridaje se

lipoproteinima A, B, C i E (60).

Tablica 5. Podjela apolipoproteina

Apolipoprotein lzvor Lipoprotein

A-l Tanko crijevo, jetra HDL, hilomikroni

A-l11 Tanko crijevo, jetra HDL, hilomikroni

A-1V Tanko crijevo HDL, hilomikroni

B-48 Tanko crijevo, jetra Hilomikroni

B-100 Jetra VLDL, IDL, LDL

C-1 Jetra Hilomikroni, VLDL,
IDL, LDL

C-11 Jetra Hilomikroni, VLDL,
IDL, LDL

C-111 Jetra Hilomikroni, VLDL,
IDL, LDL

E-2 Jetra, periferna tkiva  Hilomikroni, VLDL,
IDL, LDL
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E-3 Jetra, perifernatkiva  Hilomikroni, VLDL,
IDL, LDL

E-4 Jetra, perifernatkiva  Hilomikroni, VLDL,
IDL, LDL

1.2.1. Apolipoproteini A, B, C

Genetskim polimorfizmom, koji je odgovoran za strukturne i funkcionalne abnormalnosti
apolipoproteina, mogli bi se objasniti defekti u biosintezi, izlu¢ivanju i katabolizmu
lipoproteina, $to je povezano s pojavom dislipoproteinemije, a time i moguceg objasnjenja
pojave ateroskleroze te drugih stanja u kojima imaju vaznu ulogu. Proteinske anomalije bile su
otkrivene za APOA-I, APOE, APOC-II i APOC-III (61).

Apolipoprotein A1 (APOA-I) je protein koji kod covjeka kodira gen APOA1 i koji ima vaznu
ulogu u metabolizmu lipida. APOA-I je vazan protein u Cesticama lipoproteina visoke gustoce
HDL (od engl. High Density Lipoprotein) u krvi ¢ovjeka. Abnormalnosti APOA-I jednim
dijelom su povezane sa smanjenom vrijednos¢u HDL-a, a drugim dijelom s deficitom kofaktora
za aktivnost enzima lecitin kolesterolacil-transferaza (LCAT-a) (61), odgovornog za nastanak
vecine kolesterolskih estera u krvi. Na taj na¢in mutacije gena za APOA-I mogu povecati rizik
nastanka ateroskleroze, ¢ak i ako je koncentracija kolesterola i lipoproteina male gustoce LDL
(od engl. Low Density Lipoprotein) jednaka. Nedostatak cirkuliraju¢ih APOA-I i APOC-III
povezan je s vrlo niskim vrijednostima HDL-a i pojavom ateroskleroze (62). Kod
normolipemicnih osoba APOA-I je najobilniji apolipoprotein u plazmi. Apolipoproteini grupe

A sintetiziraju se u jetri i tankom crijevu (61).

Apolipoprotein B (APOB) je glavni apolipoprotein lipoproteina male gusto¢e (LDL) (63).
Ostatak ¢ine APOA, APOC i APOE. Zbog njegove slabe topivosti u vodi i ureji, dugo se nije
znalo o strukturi, sastavu i fizikalno-kemijskim osobinama APOB-a. Danas znamo da APOB
nije homogena molekula, ve¢ da postoje dvije izoforme: APOB-48 i APOB-100, s
molekularnim tezinama 251 i 25 kDa. Sintetiziraju se iz identicnog APOB gena, jedinstvenim
RNA mehanizmom. APOB izoproteini glavni su strukturni apolipoproteini hilomikrona,

lipoproteina vrlo male gusto¢e VLDL (od engl. Very Low Density Lipoprotein), lipoproteina
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srednje gustoce IDL (od engl. Intermediate Density Lipoprotein) i LDL cestica (64). APOB-48
sadrzava 2152 aminokiseline, a nastaje putem APOB-mRNA, s ranijim translacijskim “stop-
kodonom”. Sintetizira se u tankom crijevu i nalazi se na povrsini hilomikrona: APOB-100
sadrzava 4536 aminokiseline, translacijski je produkt ¢itave APOB-mRNA i sintetizira se u
jetri. Molekularna masa mu je 550 000 Da, pa se smatra najve¢om poznatom humanom
proteinskom molekulom. Osim strukturne uloge APOB-100 veze lipoproteine male gustoce na
receptore na povrsini stanice procesom koji se zove receptor-posredovana endocitoza, ¢ime
zapocinje niz zbivanja kojima se regulira homeostaza kolesterola. Aminokiseline lizin i arginin
u apolipoproteinu djeluju kao mjesto prepoznavanja i povezivanja kompleksa ligand-receptor.
Receptor prepoznaje samo one lipoproteine koji sadrze APOB i APOE, a to su LDL, VLDL i
lipoproteini velike gustoce (subpopulacija HDLc) (65). Genetski polimorfizam vezan za APOB
prvi je opisao Hegele, skrecu¢i paznju da pojave abnormalnog proteina ili pak njegova
poveéana koncentracija u plazmi uz normalne vrijednosti HDL-a, moze ukazati, ne samo na
pojavu ateroskleroze, vec i na stupanj oStecenja arterija. Zato je potrebno i opravdano mjeriti

koncentraciju apolipoproteina (66).

Apolipoproteni C (APOC-I, APOC-I11 i APOC-III) sintetiziraju se u jetri i nalaze se u sklopu
hilomikrona, VLDL, IDL i LDL ¢estica (67).

Apolipoprotein D (APOD) je protein koji kod ¢ovjeka kodira gen APOD. Protein nalazimo
u krvi ¢ovjeka kao dio lipoproteinskih Cestica lipoproteina velike gusto¢e (HDL). Radi se o
glikoproteinu procijenjene molekularne tezine 33kDa, usko povezanim s enzimom lecitina

kolesterola aciltransferaze, koji sudjeluje u metabolizmu lipida (68).
1.2.2. Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (APOE) je glikoprotein (slika 1) koji ima ulogu u transportu i metabolizmu
lipida u cijelom tijelu. Sastoji od 299 aminokiselina. Nalazi se na povrs$ini hilomikrona, VLDL,
IDL i LDL ¢estice (69).
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Slika 1. Apolipoprotein E

Gen APOE je lokaliziran na kromosomu 19q 13.2 (slika 2) te se kod ljudi pojavljuje u tri
izoforme e2, 3, e4, stoga razlikujemo homozigotne (APOE e2/e2, e3/e3, e4/e4) i heterozigotne
genotipove (APOE e3/e2 , e4/e3 , e4/ e2) (70).
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Slika 2. Kromosom 19g13.2

APOE e3 alel je najcesci oblik (70% -80%), nakon Cega slijedi APOE e4 (10% - 15% ) i APOE
e2 (5% - 10%) (71). Raspodjele €2, €3 i e4 su razli¢ite medu rasama. Indijanci, Azijati i
meksicki Amerikanci imaju najvecu ucestalost €3 (>84%), Afrikanci i Afroamerikanci imaju
najvecu ucestalost e4 (20,1%, odnosno 31%), Afroamerikanci i bijelci (osim Finaca) imaju
najvecu ucestalost €2 (7,3 - 13,1%) (71). (tablica 6)
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Tablica 6. APOE frekvencija gena i genotipa u ljudskoj populaciji

POPULACIJA

Afroamerikanci

Afrikanci
(Nigerija)

Americki
Indijanci

(muskarci)

Americki

Indijanci (Zene)

Bijelci (Finska)

Bijelci
(Francuska)

Bijelci (Njemacka)

Bijelci (Italija)

Bijelci Amerikanci

(muskarci)

Frekvencija gena

Frekvencija genotipa

E2

13.1%

2.8%

1.7%

1.6%

3.9%

8.1%

8.2%

7.3%

8.3%

E3

66.8%

66.2%

85.0%

85.8%

76.7%

80.2%

78.2%

82.7%

78.5%

E4

20.1%

31.0%

13.3%

12.6%

19.4%

11.7%

13.6%

10.0%

13.1%

E2/E2 E2/E3

2.0%

0.0%

0.0%

0.1%

0.3%

0.8%

0.9%

0.4%

0.9%

18.0%

3.0%

3.0%

2.6%

5.4%

13.1%

11.7%

12.0%

12.9%

E2/E4

6.0%

3.0%

0.5%

0.5%

1.8%

1.6%

2.9%

16.5%

1.9%

E3/E3

43.0%

46.0%

71.6%

73.2%

58.7%

64.3%

62.2%

68.4%

62.9%

E3/E4

28.0%

37.0%

23.9%

22.7%

30.6%

18.7%

19.9%

1.5%

18.3%

E4/E4

3.0%

11.0%

1.2%

1.0%

3.2%

1.6%

2.2%

1.2%

3.0%
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Bijelci Amerikanci 7.7% 78.9% 13.3% 0.3% 13.3% 14% 62.6% 19.3% 3.0%

(Zene)

Kinezi 74% 844% 82% 14% 12.1% 0.0% 70.9% 14.9% 0.7%
Japanci 3.7% 84.6% 11.7% 03% 6.1% 07% 71.9% 193% 1.7%
Americki 3.9% 859% 102% 02% 6.7% 0.7% 73.8% 17.3% 1.1%
Meksikanci

(Eichner i suradnici, 2002. AM J Epidemiol 155: 487-95)

APOE je otkriven 1970-ih kao komponenta lipoproteina vaznih za transport masnih kiselina i
kolesterola u ljudskoj cirkulaciji krvi. U normalnim fizioloSkim uvjetima masne kiseline i
kolesterol bitne su komponente stani¢ne membrane, prekursori steroidnih hormona, vitamina
D i zucnih kiselina, te imaju vrlo bitnu ulogu u funkcioniranju srediSnjeg Ziv€anog sustava.
Lipoproteini raznose masne kiseline i kolesterol u razli¢ita tkiva, a nekoristene dijelove u jetru
za katabolizam. Razlikujemo nekoliko vrsta lipoproteina ovisno o veli¢ini, podrijetlu, funkciji
i sastavu (72). Glavni tipovi lipoproteina su: hilomikroni, VLDL (lipoproteini vrlo male
gustoce), LDL (lipoproteini niske gusto¢e) i HDL (lipoproteini visoke gustoce). Svi oni sadrze
APOE, koji regulira metabolizam lipoproteina u nekoliko aspekata.

APOE posreduje u interakciji lipoproteina s receptorom na povrsini stanice u razli¢itim tkivima,
¢ime se odreduje gdje masne kiseline i kolesterol treba dostaviti. APOE modulira aktivnost
lipoprotein lipaze, enzima koji oslobada masne kiseline i kolesterola iz lipoproteina na mjestu
dostave, ¢ime se kontrolira brzina isporuke (73). Dalje, APOE stimulira proizvodnju VLDL-a
u jetri, koji je takoder povezan s pove¢anom razinom triglicerida i VLDL-a u plazmi. Konacno,
APOE igra kriti¢nu ulogu u regulaciji razine AP (amiloid beta) peptida u mozgu, a nakupljanje
AP peptida je obiljezje Alzheimerove bolesti (74, 75).
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1.3. ULOGA APOE | POJEDINIH ALELA

Ulogu APOE i pojedinih alela vazno je shvatiti kao faktor rizika za razvoj nekih bolesti.
Temeljna razlika izmedu APOE €2, €3 i e4 je u jednoj aminokiselini na pozicijama 112 i 158.
Najcescu varijantu, APOE e3, karakterizira cistein na poziciji 112 i arginin na 158. APOE e2
varijanta ima cistein na oba mjesta, 112 i 158, a APOE e4 varijanta ima arginin na obje pozicije
112 i 158. Te razlike mijenjaju strukturu APOE proteina, $to rezultira razli¢itim afinitetom
vezanja, stabilnosti proteina i interakcijom, a u konacnici dovodi do promijenjenog

metabolizma lipoproteina (73, 76).
1.3.1. APOE e2

APOE e2 slabo se veze na receptore stani¢ne povrsine i povezan je s povecanim i smanjenim
rizikom za aterosklerozu. Osobe s kombinacijom e2/e2 polako razgraduju masti i mogu imati
veci rizik od rane bolesti krvnih zila i hiperlipoproteinemije tipa III - 94,4%, dok samo ~ 2%
razvija bolest, sto dovodi do zakljucka da su za razvoj bolesti vjerojatno kljuéni i drugi okoli$ni
i geneticki ¢imbenici (poput kolesterola u prehrani i dobi). Hiperlipoproteinemija tipa Il
uzrokuje poviSenu razina kolesterola, triglicerida i lipoproteina vrlo niske gusto¢e (VLDL) u
krvi, koji nose kolesterol i lipoprotein u krvi. Nakupljanje kolesterola i drugih masnih tvari
dovode do stvaranja malih, zutih izraslina na kozi koje se nazivaju ksantomi i do razvoja
ateroskleroze, $to posljedi¢no povecava rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Skupina
autora ranije je pokazala da je e2 takoder povezan sa sporadi¢nom pojavom Parkinsonove
bolesti, medutim to nije potvrdeno (77). Studije su takoder proucavale e2 kao potencijalni faktor
rizika za senilnu makularnu degeneraciju, Sto je bolest oka koja je vode¢i uzrok gubitka vida
kod starijih osoba Sirom svijeta. Neke studije pokazale su da APOE e2 alel moZe povecati rizik
od razvoja bolesti oka ili izazvati ranu pojavu simptoma, dok prisustvo barem jednog primjerka
APOE e4 alela moze pomoc¢i u zastiti od senilne makularne degeneracije ili odgoditi pojavu
gubitka vida. Medutim, druge studije nisu pronasle povezanost te treba pojasniti kakvu ulogu

APOE polimorfizam ima u razvoju senilne makularne degeneracije (78).
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1.3.2. APOE €3

APQOE ¢3 je 34 kDa proteinska komponenta serumskih hilomikrona, VLDL i HDL Ccestica.
Posreduje pri vezanju, pridrzavanju i katabolizmu ovih Cestica kao posljedica interakcija s
APOE receptorom i LDL receptorima u jetri i mozgu. On je ,,neutralni®, ,,divlji* tip i sudjeluje

u homeostazi masnih kiselina i stvaranju memorije (79).
1.3.3. APOE e4

Razli¢ito od prethodna dva alela, e4 ima vaznu ulogu kod razvoja razli¢itih bolesti. APOE e4
izoforma povecava rizik pri razvoju ateroskleroze (73), Alzheimerove bolesti (80), smanjuje
volumen hipokampusa (81), smanjenu kognitivnu funkciju (81), brzu progresiju multiple
skleroze (82), ima nepovoljan ishod nakon traumatske ozljede mozga (83), uzrokuje ishemijsku
cerebrovaskularnu bolest (84), apneju u snu (85), ubrzano skracuje telomere i neuralni razvoj.
Jedina znacajna prednost e4 alela (u odnosu nae2 i e3) je povezanost s vi§im razinama vitamina
D (86).

Razvoj kardiovaskularnih bolesti nastaje kod nosioca e4 alela akumulacijom masnih naslaga i
stvaranjem oziljka u stjenkama arterija. To progresivno suzava arterije i povecava rizik od

sréanog i mozdanog udara (84).

Imaju¢i na umu da se osim u jetri, koja je glavno mjesto sinteze proteina, APOE sintetizira u
astrocitima i mikrogliji u mozgu, mozemo objasniti njegovu ulogu u bolestima vezanima za
sredi$nji ziv€ani sustav. U mozgu sudjeluje u raspodjeli kolesterola kod popravka, rasta i
mijelinizacije membrane Ziv€anih stanica za vrijeme razvoja i starenja. Takoder je vazan i
nakon smrti stanica potaknutoj ozljedama mozga, bilo da se radi o ishemic¢nim, bilo

traumatskim ozljedama, ali i za vrijeme epilepti¢kih napadaja (87).

Uloga e4 izoforme najbolje je opisana u bolesnika s kasnom pojavom Alzheimerove bolesti.
Vazno je u pocetku napomenuti da 40-65% bolesnika s Alzheimerovom boles¢u ima najmanje
jednu kopiju e4 alela, medutim APOE nije osnovna odrednica bolesti (88). Jedna trecina
bolesnika s Alzheimerovom boles¢u je APOE e4 negativna, a neki APOE e4 homozigoti nikada
ne razvijaju bolest. Procjena rizika ovisno o zastupljenosti e4 alela: pojedinci s dvije kopije e4

alela nalaze se u najve¢em riziku. Tipi¢ne procjene upucéuju na to da jedan e4 alel daje dvostruko
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ili trostruko povecanje vjerojatnosti pojave Alzheimerove bolesti, dok dvije kopije (e4
homozigotne) daju 8 do 12 puta vecu vjerojatnosti u usporedbi s osobama koje nisu nosioci e4
izoforme (88). Kod koga ¢e se bolest razviti, ovisi 0 razli¢itim ¢imbenicima koji mogu utjecati
na APOE e4 i povecati rizik za razvoj bolesti, a to su: spol (veca ucestalost kod zena), vaskularni
¢imbenici rizika (puSenje, dijabetes, hipertenzija, hiperkolesterolemija) te drugi geni ili
¢imbenici okoliSa (npr. gen Saitohin (STH) leZi unutar introna humanog tau gena i moze imati

ulogu u reguliranju izoformi) (89).

Mehanizam kojim APOE e4 utjeCe na razvoj Alzheimerove bolesti nije poznat i moze
ukljucivati vise putova. Alzheimerovu bolest karakterizira nakupljanje agregata peptida beta-
amiloida (90). APOE je u mozgu uklju¢en u homeostazu kolesterola. Pruza neuronsku zastitu i
sudjeluje u popravku ostecenja ulogom nosaca koji pomaze uklanjanju amiloid-beta (AB) u
krvotok. APOE pojacava proteoliticku razgradnju tog peptida unutar i izmedu stanica,
oksidirani e4 veze AP puno brze nego e3 i moze utjecati na sekvestraciju AP u plakovima.
Medutim, izoforma APOE e4 nije tako ucinkovita kao druge izoforme u odvijanju ovih reakcija,
Sto rezultira povecanom osjetljivos¢u pojedinca na razvoj Alzheimerove bolesti i demencije

kod osoba ako su nosioci bilo koje varijante izoforme e4 (91).

Osim Alzheimerove bolesti, dosadasnji radovi pronasli Su povezanost izmedu polimorfizma
APOE i traumatske ozljede mozga te ishod bolesti. Dokazano je da APOE e4 povezan s losijim
ishodom, tj. teZim oporavkom nakon traumatske ozljede mozga, bez obzira na ozbiljnost
pocetne ozljede (92). Isto tako traumatska ozljeda mozga povecava rizik za razvoj
Alzheimerove bolesti, §to je vidljivo kod bolesnika s APOE e4. To nastaje prvenstveno zbog
smanjene sposobnosti popravljanja sinapsa te zastite neurona nakon ozljede u usporedbi s
nosiocima drugih izoformi. Povecani razvoj demencije kod pacijenata s traumatskom ozljedom
mozga pokazuje da trauma mozga precipitira talozenje AP, a povecano taloZenje dokazano je
postmortem kortikalnim ekstraktima iz akutnih bolesnika s ozljedama mozga (91). Medutim,
dokazano je da kod 10% osoba koji nisu nosioci APOE e4, a imaju traumatsku ozljedu mozga,
dolazi do razvoja plakova A, sto je nedvojbeno puno manje nego kod bolesnika s jednim ili
dva APOE e4 alela (35% i 100%). Na razvoj kroni¢ne traumatske encefalopatije ili demencije
pugilistike takoder utjece APOE e4 (92). Akumuliraju¢e traumatske ozljede rezultiraju tim

stanjima, a ishod je losiji kod nosioca APOE e4. Takav povecan rizik za razvoj kroni¢ne
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traumatske encefalopatije ili demencije pugilistike opisan je kod nogometnih igraca i boksaca
(93).

Uzimaju¢i u obzir studije koje povezuju lo§ ishod traumatske ozljede mozga i1 loSeg
neuroloskog ishoda, pretpostavilo se da tijekom cerebrovaskularnih bolesti dolazi do istog
rezultata kod nosioca APOE e4. Medutim, visestruke studije unutar razli¢itih etnickih skupina
pokazale su da je lo$ neuroloski ishod, kod bolesnika koji nose APOE e4 alel, s ishemijskim
infarktom slican onome kod osoba koji nisu nosioci toga alela (94, 95). Ipak, istrazivanjem je
dokazana povezanost izmedu nosioca APOE e4 i slabog neuroloskog ishoda kod pacijenata koji

su imali ili subarahnoidalno krvarenje ili intrakranijalno krvarenje (94).

Uz do sada opisane bolesti povezane s polimorfizmom APOE mozga, veliku pozornost
posvetilo se i bolesti koja izaziva kroniénu upalnu i degenerativnu promjenu sredi$njeg
ziv€anog sustava i kraljezni¢ke mozdine — multiplu skelrozu (MS). Prvotno istrazivanje, radeno
na danskoj populaciji, pokazalo je ve¢u ucestalost MS-a u bolesnika s APOE e4 homozigotnim
pojedincima (82, 96). lako su prvi rezultati bili pozitivni, brojne studije nisu ustanovile nikakvu
povezanost izmedu APOE alela i MS-a (97). Daljnjim istrazivanjem podrzana je uloga APOE
e4 kao modifikatora progresivnog razvoja MS-a, §to ima negativan utjecaj na patologiju mozga,
kognitivnu disfunkciju i ozbiljnost (98). Medutim meta-analize nisu podrzale ulogu APOE u
moduliranju MS-a rizika (99). Razli¢ite rezultate vezane uz povezanost APOE i MS-a mnogi
su autori opravdali ograni¢enim uzorkom za analizu pa se smatra da su potrebne nove studije s
duzim pracenjem bolesnika s MS-om kako bi se moglo zakljuciti postoji li povezanost APOE
ed i progresije MS-a.

1.4. ULOGA APOE U EPILEPSIJI

Kako APOE ima veliku ulogu u odrzavanju homeostaze lipida srediSnjeg zivCanog sustava i
sudjeluje u transportu kolesterola, sto omogucuje popravak oste¢enja mozga (100), poraslo je
zanimanje za njegovu ulogu kod pacijenata s epilepsijom. Dobro je znano da je osnovna
karakteristika napadaja poviSena podrazljivost neurona, sklonost hipersinkronizaciji
neuronskog izbijanja te promjene u sinapti¢kim funkcijama, sto dovodi do promjena u ionskom
okruzenju, ¢ime se dodatno povisuje njihova podrazljivost. Napadaj dovodi do brojnih

metabolickih posljedica, koje se ocituju porastom mozdanog krvnog protoka, te u
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poveéanoj potro$nji glukoze i kisika. Zbog dugog trajanja napadaja dolazi do aktivacije
anaerobnog metabolizma, nakupljanja lakta i ciklickih nukleotida, inhibira se regionalna sinteza
bjelan¢evina, $to rezultira o$te¢enjem mozdanog tkiva (101). Imaju¢i u vidu ulogu APOE i
njegovih izoformi u neurodegeneraciji (102) pretpostavilo se da APOE ima i ulogu u
epileptogenezi. Smatra se da regulira proizvodnju, metabolizam i klirensp-amiloida, koji pak
ima utjecaj na mehanizme popravka u Zivéanom sustavu tkiva koji predstavlja epileptogeni
fokus (103, 104). Mehanizmi kojima APOE utjece na oporavak ziv¢anih stanica nisu potpuno
razumljivi. Jedno od mogucih objasnjenja je da je APOE e4 povezan s povecanim amiloidnim
talozenjem 1 posljedi¢no tome degeneracijom ziv¢anih stanica (105). Zatim se smatra da je
moguce da povecava osjetljivost CAL neurona (neuroni u regiji CA1 hipokampusa ¢ine izlazni
put vazan u dugoro¢noj memoriji i prostornim vezama) na traumu i oksidativni stres putem
ekscitotoksi¢nih mehanizama (106). Kao jedno od mogucih objasnjenja je veé ranije spomenuto
da APOE e4 povecava AP vezivanje peptida te na taj nac¢in smanjuje stabilnost citoskeleta, sto
dovodi do pomaka mikrotubula i oSte¢enja neurona, sprje¢ava rast, smanjuje sinaptogenezu i
sinapti¢ku plasti¢nost nakon neuronske ozljede (107). Navedene mehanizme, koji nastaju kod
nosioca APOE e4, potkrepljuju i istrazivanja skupina autora koji su istrazivali upalne procese i
zbivanja u mozgu ovisno o genotipu. Njihov zakljucak je da ako osoba ima i jedan APOE e2
alel, zasticena je od nakupljanja AP plakova, sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima koji
vezu ovaj genotip sa zaStitom protiv Alzheimerove bolesti (108). Osobe koje imaju APOE e3,
imaju vecu sposobnost povecanja ekspresivnosti proteina akutne faze, Sto dovodi do smanjene
mogucénosti oStecenja DNK (deoksiribonukleinske kiseline) stanice i same smrti, dok su osobe
s APOE e4 najizloZenije u odnosu na druge genotipove jer imaju najlosiji odgovor u akutnoj

fazi i veliki rizik za o$tecenje i smrt stanica (109).

Dosadasnja istrazivanja, koja su nastojala povezati utjecaj APOE i epilepsije, ve¢inom su
proucavala povezanost APOE s epilepsijom temporalnog reznja i mezijalnom hipokampalnom
sklerozom. Dok kod pojedinih radova nije nadena medusobna povezanost APOE s epilepsijom
temporalnog reznja (110-112), kao niti s mezijalnom temporalnom lobarnom epilepsijom s
hipokampalnom sklerozom (113), sto su uglavnom opravdavali ograni¢enom veli¢inom uzorka,
kod drugih je ipak pronadeno da postoji povezanost APOE, i to izoforme e4 s povecanim
rizikom razvoja posttraumatskih napadaja (114), ranijim pocetkom temporalne lobarne
epilepsije (115), pojavom refraktornih slozenih parcijalnih konvulzija (116), pojavom
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postiktalne konfuzije (117) i mezijalne temporalne lobarne epilepsije bez lezije (118).
Proucavaju¢i pacijente s epilepsijom dokazano je da nosioci APOE e4 izoforme imaju vece

kognitivno osteenje u odnosu na druge izoforme (119).
1.5. ULOGA APOE KOD DJECE

Neuroplasti¢nost je sposobnost srediSnjeg Zivéanog sustava da se promijeni, preoblikuje i
reorganizira kao odgovor na vanjske ili unutarnje ¢cimbenike. Sama neuroplasti¢nost povezana
je israzvojem mozga kroz cijeli zivot (120, 121). Razvoj mozga je dugotrajni proces i nastavlja
se u odrasloj dobi. Obuhvaca nekoliko procesa: neurulacija, proliferacija, migracija, dendriticki
razvoj, sinaptogenezu, diferencijacijui apoptozu. Rani razvoj zapo€inje u drugom tjednu
trudnoce formiranjem neuralne cijevi iz neuralne ploce. Izmedu 6. i 8. tjedna trudnoée dolazi
do dijeljenja stanica, tj. proliferacije. Nastaju nove stanice/neuroni od kojih neke migriraju u
razli¢ite dijelove mozga slijedom kemijskih putova uz radijalna vlakna (122, 123). Kada
neuroni migriraju, pocinje diferencijacija stanica prema njihovoj daljnjoj funkciji te stvaranje
veza koje dovode do pocetne aktivnosti (124). Svi ti razvojni procesi pod utjecajem su
razli¢itosti vanjskih i unutarnjih ¢imbenika (125). Rodenjem djeteta proces sazrijevanja mozga
ne staje nego se nastavlja u odraslu dob. Sama sinaptogeneza i brz rast dendrita najizrazeniji Su
od 8. mjeseca Zivota do 2,5 godine i dovode do razvoja sinapsi koje su brojnije nego u odrasloj
dobi, ali isto tako i selektivnih eliminacija §to omogucuje prilagodbu mozga na ¢imbenike
okolisa (126). U tom razdoblju javlja se prekomjerni rast dendrita i njihova selekcija prilikom
Cega ostaju najfunkcionalnije veze. Nakon toga razdoblja rast dendrita se nastavlja u nesto
manjem opsegu do 5. godine Zivota. Prema novim istrazivanjima ovaj je rast usporeniji, ali
prisutan do 26.-27. godine zivota (127, 128). Zajedno s dendriti¢kim razvojem dolazi i do
sinaptogeneze koja je takoder najveca u prve dvije godine zivota, a zatim slijedi pad do 16.
godine (129, 130). Prekomjerna proizvodnja sinapsi dovodi do veée mogucnosti prilagodbe,
reorganizacije i oporavka nakon lezije mozga u ranom razvoju (131, 132). Paralelno s ovim
procesima odvija se i mijelinizacija, tj. stvaranje mijelinskog omotaca vaznog za brzi prijenos
zivéanih impulsa. Najintenzivnije razdoblje stvaranja mijelina je nakon rodenja pa do 2. godine
zivota i potom u razdoblju izmedu 7.1 9. godine te 11. i 12. godine (133). Neke studije navode
da mijelinizacija zavrsava u kasnoj adolescentskoj dobi, ali druga istrazivanja navode da traje

do 25. godine zivota (134). Uzimajuci u obzir sve navedene procese, dolazimo do zakljucka da
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je mozak dugo vremena nezreo i podlozan oSte¢enju, ali i lak§em oporavku. Postoje tri nacina
kako se mozak mijenja nakon ozljede i pokazuje plastitne promjene koje poboljSavaju
oporavak, moguce promjene u organizaciji preostalih krugova u mozgu, razvoj novih krugova,
Sto vjerojatno ukljucuje stvaranje novih sinapsi i proizvodnju ziv&anih stanica i glije kako bi se
zamijenile barem neke ziv¢ane stanice (135). Kakav ¢e biti konacan ishod plasti¢nosti i
funkcionalnosti, ovisi o trenutku kada je ozljeda nastala, dobi djeteta i fazi razvoja mozga (136,
137). Sposobnost neuroplasti¢nosti u dje¢joj dobi moze se pripisati velikom broju stanica
neurona i sinaptickih veza, a nastaje radi sazrijevanja inhibicije, ekstracelularnog matriksa i
mijelinizacije (138). Plasticnost tijekom razvoja moze biti adaptivna (prilagodljiva) ili
maladapitivna (neprilagodljiva), ali ovisi o dobi. Primjer adaptivne plasti¢nosti je kada kod
djeteta nakon funkcionalne hemisferektomije refraktorne epilepsije druga polutka mozga
preuzme motoricku funkciju, ali i sam govor. To nam pokazuje da je najveci potencijal za
reorganizaciju mozga kod djece (139) dok se u odrasloj dobi ¢esc¢e radi o maladaptivnoj
plasti¢nosti — na ve¢ modeliranom mozgu, $to Cesto rezultira neuobi¢ajenom neuralnom
organizacijom. Mozak se kroz zivot mijenja i strukturalno i funkcionalno, a rana dijagnoza i
intervencija pruza nam mogucénost sprecavanja oStec¢enja ili omogucava bolju prilagodbu

mozga na okoli§ 1 ozljedu.
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1.6. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza istrazivanja:

Polimorfizam gena apolipoproteina E ima utjecaj na vrstu epilepsije kod djece
Primarni ciljevi - utvrditi

1. postoji li razlika u pojedinoj vrsti epilepsije ovisno o polimorfizmu gena APOE kod
djeteta
2. postoji li razlika u pojedinoj podvrsti epilepsije ovisno o polimorfizmu gena APOE kod

djeteta.
Sekundarni ciljevi — utvrditi:

1. postoji li razlika u zastupljenosti apoliporoteina E te ukupnom i LDL kolesterolu u

eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini;
2. postoji li razlika u dobi pocetka bolesti ovisno o genotipu djeteta;

3. postoji li razlika u ukupnom kolesterolu i LDL kolesterolu ovisno o vrsti epilepsije
kod djeteta;

4. postoji li razlika u ukupnom kolesterolu i LDL kolesterolu ovisno o genotipu djeteta;

5. postoji li razlika u kontroli bolesti ovisno o genotipu koji dijete ima;

6. postoji li razlika u kontroli bolesti ovisno o primijenjenoj terapiji kod djeteta.
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2. MATERIJALI 1| METODE

Istrazivanje je provedeno u Klinickom bolni¢kom centru “Sestre milosrdnice* na Klinici
za pedijatriju, odjelu dje¢je neurologije s epileptologijom i u Klinickom zavodu za kemiju.
Studija je bila retrospektivna i prospektivna, a retrospektivni dio podataka dobiven je uvidom
u povijesti bolesti. Farmakogeneti¢ka obrada provedena je u Klini¢kom zavodu za kemiju

Klini¢kog bolni¢kog centra “Sestre milosrdnice®, Zagreb.

2.1. OPIS ISPITANIKA
2.1.1. Skupina bolesnika

U studiju je bilo ukljué¢eno 254 ispitanika oba spola, pacijenata iz Klinickog bolni¢kog
centra “Sestre milosrdnice”, Klinike za pedijatriju, odjela za djecju neurologiju s
epileptologijom. Ispitanici potjecu iz raznih dijelova Hrvatske, a u KBC “Sestre milosrdnice*
bili su upuceni od nadleznih lije¢nika te su ili ambulantno ili stacionarno lije¢eni. Svi ispitanici
su pedijatrijska populacija, dakle u dobi od rodenja do 18 godina, te su u njihovo ime roditelji,
uz dobivena detaljna objasnjenja svih procedura i postupaka, potpisali informirane pristanke za
sve potrebne 1 u¢injene dijagnostiCke obrade i lijeCenja. IstraZivanje je odobreno 1 od etickog

povjerenstva KBC-a “Sestre milosrdnice®.

Za sve ispitanike ¢e biti prikupljeni sljedeci podaci:
e dob
e spol
e dob javljanja prvih konvulzija odnosno pocetak bolesti
o profil lipida u krvi (kolesterol, HDL, LDL, trigliceridi)
e glavna i dijagnoze ostalih bolesti
e zapoceto lijecenje
e vrsta lijeka koju uzima
e rezultati genotipizacije

e kontrola bolesti
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2.1.2. Karakteristike ispitanika

Ukupan broj ispitanika koji ima dijagnosticiranu epilepsiju je bio 111, od kojih je bilo 60
djevojcicai 51 djecak.

Skupina koja je koriStena za kontrolnu usporedbu raspodjele apolipoproteina i relevantnih
anamnestickih podataka sastojala se od ispitanika koji odgovaraju po dobnoj i spolnoj raspodjeli
I ispitanicima oboljelim od epilepsije, a sami ne boluju od epilepsije (N=143). U kontrolnoj

skupini imali smo 71 djevojcicu i 72 djecaka.
2.1.3. Dijagnoze bolesnika koji su sudjelovali u istrazivanju
Ispitanici, koji su usli u istrazivanje, zadovoljili su kriterije za postavljanje dijagnoze epilepsije

prema kriterijima Internacionalne lige protiv epilepsije te ¢e biti klasificirani prema kriterijima

iz 1989.9. Podjela ispitanika prema podvrsti epilepsije moze se pronaci u Tablici 7.

Tablica 7. Podjela ispitanika prema podvrsti epilepsije

PODVRSTA EPILEPSIJE BROJ POSTOTAK
ISPITANIKA(N) ISPITANIKA(%)

Zari$na idiopatska epilepsija 48 43,2

Zari¥na simptomatska epilepsija 13 11,7
Generalizirana idiopatska epilepsija 30 27,0
Generalizirana simptomatska epilepsija 8 7,2

Epilepticki sindromi 4 3,6
Neklasificirana 8 7,2

Antiepilepsijski lijekovi, kojima su ispitanici lijeceni, pokazani su u tablici 8, a podijeljeni su
po djelovanju na CYP metabolizam. U tablici 9 prikazana je podjela ispitanika prema vrsti

terapije.
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Tablica 8. Lijekovi koje su bolesnici uzimali s razli¢itim djelovanjem na CYP

metabolizam
Induciraju Inhibiraju Nemaju utjecaj
Fenobarbiton Valproat Lamotrigin
Karbamazepin Klonazepam Levetiracetam
Fenitoin Topiramat Vigabatrin

Klobazam Etosukcimid

Okskarbamazepin

Tablica 9. Podjela ispitanika prema vrsti terapije

VRSTA TERAPIJE BROJ POSTOTAK (%)
ISPITANIKA (N)
Inhibitori 52 46,8
Induktori 14 12,6
Nema utjecaja 20 18,0
Dva razlic¢ita inhibitora 2 1,8
Inhibitor i induktor 5 4,5
Inhibitor i terapija bez utjecaja 7 6,3
Induktor i terapija bez utjecaja 4 3,6
Dvije terapije bez utjecaja 1 0,9
Sve tri vrste terapije 2 1,8
Bez terapije 4 3,6

2.2. GENOTIPIZACIJA
2.2.1. lzolacija DNK-a

Svoj djeci vadena je venska krv iz koje se u Klini¢kom zavodu za kemiju KBC-a “Sestre
milosrdnice® ucinila genotipizacija apolipoproteina E (APOE) te profil lipida u krvi. Uzorci
krvi za analizu apolipoproteina E (5-7mL) izvadeni su u Vacutainer® epruvete
(BectonDickinson, MeylanCedex, Francuska) s EDTA antikoagulansom i do izolacije
deoksiribonukleinske kiseline (DNK) ¢uvani su na -20°C te upotrebljeni unutar mjesec dana.

Leukocitna DNK za genotipizaciju izolira se standardnom metodom isoljavanja.
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Postupak:

Sat prije pocetka izolacije pripremi se termostat i temperira Elution Buffer otopina na +70°C.
Uzorke pune Kkrvi za izolaciju izvadi se iz hladnjaka i temperira na sobnoj temperaturi (+15 do
+25°C). Pripremi se obrazac za izolaciju DNK-a u koji se upiSu imena i prezimena te Sifre
uzoraka (oznaka, datum otvaranja svakog koriStenog reagensa (cijelog kita)). U stalak se
postavi Eppendorfice te oznace rednim brojevima. Potrebno je lagano promijesati uzorke pune
krvi da se homogeniziraju. Pipetirati 200 uL uzorka u Eppendorficu od 1,5 mL. Dodati 200
uL Binding Buffer otopine u Eppendorficu s uzorkom. Dodati 40 pL otopljene proteinaze K i
kratko vortexirati (10 sekundi). Inkubirati na 70°C 10 min. Kratko centrifugirati Eppendorfice,
dodati 100 uL izopropanola, kratko vortexirati (10 sekundi). Ponovno kratko centrifugirati
Eppendorfice. U stalak postaviti High Filter Tube, oznaciti ih rednim brojevima te ih postaviti
u kivete za sakupljanje (Collection Tube). Homogenizirati sadrzaj Eppendorfice laganim
uvladenjem i izvlaCenjem sadrzaja Eppendorfice u nastavak pipete. Prebaciti sadrzaj
Eppendorfice u High Filter Tube, zaCepiti tube i centrifugirati 1 min na 8 000 g. Baciti eluat.
Postaviti High Filter Tube u nove kivete za sakupljanje, dodati 500 pL Inhibitor Removal
Buffer otopine u Filter Tube i centrifugirati 1 min. na 8 000 g. Baciti eluat. Postaviti High Filter
Tube u nove kivete za sakupljanje, dodati 500 pL. Wash Buffer otopine u Filter Tube i
centrifugirati 1 min. na 8 000 g. Baciti eluat. Postaviti High Filter Tube u nove kivete za
sakupljanje, dodati 500 uL. Wash Buffer otopine u Filter Tube i centrifugirati 1 min. na 8 000
g. Centrifugirati jos jednom 10 sekundi na 21 000g. Baciti eluat. U stalak postaviti
Eppendorfice te ih oznaditi Siframa kako je naznaceno na obrascu. Premjestiti High Filter Tube
u Eppendorfice oznacene Siframa i dodati 200 pL prethodno zagrijane Elution Buffer otopine i
centrifugirati 1 min na 8 000 g. Baciti High Filter Tube, zacepiti epruvetu koja sadrzi izoliranu
DNA i spremiti je u kutiju oznacenu odgovaraju¢om Sifrom, koju je uzorak dobio pri prijemu

u Odsjek. Izolirani uzorci DNA pohranjuju se u hladnjak na +4°C.
2.2.2. Genotipizacija APOE

Kit za detekciju mutacije sadrzi sve klasicne komponente PCR reakcije (dANTP, Mg2+,
polimerazu, primere, reakcijski pufer) 1 fluorescentrno obiljeZzene sonde koje su
komplementarne odsjecku DNK-a u blizini polimorfizma. Detekcija fluorescencije u realnom
vremenu omogucena je prijenosom energije izmedu donorske i akceptorske boje kada se sonde
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nalaze u blizini. To se dogada kada je DNK uzorak u jednolanc¢anom obliku, tj. nakon
denaturacije. Kada dolazi do sinteze novog lanca, DNK polimeraza "izbacuje™ probe s kalupa

DNK-a i fluorecsencija se gasi.

Detekcija genotipa zasniva se na odredivanju krivulje taljenja (engl. melting curve analysis).
Probe su dizajnirane tako da su savr§eno komplementarne ili uzorku divljeg tipa ili uzorku kod
kojega je prisutan polimorfizam. Temperatura taljenja ovisit ¢e o stupnju homologije izmedu
probi i uzorka - lakse Ce se rastaliti onaj uzorak kod kojeg probe nisu savrseno komplementarne.
Kada dolazi do taljenja, DNK prelazi iz dvolancanog u jednolancani oblik i pojavljuje se
fluorescencija, sto znaci da ¢e se na nizoj temperaturi rastaliti uzorak kod kojeg sparivanje nije
100% komplementarno. Racunalni program prevodi signal u krivulju s maksimumom na
temperaturi taljenja, na osnovi ¢ega se o¢itava genotip. Genotipizacija APOE izvodi se na nacin
propisan u koristenom komercijalnom kitu LightMix Kit APOE 16 C112R R158C (TIB
Molbiol Syntheslabor GmbH) za rad na uredaju: LightCyclerSystem v1.2 (Roche, Switzerland).

U stalak se prema redoslijedu na obrascu posloze uzorci DNK-a. Postoje dva sustava koja daju
iste rezultate LC1.2 ili LC480. Ako se radi na LC1.2: Iz hladnjaka se izvadi hladni blok i u
njega se posloze reagensi potrebni za izradu pretrage pazeci da se ne izlazu svjetlu. U hladni
blok se sterilnom pincetom postave LightCycler kapilare u kojima se izvodi analiza. Ako se
koristi LC480: prema protokolu pripreme se uzorci koji ¢e biti ispipetirani u mikrotitarsku plocu
za LC480. U odgovarajuc¢im se obrascima nalaze koli¢ine reagensa za pipetiranje. U poljima se

automatski izraCunavaju koli¢ine potrebne za pipetiranje prema formuli:
Jedini¢na koli€ina x broj uzoraka x (faktor uvecanja 10%) x (% preporucene reakcijske smjese).

Svi parametri pojedinih analiza upisuju se na jedinstveno mjesto, gdje su definirane postavke,
poput volumena, pocetnih 1 kona¢nih koncentracija, faktora razrjedenja ili % volumena

preporucene reakcijske smjese.

Pripremi se reakcijska smjesa (MIX) koja sadrzi vodu (bijeli ¢ep), mixprimera i probi (crveni
¢ep iz kita tvrtke Tibmolbiol), Fast Start Mix (crveni ¢ep iz kita tvrtke Roche) 1 ako je na obrascu
tako naznaceno, Mg2+ (plavi ¢ep), u koli¢inama kako je naznaceno na obrascima. U svaku se
reakcijsku posudu (kapilara ili jaZica) ispipetira prvo zadana koli¢ina reakcijske smjese (MIX-
a), a potom zadana koli¢ina DNA. LC1.2: Pincetom se uzme poklopac i oprezno zatvori
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kapilara. Kapilare se zajedno s adaptorima postave u centrifugu i kratko centrifugiraju (5
sekundi). Nakon centrifugiranja adaptori se vrate u hladni blok, a kapilare postave na nosa¢ na
LightCycler aparatu. Pokrene se odgovarajuéi protokol za izradu analiza. LC480: Pripreme se
uzorci ispipetirani u mikrotitarskoj plo¢i na koju se stavlja folija, ploca se propisno obiljezi i
stavlja u PCR uredaj. Nakon izrade analize rezultat se ocitava prema predloScima rezultata

sheme azuriranog popisa u bazi pacijenata, $to je prikazano na slici 3 ai b i u tablici 10.

Aleli: Divlji tip E3
Mutirani tip E2, E4

F1/530 F2/640

112R 158C 158R
E2 E3,E4

112C E4

55°C 64°C 53,5°C b) 63,5°C

Slika 3. APOE (E2, E3, E4) Light Cycler
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Tablica 10. Rezultati

F1/530 F2/640 C112R C158R  Rezultat
E2, E3 E2 C C E2/E2
E2, E3 E3, E4 C R E3/E3
E4 E3, E4 R R E4/E4
E2, E3 E2, E3, E4 C C,R E2/E3
E2, E3, E4 E2, E3, B4 G, R C,R E2/E4
E2, E3, E4 E3, E4 G, R R E3/E4

Uzorci krvi za analizu lipida u krvi bit ¢e prikupljeni tijekom istog vadenja. Vazno je
napomenuti da su svi sudionici bili na taste, tj. posljednji obrok je bio minimalno 14h prije
prikupljanja uzorka krvi. Analize se rade u serumu. Serum je dobiven iz pune krvi bez dodatka
antikoagulansa (epruvete s podtlakom proizvodaéa Greiner Bio-one, Austrija) nakon
centrifugiranja kroz 15 min. na 3500 ok/min. Instrument, odnosno automatski analizator na
kojem se analizira, moze biti AU2700 (Beckman, SAD) ili Architect c8000 (Abbott, SAD). Do

srpnja 2014.g. prikupljeni podatci radeni su na Beckmanu, a odonda do danas na Abbottu.

Metode kojima se dobije pojedini lipid prikazane su u sljedecoj tablici.

42



Monika Kukuruzovié, Disertacija

Tablica 11. Metode mjerenja lipida

Ukupni kolesterol

Enzimatska, kolorimetrijska metoda (CHOD/PAP) s
kolesterol-oksidazom; mjerenje absorbancije na valnoj
duljini 500 nm

Trigliceridi

HDL-kolesterol

LDL-kolesterol
(direktni) koristi se
samo kad je
koncentracija
triglicerida >3,8
mmol/L

LDL-kolesterol
(izracun po
Friedwaldu)

Enzimatska, kolorimetrijska metoda (GPO/PAP) s glicerol-
fosfat-oksidazom; mjerenje absorbancije na valnoj duljini 500
nm

Homogena imunoseparacijska metoda sa sekundarnom
enzimatskom kolorimetrijskom CHOD/PAP metodom mjerenje
absorbancije na valnoj duljini 500 nm

Homogena imunoseparacijska metoda sa
sekundarnom enzimatskom kolorimetrijskom CHOD/PAP
metodom mjerenje absorbancije na valnoj duljini 500 nm

Na temelju nalaza triglicerida, ukupnog kolesterola i HDL-
kolesterola prema Friedwaldu LDL-kol = ukupni kol. — HDL-
kol.- trigl/2,2
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2.3. STATISTICKA OBRADA
Statisticka obrada dobivenih podataka izvedena je uz pomo¢ statistickih programa:

Microsoft® Office XP Excel Redmond, SAD

e prikupljanje i priprema podataka

IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY, SAD: IBM Corp, 2017.

e analiza podataka i izrada grafova

e podatci su prikazani tabli¢no i graficki.

Opisna statistika je prikazana kroz odgovarajuce udjele i apsolutne frekvencije za kategorijske
varijable, dok su se kontinuirane vrijednosti prikazale kroz pripadaju¢e medijane i interkvartilne

raspone.

Razlike u kategorijskim vrijednostima analizirane su 2 testom, odnosno Fisher-Freeman-
Haltonovim egzaktnim testom u slucajevima kada je po pojedinoj ¢eliji bilo manje od 5

ispitanika.

Izracun Hardy-Weinbergove ravnoteze za multiple polimorfizme APOE nacinjene su prema

uputama na mreznoj stranici http://www.bio.miami.edu/dana/dox/trinomial.html, odnosno

preko formule p2 + 2pq + q2 + 2pr + 2qr + 12 = 1.0 te su se pomocu y2 testa usporedile s
dobivenim podatcima.

Razlike u kontinuiranim (numeric¢kim) vrijednostima koje su bile grani¢ne analizirane su Mann-
Whitney U testom, odnosno Kruskal-Wallisovim testom (kada je bilo vise od dvije usporedne

skupine).

Pojedine znacajne razlike prikazane su Box i Whiskerovim plotovima (standardni prikaz:
vrijednosti iznad najmanja vrijednost, 25. centila, medijan, 75. centila, najveca vrijednost).
Outlieri (vanjske vrijednosti na Box i Whiskerovim plotovima) su definirani kao vrijednosti

koje odstupaju najmanje 1,5 interkvartilnog raspona.

Sve P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane zna¢ajnima.
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U analizi i grafickim prikazima koristila se programska podrska IBM SPSS Statistics, verzija

25.0 (www.spss.com).
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3. REZULTATI

3.1. PRIMARNI CILJEVI

3.1.1. RAZLIKA U POJEDINOJ VRSTI EPILEPSIJE OVISNO O POLIMORFIZMU
GENA APOE KOD DJETETA

Rezultati u tablici 12 i na slici 4 prikazuju razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena

APOE ovisno o vrsti epilepsije, sto je u stvari odgovor na prvi primarni cilj i hipotezu

istrazivanja. Najveci udio alela pripada e3/e3 (od 50,0% do 62,9%) kao divljem tipu dok aleli

e2/e2 i e4/e4 u 20-25 puta manjem omjeru.

Nije bilo znacajnih razlika u raspodjeli pojedinih polimorfizama APOE s obzirom na zari$nu,

generaliziranu i neklasificiranu vrstu epilepsije (P=0,529).

Tablica 12. Razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno o vrsti

epilepsije: Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

VRSTA EPILEPSIJE

Zarisna Generalizirana Neklasificirana
N % N % N %
Polimorfizmi e2/e2 0 0,0% 1 2,4% 0 0,0%
APOE e2/e3 9 14,5% 6 14,6% 1 12,5%
e3/e3 39 62,9% 24 58,5% 4 50,0%
e2/e4 1 1,6% 0 0,0% 1 12,5%
e3/e4 13 21,0% 9 22,0% 2 25,0%
edled 0 0,0% 1 2,4% 0 0,0%
Vrijednost P
Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni 9,71 0,529
test
N 111

46



Monika Kukuruzovié, Disertacija

Genotipizacija

BE2/E2
WE2/ES
M E3/ES
M E2E4

E3/E4
W E4/E4
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60

Udio (%)

40
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Slika 4. Razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno o vrsti epilepsije

3.12. RAZLIKA U POJEDINOJ PODVRSTI EPILEPSIJE OVISNO O
POLIMORFIZMU GENA APOE KOD DJETETA

Odgovor na drugi primarni cilj (Postoji li razlika u pojedinoj podvrsti epilepsije ovisno o
polimorfizmu gena APOE kod djeteta) prikazan je u tablicama 13 i 14 i slikama 5 i 6.
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Tablica 13. Razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno o podvrsti

epilepsije: Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

Polimorfizmi
APOE

PODVRSTA EPILEPSIJE

Zari¥na
idiopatska

N %
e2/fe2 0 0,0%
e2/e3 7 14,6%
e3/e3 31 64,6%
e2led 1 21%
e3/led 9 18,8%
edled 0 0,0%

simptomatska

N
0
2
7
0
4
0

ZariSna

%
0,0%
15,4%
53,8%
0,0%
30,8%
0,0%

Generalizirana Generalizirana Generalizirana Neklasificirana
idiopatska

o - Z2

= O O

%
3,3%
20,0%
53,3%
0,0%
20,0%
3,3%

simptomatska - epilepticki idiopatska
sindrom
N % N % N %
0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
0 0,0% 0 0,0% 1 12,5%
5 625% 4 100,0% 4 50,0%
0 0,0% 0 0,0% 1 12,5%
3 37,5% 0 0,0% 2 25,0%
0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

Vrijednost P

Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

N

0,350 0,554
111

Razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno o podvrsti epilepsije prikazani

su utablici 13 i na slici 5. Takoder, kao i u prethodnoj tablici, ovdje nije bilo zna¢ajnih razlika

(P=0,554).

Razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno radi li se o simptomatskoj ili

idiopatskoj epilepsiji prikazane su utablici 14 i na slici 6. Nije bilo znacajnih razlika

(P=0,687)
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Genotipizacija
100 ME2E?2
MWE2ES
0,
14 58% 15,38% BEIEs
ME2E4
80 E3/E4
W E4/E4
)
o
3 53,33% 100,00%
40
20 0T 37,50%
170 20,00% 0
TRET 25 00%
0 %
Fokalna Fokalna Generalizirana Generalizirana Generalizirana Neklasificirana
idiopatska simptomatska idiopatska simptomatska - epilepticki idiopatska
sindrom
PODVRSTA EPILEPSIJE

Slika 5. Razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno o podvrsti

epilepsije
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Tablica 14. Razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno radi li se o

test

Polimorfizmi e2/e2
APOE e2/e3
e3/e3
e2/ed
e3d/e4
edled

Simptomatska epilepsija

Idiopatska
N %

1 1,1%
13 14,9%
54 62,1%

2 2,3%
16 18,4%

1 1,1%

Simptomatska

N %

0 0,0%
3 12,5%
13 54,2%
0 0,0%
8 33,3%
0 0,0%

Vrijednost P

Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

N

3,267 0,687
111
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Slika 6. Razlike u raspodjeli simptomatskih i idiopatskih podvrsta epilepsije ovisno o

polimorfizmu gena APOE u ispitivanoj skupini
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3.2. SEKUNDARNI CILJEVI

3.2.1. RAZLIKA U ZASTUPLJENOSTI APOE TE UKUPNOM | LDL KOLESTEROLU
U EKSPERIMENTALNOJ | KONTROLNOJ SKUPINI

3.2.1.1. Postoji li razlika u zastupljenosti apoliporoteina E u ispitivanoj i kontrolnoj

skupini

Tablica 15 i slika 7 prikazuju raspodjelu APOE polimorfizma u ispitivanoj skupini u odnosu na
oc¢ekivanu raspodjelu u populaciji (Hardy Weinbergova ravnoteza). Nije bilo znacajne razlike
(P=0,834) te se moze tvrditi da se polimorfizam APOE gena podjednako rasporeduje u djece

oboljele od epilepsije kao i u opcoj populaciji.

Tablica 15. Izracun Hardy-Weinbergove ravnoteZe polimorfizma gena APOE u

ispitivanoj skupini djece s epilepsijom (N=111)

Stvarna Ocekivana teoretska
raspodjela (populacijska)
raspodjela
N % N %
Polimorfizmi e2/e2 p2 1 0,9% 0 0,4%
APOE e2/e3  2pq 16 144% 12 10,6%
e3/e3 g2 67 60,4% 72 65,0%
e2/e4 2pr 2 1,8% 2 1,7%
e3/e4 2qr 24 21,6% 23 20,6%
ed/ed r2 1 0,9% 2 1,6%
X2 test 2,106
Df 5
P P=0,834
Koeficijent 0,097

kontigencije
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m Stvama raspodjela m Ocekivana populacijska raspodjela

Slika 7. Rapodjela APOE polimorfizma u ispitivanoj skupini

3.2.2.2. Postoji li razlika u zastupljenosti ukupnog i LDL kolesterola u ispitivanoj i

kontrolnoj skupini

Tablice 16 i 17, zajedno sa slikama 8 i 9, odgovaraju na drugi dio sekundarnog cilja: Postoji li
razlika u zastupljenosti apolipoproteina E te ukupnom i LDL kolesterolu u eksperimentalnoj i

kontrolnoj skupini

Razlike u zastupljenosti djevojcica i djeaka, dobnih skupina, nalazima lipidograma te
polimorfizama gena APOE izmedu ispitivane i kontrolne skupine prikazane su u tablici 16.
Kontrolna skupina u odnosu na ispitivanu skupinu ima znacajno ¢eS¢e poviSeni ukupni
kolesterol (57,3% naprema 35,1%, P<0,001) te poviseni LDL (40,6% naprema 21,6%,
P=0,001).

Dodatno su nalazi lipidograma prikazani i kao kontinuirane vrijednosti te je i tu dobivena

znacajna razlika (vece vrijednosti u kontrolnoj skupini) u ukupnom kolesterolu (P<0,001) i
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LDL-u (P<0,001). Ove su razlike dodatno prikazane na Box i Whiskerovim plotovima (slike 8
i 9).

Tablica 16. Razlike u zastupljenosti djevojcica i djetaka, dobnih skupina, nalazima

lipidograma te polimorfizama gena APOE izmedu ispitivane i kontrolne skupine

Skupina
Kontrolna Epilepsije
N % N %
Spol Muski 72 50,3% 51 45,9%
Zenski 71 49,7% 60 54,1%
Dobne skupine <5 godina 13 9,1% 13 11,7%
5-9 godina 34 23,8% 38 34,2%
10-14 godina 71 49,7% 39 35,1%
>=15 godina 25 17,5% 21 18,9%
Povisen ukupni Ne 61 42 7% 72 64,9%
kolesterol Da 82 57,3% 39 35,1%
Snizen HDL Ne 119 83,2% 87 78,4%
Da 24 16,8% 24 21,6%
Povisen LDL Ne 85 59,4% 87 78,4%
Da 58 40,6% 24 21,6%
Poviseni trigliceridi Ne 131 91,6% 101 91,0%
Da 12 8,4% 10 9,0%
Polimorfizmi APOE e2/e2 0 0,0% 1 0,9%
e2/e3 9 6,3% 16 14,4%
e3/e3 102 71,3% 67 60,4%
e2le4 3 2,1% 2 1,8%
e3/ed 26 18,2% 24 21,6%
edled 3 2,1% 1 0,9%
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Skupina

Spol X2 test 0,485

Df 1

P 0,486
Dobne skupine X2 test 5,942

Df 3

P 0,114
PoviSen ukupni  X? test 12,355
kolesterol Df 1

P <0,001
Snizen HDL X2 test 0,955

Df 1

P 0,329
Povisen LDL X2 test 10,252

Df 1

P 0,001
Poviseni X? test 0,030
trigliceridi Df 1

P 0,862
Genotipizacija Fisherov egzaktni 7,462

test

P 0,149
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Tablica 17. Razlike u dobi, indeksu tjelesne mase te nalazima lipidograma (promatranima

kao kontinuirane varijable) izmedu ispitivane i kontrolne skupine: Mann-Whitney U test

Skupina N Min  Max Centile
25. Medijan 75,
Dob (godine) Kontrolna 143 1,11 17,80 8,70 11,11 13,90
Epilepsije 111 0,80 17,90 6,11 10,30 14,20
BMI (kg/m2) Kontrolna 143 13,61 36,34 16,44 19,66 22,31
Epilepsije 110 13,17 3547 16,01 18,69 21,63
Ukupni kolesterol Kontrolna 143 2,10 2196 4,04 4,90 5,30
(mmol/L) Epilepsije 111 2,40 6,90 3,70 4,30 5,00
HDL (mmol/L) Kontrolna 143 0,72 6,90 129 1,50 1,70
Epilepsije 111 0,70 293 1,20 1,40 1,60
LDL (mmol/L) Kontrolna 143 1,10 950 2,20 3,00 3,30
Epilepsije 111 0,49 20,00 2,00 2,50 3,00
Trigliceridi (mmol/L)  Kontrolna 143 040 450 0,70 0,99 1,30
Epilepsije 111 040 541 061 0,86 1,10
Mann-Whitney Z P
U
Dob (godine) 7170,50 -1,32 0,187
BMI (kg/m2) 7196,00 -1,16 0,248
Ukupni kolesterol 5913,00 -3,49  <0,001
(mmol/L)
HDL (mmol/L) 7146,50 1,36 0,173
LDL (mmol/L) 5893,00 -3,52  <0,001
Trigliceridi (mmol/L) 6922,50 -1,75 0,080
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Slika 8. Razlike u razini ukupnog kolesterola izmedu ispitivane i kontrolne skupine:

Mann-Whitney U test, P<0,001
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Slika 9. Razlike u razini LDL izmedu ispitivane i kontrolne skupine: Mann-Whitney U
test, P<0,001
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3.2.2. RAZLIKA U DOBI POCETKA BOLESTI OVISNO O GENOTIPU DJETETA

Tablica 18. Razlike u dobnim skupinama ispitanika obzirom na polimorfizme APOE

Dobne skupine

<5 godina 5-9 godina 10-14 godina >=15 godina
N % N % N % N %
Genotipizacija e2/e2 0 0,0% 1 2,6% 0 0,0% 0 0,0%
e2/e3 2 15,4% 6 15,8% 4 10,3% 4 19,0%
e3/e3 8 615% 22 579% 25 64,1% 12 57,1%
e2/ed 0 0,0% 1 2,6% 0 0,0% 1 4,8%
e3/e4 3 23,1% 7 18,4% 10  25,6% 4 19,0%
edled 0 0,0% 1 2,6% 0 0,0% 0 0,0%
Vrijednost P
Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni 9,460 0,965
test
N 111
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Genotipizacija
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2,63%

<5 godina 5-9 godina 10-14 godina ==15 godina

Dobne skupine

Slika 10. Razlike u dobnim skupinama ispitanika obzirom na polimorfizme APOE

Tablica 18 i slika 10 prikazuju razlike u dobnim skupinama ispitanika s obzirom na
polimorfizme APOE te odgovaraju na sekundarni cilj: Postoji li razlika u dobi pocetka bolesti

ovisno o genotipu djeteta. Nije bilo znacajnih razlika, P=0,965.

3.23. RAZLIKA U UKUPNOM KOLESTEROLU I LDL KOLESTEROLU OVISNO
O VRSTI EPILEPSIJE KOD DJECE

Razlike u nalazima lipidograma s obzirom na vrstu epilepsije (sekundarni cilj: Postoji li razlika
u ukupnom kolesterolu i LDL kolesterolu ovisno o vrsti epilepsije kod djeteta) prikazane su u

tablicama 19 i 20 te nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika.
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Tablica 19. Razlike u nalazima lipidograma promatranima kao kategorijske varijable s

obzirom na vrstu epilepsije u ispitivanoj skupini: Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

PoviSen ukupni

kolesterol
Snizen HDL

PoviSen LDL

PoviSeni trigliceridi

VRSTA EPILEPSIJE

Zari¥na Generalizirana Neklasificirana
N % N % N %

Ne 42 67,7% 23 56,1% 7 87,5%
Da 20 323% 18 439% 1 12,5%
Ne 47 758% 34  82,9% 6 75,0%
Da 15 24,2% 7 17,1% 2 25,0%
Ne 47 758% 33 80,5% 7 87,5%
Da 15 242% 8 19,5% 1 12,5%
Ne 55 887% 38 92,7% 8 100,0%
Da 7 11,3% 3 7,3% 0 0,0%

P

Fisher

0,195

0,663

0,766

0,879

Tablica 20. Razlike u nalazima lipidograma promatranima kao kontinuirane varijable

obzirom na vrstu epilepsije u ispitivanoj skupini: Kruskal-Wallisov test

VRSTA EPILEPSIJE

BMI
(kg/m2)

Ukupni
kolesterol
(mmol/L)
HDL
(mmol/L)

Zari$na
Generalizirana
Neklasificirana
Zari$na
Generalizirana
Neklasificirana
Zari$na
Generalizirana
Neklasificirana

ZariSna

N

61
41

62
41

62
41

62

Min

13,17
13,71
14,47
2,60
2,40
2,90
0,70
0,80
1,06
0,49

Max Centile
25. Medijan 75.

30,12 15,64 18,92 22,49
35,47 16,61 18,55 19,85
31,33 15,96 19,57 27,03
6,80 3,78 4,25 5,00
6,90 3,50 4,50 5,10
5,50 3,43 3,90 4,63
2,93 1,18 1,40 1,63
2,30 1,20 1,40 1,70
1,60 1,13 1,20 1,53
20,00 2,00 2,30 3,03
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LDL Generalizirana 41 0,60 4,90 2,00 2,50 3,00
(mmol/L) Neklasificirana 8 1,50 3,30 2,00 2,30 2,73
Trigliceridi  Zarisna 62 0,40 5,32 0,60 0,80 1,10
(mmol/L) Generalizirana 41 0,40 5,41 0,65 0,90 1,10
Neklasificirana 8 0,40 1,40 0,82 0,95 1,28
Kruskal- df P
Wallis H
BMI (kg/m2) 0,303 2 0,859
Ukupni kolesterol 1,414 2 0,493
(mmol/L)
HDL (mmol/L) 1,658 2 0,436
LDL (mmol/L) 0,667 2 0,717
Trigliceridi 0,860 2 0,651
(mmol/L)

3.24. RAZLIKA U UKUPNOM KOLESTEROLU I LDL KOLESTEROLU OVISNO

O GENOTIPU DIJETETA

Tablica 21 prikazuje razlike u nalazima lipidograma promatranima kao kategorijske varijable s

obzirom na polimorfizme APOE u ispitivanoj skupini, te time daje odgovor na sekundarni cilj

Postoji li razlika u ukupnom kolesterolu i LDL kolesterolu ovisno o genotipu djeteta. Nije bilo

znacajnih razlika. Dodatno su nalazi lipidograma analizirani i kao kontinuirane varijable

(tablica 22) te se tu dobila znacajna razlika u razini LDL-a koji je bio najvisi kod polimorfizma

e2/e4 (P=0,020).
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Tablica 21. Razlike u nalazima lipidograma promatranima kao kategorijske varijable s obzirom na polimorfizme APOE u ispitivanoj

skupini: Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

Polimorfizmi APOE P
e2/e2 e2/e3 e3/e3 e2/e4 e3/e4 ed/e4 Fisher
N % N % N % N % N % N %
Povisen Ne 0 0,0% 14 87,5% 42 62,7% 1 50,0% 14 58,3% 1 100,0% 0,148
ukupni Da 1 100,0% 2 12,5% 25 37,3% 1 50,0% 10 41,7% 0 0,0%
kolesterol
Snizen HDL.  Ne 1 100,0% 13 81,3% 55 82,1% 2 100,0% 16 66,7% 0 0,0% 0,273
Da 0 0,0% 3 18,8% 12 17,9% 0 0,0% 8 33,3% 1 100,0%
Povisen LDL. Ne 1 100,0% 15 93,8% 54 80,6% 1 50,0% 15 62,5% 1 100,0% 0,130
Da 0 0,0% 1 6,3% 13 19,4% 1 50,0% 9 37,5% 0 0,0%
PoviSeni Ne 0 0,0% 14 87,5% 60 89,6% 2 100,0% 24 100,0% 1 100,0% 0,090
trigliceridi Da 1 100,0% 2 12,5% 7 10,4% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%




Tablica 22. Razlike u nalazima lipidograma promatranima kao kontinuirane varijable s
obzirom na polimorfizme APOE u ispitivanoj skupini: Kruskal-Wallisov test

Polimorfizmi APOE N Min Max Centile
25. Medija 75.
n

BMI (kg/m2) e2/e2 1 23,54 23,54
e2/e3 16 14,13 29,29 15,49 18,83 20,33
e3/e3 66 13,17 31,33 16,56 18,81 21,51
e2/e4 2 22,55 29,29 16,91 25,92 22,09
e3/ed 24 13,92 35,47 16,06 18,02 21,36
ed/ed 1 13,71 13,71

Ukupni kolesterol ~ e2/e2 1 5,20 5,20

(mmol/L) e2/e3 16 2,70 4,90 3,50 3,90 4,30
e3/e3 67 2,40 6,80 3,70 4,30 5,10
e2/e4 2 3,50 5,20 2,63 4,35 4,02
e3/ed 24 2,90 6,90 3,98 4,55 4,95
edled 1 3,50 3,50

HDL (mmol/L) e2/e2 1 1,40 1,40
e2/e3 16 0,90 1,94 1,20 1,38 1,70
e3/e3 67 0,70 2,93 1,20 1,40 1,60
e2le4 2 1,20 1,60 0,90 1,40 1,32
e3/e4 24 0,94 2,40 1,10 1,40 1,70
edle4 1 1,10 1,10

LDL (mmol/L) e2/e2 1 2,70 2,70
e2/e3 16 0,60 3,60 1,43 1,80 2,30
e3/e3 67 0,49 20,00 2,00 2,50 2,90
e2led 2 2,80 3,40 2,10 3,10 2,67
e3/e4 24 1,10 4,90 2,10 2,50 3,20
edled 1 2,10 2,10

e2/e2 1 2,50 2,50
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Trigliceridi e2/e3 16 0,40 3,20 0,69 0,86 1,19
(mmol/L) e3/e3 67 0,40 541 0,70 0,84 1,10
e2/ed 2 0,70 1,00 0,53 0,85 0,87
e3le4 24 0,40 1,59 0,60 0,83 1,20
edle4 1 0,90 0,90
Kruskal- Df P
Wallis H
BMI (kg/m2) 8,323 5 0,139
Ukupni kolesterol 9,500 5 0,091
(mmol/L)
HDL (mmol/L) 1,626 5 0,898
LDL (mmol/L) 13,352 5 0,020
Trigliceridi 3,428 5 0,634
(mmol/L)

3.2.5. RAZLIKA U KONTROLI BOLESTI OVISNO O GENOTIPU KOJI DIJETE IMA

Tablica 23, zajedno sa slikom 11, odgovara na sekundarni cilj (Postoji li razlika u kontroli

bolesti ovisno o genotipu koji dijete ima ).Nije bilo zna¢ajnih razlika, P=0,150

Tablica 23. Razlike u kontroli bolesti ovisno o genotipu koji dijete ima

Polimorfizmi APOE e2/e2
e2/e3
e3/e3
e2/e4
e3/e4

Refraktorna epilepsija

Kontrolirana

N

0

9
54
2

18

%
0,0%
10,7%
64,3%
2,4%
21,4%

Refraktorna
N %
1 3,7%
7 25,9%
13 48,1%
0 0,0%
6 22,2%
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ed/ed 1 1,2% 0 0,0%
Vrijednost P
Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni 7,39 0,150
test
N 111

Genotipizacija
100 BE2E2
BE2ES
BEZES
WEIE4
E3/E4
80
M E4/E4
= 60
=]
2
2
40
20
21,43% 22,22%
. 1,19%
Kontrolirana Refraktorna

Refraktorna epilepsija

Slika 11. Razlike u kontroli bolesti ovisno o genotipu koji dijete ima

65



Monika Kukuruzovié, Disertacija

3.2.6. RAZLIKA U KONTROLI BOLESTI OVISNO O PRIMIJENJENOJ TERAPIJI

Tablica 24. Razlika u kontroli bolesti ovisno o primijenjenoj terapiji kod djeteta

Refraktorna epilepsija

Kontrolirana Refraktorna

N % N %
Terapija: inhibitori Ne 33 39,3% 8 29,6%
Da 51 60,7% 19 70,4%
Terapija: induktori Ne 65 77,4% 20 74,1%
Da 19 22,6% 7 25,9%

Terapija: nema utjecaja Ne 65 77,4% 12 44,4%
Da 19 22,6% 15 55,6%

Refraktorna
epilepsija

Terapija: inhibitori X test 0,818

df 1

P 0,366
Terapija: induktori X2 test 0,125

df 1

P 0,724
Terapija: nema X test 10,432
utjecaja df 1

P 0,001

Tablice 24, zajedno sa slikom 12, odgovara na posljednje pitanje sekundarnog cilja (Postoji li
razlika u kontroli bolesti ovisno o primijenjenoj terapiji kod djeteta). Jedina znacajna razlika
zabiljezena je kod djece koja imaju refraktornu epilepsiju i kod koje je znacajno veci postotak

terapije koja nema utjecaja (P=0,001, slika 1)
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4. RASPRAVA

Epilepsija je kroni¢ni poremecéaj funkcije mozga, razliCite etiologije, karakterizirana
recidiviraju¢éim napadajima uzrokovanim prekomjernim elektricnim izbijanjem mozdanih
stanica s razli¢itim klini¢kim slikama i laboratorijskim nalazima (140). Epilepsija je usko
povezana s dje¢jom dobi, a dokaz tome su brojni radovi koji pokazuju da oko 60% ljudi koji
imaju epilepsiju su djeca do 16. godine zivota (2, 3) i jedna je od najce$¢ih neuroloskih
poremecaja kod djece. Osoba koja ima epilepsiju ima napadaje, ali uzrok, vrsta, trenutak
javljanja, trajanje i odgovor na terapiju takvih napada mogu biti vrlo razli¢iti, osobito u dje¢joj
populaciji. Utjecaj epilepsije na Zivot puno je slozeniji od samog medicinskog stanja. Stru¢njaci
kazu da je lijeCenje epilepsije viSe nego samo lijeCenje napadaja jer kod epilepsije postoje
psiholoski i kognitivni ucinci koji se trebaju rjeSavati zajedno s utjecajem na cijelu obitel;.
Javljanjem u dje¢joj dobi epilepsija ima utjecaj i na dijete i obitelj, ali i na Skolu, okolinu i
naravno lijecnike ukljucene u tretman. Vecina djece s epilepsijom moze posti¢i dobru kontrolu

napadaja uz lijecenje, a neki mogu biti i bez napadaja.

Moguénosti lijecenja epilepsije znatno su se prosirile posljednjih godina, ukljucuju¢i mnoge
nove lijekove (51), specijalizirane dijete (ketogena dijeta), uporaba kanabidiola (45) te Sirok
spektar kirurskih zahvata (141) i novih tehnika kao $to je neinvazivna stimulacija mozga (142).

Pronalazenje najefikasnijeg pristupa u lije¢enju epilepsije katkad dovodi do neuspjeha, a i
pogreske. Genetska varijabilnost dovodi do razli¢itih odgovora na antiepilepsijsku terapiju bilo
da se radi o pozitivnom ili negativnom u¢inku. Sre¢om, postoje mnogi uc¢inkoviti lijekovi protiv
epilepsije i u danasnje vrijeme nastoje se stvoriti novi lijekovi sa $to manje nezeljenih reakcija,
Sto boljim djelovanjem, $to ve¢om spektrom djelovanja i §to jednostavnijom i raznovrsnijom

primjenom.

Obzirom na genetsku razli¢itost svakog pojedinca i dalje je potreba za dugogodisnjim, katkad
1 doZivotnim, lijecenjem 1 trajnim lije¢nickim nadzorom velika te predstavlja medicinski 1

ekonomski problem.

Neadekvatno lijecenje i ponekad neefikasna dijagnoza posljedica su nedostatka pouzdanih
metoda bilo za otkrivanje epilepsije i njenog tijeka, bilo za razjas$njenje epileptogeneze ili za
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razvoj i napredovanje epilepsije. Razvoj elektrofiziologije, neuroimaginga, molekularne
biologije i genetike obecava otkrivanje klini¢ki korisnih biomarkera koji bi mogli pomo¢i u
pracenju epilepsije. Uvelike ¢e olaksati diferencijalnu dijagnozu, ukloniti trenutni pristup
pogreskama u farmakoterapiji, olaksati prethodnu procjenu i poboljsati isplativost otkrica

lijekova i klini¢kih ispitivanja sredstava za prevenciju i lije¢enje epilepsije (143).

Jedan takav potencijalni biomarker je i apolipoprotein E. APOE igra vaznu ulogu u transportu
i metabolizmu lipida i pokazao se kao faktor rizika za razvoj demencije i drugih
neurodegenerativnih bolesti jer osim jetre, koji je glavni organ za sintezu lipoproteina u plazmi,
APOE se takoder sintetizira u astrocitima i mikrogliji mozga. Kao §to je u uvodu spomenuto,
gen APOE lokaliziran je na kromosomu 19q 13.2 te se kod ljudi pojavljuje u tri izoforme e2,
e3, e4, stoga razlikujemo homozigotne (APOE e2/e2, e3/e3, ed/e4) iheterozigotne genotipove
(APOE e3/e2, e4/e3, e4/ e2). APOE e3 alel je najéeséi oblik (70% -80%), nakon Cega slijedi
APOE e4 (10%-15%) i APOE e2 (5%-10%) (71). U mozgu sudjeluje u distribuciji kolesterola
tijekom popravka, rasta i mijelinacije membrane Ziv€anih stanica tijekom razvoja i starenja.
Stoga igra vaznu ulogu ne samo kod ozljeda mozga, bilo ishemi¢nog ili traumatskog, ve¢ i

tijekom epileptickih napadaja (144, 145).

Dosada su objavljene studije opisale odnos izmedu izooblika APOE i koncentracije u plazmi s
pojavom neurodegenerativnih bolesti, osobito Alzheimerove bolesti. Analiza APOE alela u
bolesnika s Alzheimerovom bole$¢u pokazala je znacajnu povezanost izmedu APOE alela tipa
4 i Alzheimerove bolesti (146-148). Takoder je zabiljeZena znac¢ajna povezanost izmedu APOE
polimorfizma i ozljeda glave te bolesnici s APOE e4 imaju vecu vjerojatnost $tetnog ishoda 6

mjeseci nakon ozljede glave, za razliku od bolesnika s drugim izoformama APOE (149-151).

Polucivsi dobre rezultate odnosa APOE 1 bolesti mozga, mnogi istrazivaci dosli su na ideju o
proucavanju povezanosti polimorfizma APOE i epilepsije. Dosadasnja istrazivanja 0 ulozi
APOE i njegovom polimorfizmu u osoba s epilepsijom pruzila su neujednacene rezultate. Dok
su neka istrazivanja pokazala pozitivne rezultate vezano za epilepsije temporalnog reznja i
dokazali da postoji povezanost apolipoproteina E s ranim pocetkom epilepsije temporalnog
reznja te vedi rizik za pojavu kasnih posttraumatskih napada (114, 115) dok druga istrazivanja

nisu pronasla povezanost izmedu APOE i epilepsije (111, 113).
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Sva su istrazivanja uglavnom provedena na populaciji starijoj od 18 godina.

Epilepsija kod djece obi¢no ukljucuje genetske/nasljedne, nepoznate, metabolicke i strukturne
promjene mozga, dok su stecena stanja, kao $to su trauma glave, infekcija i cerebralni mozdani
udar rijetko uzrok epilepsije u dje¢joj dobi. Obzirom na sudjelovanje apolipoproteina u funkciji
mozga i plasti¢nosti mozga u djecjoj dobi, ispitali smo genotip apolipoproteina u bolesnika s
epilepsijom u djeé¢joj dobi kako bismo otkrili koja je njegova uloga kod djece s epilepsijom s

ciljem ranijeg dijagnosticiranja i boljeg terapijskog u¢inka (149, 152-154).

Proucavajuci studije koje su pokazale signifikantnu povezanost kod pacijenata koji boluju od
epilepsije s APOE e4 alelima (115, 116) u smislu da nosioci e4 alela nemaju adekvatni odgovor
na antikonvulzivnu terapiju osobito koji imaju kompleksne parcijalne napadaje te da prisutnost
alela e4 kolerira s ranim pocetkom bolesti (115), ovom studijom, koja je ucinjena na
pedijatrijskoj populaciji, nastojali smo prikazati razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama

APOE gena ovisno o vrsti epilepsije.

U ovom istrazivanju su djeca s epilepsijom podijeljena u tri skupine s obzirom na vrstu napadaja
(zarisne, generalizirane i neklasificirane) i to na temelju dostupnih anamnestickih podataka,
postojanja pozitivne obiteljske anamneze na epilepsiju, dostupne semiologije napadaja, te

zabiljezenih interiktalnih promjena na EEG nalazu.

Analizom podataka nije bilo znacajnih razlika u raspodjeli pojedinih polimorfizama APOE s
obzirom na zari$nu, generaliziranu i neklasificiranu vrstu epilepsije (P=0,529). U svakoj vrsti
epilepsije bili su najzastupljeniji aleli e3/e3 (od 50,0% do 62,9%) dok su aleli e2/e2 i ed/e4
(2,4%) bili najmanje zastupljeni. Nasi podaci o zastupljenosti i polimorfizmu APOE nisu
znaCajno drukciji od podataka U studijama koje su proucavale polimorfizam APOE kod
pacijenata s epilepsijom iako je u njihovim studijama zastupljenost e4 veca nego €2, a to
mozemo objasniti s nedovoljnim brojem pacijenata: e4 (15.5.%), €3 (74.8.%) 1 ¢2 (9.8%) (111).

Diaz-Arrastia i sur. (114) pokazali su da prijasnja trauma moze biti povezana s prisutnoscu alela
e4. To su potvrdili drugi animalni modeli i istrazivanja koji su demonstrirali da postoji lo$ ishod
kod pacijenata nakon traumatske ozljede na mozgu, krvarenja ili infarkta, a koji su nosioci
APOE e4 alela (155-157) sto je ve¢ spomenuto u uvodnom dijelu. To dovodi do ostecenja rasta,

smanjenja sinaptogeneze i reduciranja sinapti¢ke plasticnosti nakon oStecenja mozdanog tkiva
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(105-107). Ostecenje tkiva, poremecena sinaptogeneza i poremecena plasti¢nost dovode do
poremecene organizacije tkiva, $to rezultira ZariSnim napadajima i razvojem Zari$ne
simptomatske epilepsije. Doslo se do zakljucka da APOE e4 igra vaznu ulogu kod pacijenata
sa simptomatskom epilepsijom kojoj je prethodila trauma (114).

Gore navedeni rezultati, potaknuti dodatnom dijagnostickom obradom (MR mozga,
neuropsihologija, genetika, PET, SPECT, fMRI...), omogu¢ili su podjelu epilepsije ovisno o
etiologiji  bolesti: idiopatske (nasljedne, koje nemaju neuroradioloski vidljive
neuroanatotomske ili patoloske abnormalnosti, a sama genetska osnova nije jasno definirana),
simptomatske (sekundarna epilepsija, organska, stecena ili s dokazanom lezijom mozga,
povezane s anatomskim i patoloskim promjenama) i kriptogene/sindromi (gdje se sumnja na

simptomatsku epilepsiju, ali se nije dokazala lezija mozga ili je u sklopu drugih bolesti) (24).

Uvrstivsi raspodjelu po etiologijiu tri glavne skupine dobili smo podvrste epilepsije kod djece
te ucinili analizu razlika u raspodijeli pojedinih polimorfizama gena APOE ovisno o podvrsti
epilepsije koriste¢i Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test. Kao i kod raspodjele pojedinih
polimorfizama APOE s obzirom na zaris$nu, generaliziranu i neklasificiranu vrstu epilepsije,
analiziraju¢i ovu skupinu nisu pronadene razlike u raspodjeli pojedinih polimorfizama gena
APOE ovisno o podvrsti epilepsije niti su nadene razlike u raspodjeli polimorfizama APOE ako
se gleda isklju¢ivo etioloska podjela na idiopatske i simptomatske epilepsije. Zakljucno,
rezultati ove studije nisu pokazali povecani rizik razvoja epilepsije kod nosioca niti APOE e4

niti bilo kojeg drugog alela, bilo da se radi o simptomatskim ili idiopatskim epilepsijama.

Proucavajuci literaturu nalaze se studije koje su nastojale dokazati povezanost izmedu APOE i
febrilnih konwvulzija, tj. dokazati da polimorfizam APOE ima utjecaj na pojavu febrilnih
konvulzija u ranom djetinjstvu, na prognozu febrilnih konvulzija, a time i na kasniji razvoj
epilepsije (158, 159). Studije nisu polucile uspjehom, a rezultati ove studije mogu biti jedna
vrsta potvrde da u djecjoj dobi ne postoji povezanost izmedu APOE genotipa i nastanka bolesti,
odnosno da je razvoj epilepsije slozeni proces gdje i genetski faktori i ¢imbenici okolisa i
neuroplasti¢nost moduliraju alele te samo kod nekih pojedinaca dolazi do razvoja epilepsije, a
kod nekih ne.
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Isti ishod su imale 1 druge studije koje su istrazivale ulogu epilepsije kao komorbiditeta kod
djece s cerebralnom paralizom i povezanost s APOE. Lien i suradnici (160) proucavajuéi
cerebralnu paralizu kod djece u Norveskoj Zeljeli su istraziti povezanost APOE e4 i tezine
klinicke slike (loSa fina motorna funkcija, prisutnost epilepsije, potesko¢e hranjenja) kod
oboljelih. Kao i ve¢ina drugih studija koja je ucinjena kod pacijenata s epilepsijom nije nadena
povezanost izmedu APOE e4 i epilepsije iako smatraju da povezanost izmedu opsega oste¢enja
mozga 1 epilepsije moze biti bioloski vjerojatna jer ziv€ane stanice nosioca APOE e3/e3
genotipa imaju bolji i brzi odgovor na o$teéenje mozdanog tkiva za razliku nosioca APOE
ed/e4. To upucuje na to da APOE €3, ali ne APOE &4, aleli omogucuju neuronima bolji odgovor

bez obzira na vrstu ozljede (161).

Raspodjela ispitanika po spolu bila je zadovoljavajuca za statisticku obradu (djecaka 50,3% u
kontrolnoj i 45,9% u ispitivanoj skupini te djevojéica 49,7% u kontrolnoj i 54,1% u ispitivanoj
skupini). Prema dobi najvise je bilo ispitanika u dobi od 10 do 14 godina zivota $to se podudara

s literaturom o pojavnosti epilepsije u Hrvatskoj, ali i u svijetu (3, 4).

Rezultati genotipizacije pokazali su da alel e3 i e3/e3 genotip je najzastupljenija izoforma bilo
da se radi o kontrolnoj grupi ili grupi ispitanika s epilepsijom. Nas§ rezultat podudara se s ranije
ucinjenim studijama i s prethodnim rezultatima radenim na zdravoj populaciji kod adultnih
ispitanika te nam govori da i kod djece koja boluju od epilepsije u odnosu na kontrolnu skupinu
ne postoji razlika u vrsti genotipa. U objavljenim radovima takoder je pokazano da je genotip

e3/e3 najzastupljeniji u obje skupine dok je e2/e2 rijetko prisutan (162).

U ovoj je studiji genotip e3/e3 je bio najzastupljeniji u obje grupe bez statisticki znacajne razlike
u raspodjeli alela izmedu oboljelih od epilepsije 1 kontrolne skupine, te se rezultati ove studije
uklapaju u rezultate studija ucinjenih na europskoj populaciji, odnosno na bijeloj rasi. Grupa
ispitanika s epilepsijom imala je zastupljenost (60,4%), a kontrolna grupa (65%). Drugi po
zastupljenosti je genotip e3/e4 dok genotip e2/e2 bio je najmanje zastupljen osobito u
kontrolnoj grupi gdje je iznosio (0.4%). U ovom istrazivanju nije bilo statisticki znacajne
razlike te se moze tvrditi da se polimorfizam APOE gena podjednako rasporeduje u djece

oboljele od epilepsije kao 1 u op¢oj populaciji.
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Kako je APOE glikoprotein vazan za metabolizam lipida proucavan je profil lipida kod
ispitanika. Ve¢ je ranije spomenuto kako u normalnim fizioloSkim uvjetima vrlo bitnu ulogu u
funkcioniranju srediSnjeg zivéanog sustava imaju masne kiseline i kolesterol kao bitne
komponente stani¢ne membrane, kao prekursori steroidnih hormona, vitamina D i Zzu¢nih
kiselina. Dobro je znano da kolesterol igra veliku ulogu u sinaptogenezi i vaZan je za
mijelinizaciju 1 rast membrana i tijekom razvoja, ali i u odrasloj dobi. Za taj proces vazna je
dobra regulacija i postojanost krvno-mozdane barijere. Vecina kolesterola u mozgu se nakuplja
tijekom perinatalnog razvoja i adolescencije kada se odvija i mijelinizacija. Prestankom procesa
mijelinizacije smanjuje se koncentracija kolesterola u mozgu i razina kolesterola ovisi 0
vanjskom izvoru. APOE u parenhimu mozga pomaze u regulaciji plazmatskih lipida i
metabolizmu kolesterola i vazan je mehanizam za oporavak nakon oSte¢enja stanica srediSnjeg
zivéanog sustava i to redistribucijom lipida u regeneraciji dijelova stanica tijekom
remijelinizacije. Kada kolesterol dosegne maksimalnu potrebnu razinu 24-hidroksilaza
katalizira kolesterol u 24S-hidroksikolesterol (240OHC), koji se moze odstraniti u prisutnosti
HDL-a i tako $titi neurone od toksi¢nog ucinka (154, 163, 164). Visoki kolesterol i oste¢en
njegov metabolizam dovode do disbalansa, §to povecava rizik za razvoj mnogih stanja i bolesti
koji djeluju na mozak (Alzheimerove bolest, ostalih neurodegeneratvnih bolesti,
cerebrovaskularnih bolesti), a one pak mogu biti uzrok za pojavu simptomatske epilepsije. In
vitro studije pokazale su da preopterecenje kolesterola u plazmi membrana u osnovnoj kulturi
neurona dovodi do povecanja amiloida B, S$to je patoloSka oznaka za pojavu Alzheimerove
bolesti, ali i svih ostalih bolesti mozga, ukljucujudi i epilepsiju (165, 166). Prema tome vazno
je uvijek imati na umu kako neadekvatna regulacija kolesterola moze dovesti do promjena u
distribuciji, transportu 1 kretanju 1 biti temelj za razvoj epileptickih napada 1 u konacnici

epilepsije.

U naSoj studiji zanimljivo je da kontrolna skupina u odnosu na ispitivanu skupinu ima znacajno
¢esce poviseni ukupni kolesterol (57,3% naprema 35,1%) te poviseni LDL (40,6% naprema
21,6%), za razliku od nekih ranijih studija koje su pokazale da su ukupne razine LDL-a i
kolesterola bile znatno vise kod ispitanika s epilepsijom (110, 167). U dosada$njim studijama
pokazano je da poviSene razine serumskog kolesterola mijenjaju razinu kolesterola u
frontalnom korteksu miSeva koji se hrane namirnicama bogatim kolesterolom, iako ukupno
razine kolesterola u mozgu ostaju stabilne (168). Takva neravnoteza kolesterola mogla bi
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promijeniti svojstva sinapticke membrane ziv€anog sustava (169) i stvoriti preduvjete za

nastanak epileptogeneze.

Jedno moguce objasnjenje ove studije jesu razli¢ite prehrambene navike (na primjer: u nasoj
zemlji se konzumira i kontinentalna i mediteranska kuhinja) i uvrijeZeno je da osobe koje imaju
postavljenu dijagnozu kroni¢ne bolesti, 0sobito ako se radi o pedijatrijskoj populaciji, posezu
za uvodenjem zdravih prehrambenih navika te stimuliraju povecanje fizicke aktivnosti. Drugo
moguée objasnjenje je Cinjenica da neki antiepileptici kao jednu od nuspojava uzrokuju
smanjene apetita (topiramat, zonisamid), dok drugi (etosuksimid, okskarbamazepin, valproi¢na
kiselina) mogu uzrokovati prolazne muc¢nine i povracanje, $to, ovisno o osobi, moze biti i
dugotrajnije pa bolesnici prestanu uzimati redovite obroke, te u konaé¢nici dovodi do pada na

tjelesnoj tezini (47).

Dodatno su nalazi lipidograma prikazani i kao kontinuirane vrijednosti te je i tu dobivena
znacajna razlika (veée vrijednosti u kontrolnoj skupini) u ukupnom kolesterolu (P<0,001) i
LDL-u (P<0,001). Trigliceridi i HDL nisu pokazali statisticki znacajne razlike u kontrolnoj i

ispitivanoj skupini.

Dosadasnje velike epidemioloske studije pokazale su kako od oko 50 milijuna ljudi u svijetu,
koji boluju od epilepsije, 60% oboljelih su djeca u dobi do 16. godine zivota (4, 170).

Pocetak bolesti U nasoj studiji poklapa se sa svjetskim epidemioloskim podatcima (170).
Mozemo istaknuti kako je kod nas vrh pojavnosti bolesti u dobi 10-14 godina, dok je najmaniji

u dobi ispod 5. godine Zivota.

Epilepsija je usko povezana s dje¢jom dobi, a dokazano je da se i veliki broj procesa vezanih
za sazrijevanje mozga odvijaju u dje¢joj dobi (127, 128). Mozak je tada u razvoju, osjetljiv,
podlozan raznim oSte¢enjima, $to moze dovesti do loSeg ishoda bolesti. Neke studije pokazale
su da dob pocetka epilepsije i etiologija te trajanje i ucestalost napadaja dovode do loseg ishoda
(171). Jedan od najvaznijih ¢imbenika ranog pocetka bolesti (najcesée proucavana epilepsija
temporalnog reznja) je pozitivna osobna anamneza na febrilne konvulzije (172). Neki autori
smatraju da se febrilne konvulzije pojavljuju prvenstveno u predisponiranim (genetski
¢imbenici, malformacije mozga, oste¢enje mozga) pojedincima koji ¢e kasnije razviti mezijalnu
temporolobarnu epilepsiju s hipokampalnom skelerozom (173). Drugi vjeruju da se febrilne
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konvulzije mogu pojaviti i kod pojedinaca bez promjena na mozgu, ali su oni ipak
predisponirani za nastanak epilepsije (174). Pokazalo se da produljeni prigodni cerebralni
napadaji dovode do abnormalne mreZzne reorganizacije koja ¢e dovesti U predisponiranim

pojedincima do razvoja epileptogene zone, uzrokujuci hipokampalnu ozljedu s edemom (175).

Uzimajuéi u obzir anamnesticke podatke kako febrilne konvulzije utjecu na rani pocetak
epilepsije, autori su nastojali pronaci povezanost izmedu pocetka epilepsije i polimorfizmom
APOE (115, 176).

Rezultati dosadasnjih istrazivanja su opre¢ni. Skupina autora iz Porta pokazala je utjecaj APOE
1 febrilnih konvulzija na pocetak nastanka mezijalne temporalne lobarne epilepsije s
hipokampalnom sklerozom (MTLE — HS) (177). Oni su zakljucili da apolipoprotein ne
sudjeluje u etiopatogenetkom procesu nastanka MTLE - HS, ali prisutnost APOE e4 alela moze
ubrzati razvoj bolesti u predisponiranim pojedincima, tj. pacijentima koji su ranije imali

febrilne konvulzije, a pocetak bolesti moze utjecati na prognozu MTLE-HS (177).

Spori$ i suradnici (178) nedavno su proveli studiju na naSoj populaciji kod pacijenata s
nelezijskim temporalnim lobarnim epilepsijama. Pokazali su kako se polimorfizam APOE
genotipa moze upotrebljavati kao marker za pocetak bolesti kod bolesnika s nelezijskim
temporalnim lobarnim epilepsijama. Takoder su u radu istakli da pacijenti nosioci APOE e2/e3
genotipa imaju znatno kasniji pocetak bolesti u usporedbi s pacijentima s genotipom APOE
e3/e4, dok se kod pacijenta nosioca APOE e3/e4 bolest javlja Cetiri godine ranije, a kod APOE
e2/e3 Sest godina ranije. U njihovoj studiji nosioci APOE e3/e3 genotipa imali su u prosjeku

Cetiri godine kasniji poéetak bolesti u odnosu na nosioce APOE e3/e4 (177).

Nasuprot tome, druge studije nisu pronasle povezanost izmedu dobi pocetka epilepsije i
polimorfizma APOE, bilo da su proucavali epilepsije S ZzariSnim napadajima ili (179)
temporalne lobarne epilepsije (111). Iste rezultate izvijestili su i Yeni i suradnici koji su
proucavali grupu od 20 pacijenata koji boluju od mezijalne temporalne epilepsije s
hipokampalnom sklerozom (113).

Nalaz ovog istrazivanja u skladu je s istrazivanjima koja nisu pronasla povezanost izmedu dobi
pocetka epilepsije i polimorfizma APOE. U ovoj studiji radenoj na pedijatrijskoj populaciji
nismo pronasli statisticki znacajnih razlika u dobi pocetka bolesti ovisno o genotipu. Za

75



Monika Kukuruzovié, Disertacija

istaknuti je da dvoje pacijenata, koji su nosioci APOE e2/e2 i APOE e4/e4, imaju nesto raniji
pocetak bolesti s obzirom na broj oboljelih. Medutim, taj nalaz nije moguce interpretirati S
obzirom da se u ostalim grupama ne pojavljuju nosioci s tim genotipovima, odnosno radi se
samo o dva pacijenta. Genotip APOE e3/e3 je bio najzastupljeniji i pojavljivao se s jednakim

udjelom kod pacijenata u svim dobnim skupinama.

Epilepsija je Cesta kroni¢na bolest djeCje dobi koja zahtijeva dugotrajnu primjenu
antikonvulzivne terapije, a sama terapija moze dovoditi do raznih metabolickih promjena.
Terapija moze imati razli¢it utjecaj na jetreni enzimski sustav, a jedan od ucinaka je promjena
u metabolizmu lipida (180). Postoje razlic¢ite kontradiktorne studije koje povezuju utjecaj
antiepileptika s promijenjenim metabolizmom serumskih lipida, a posljedi¢no tome i pojavu
ateroskleroze. Medutim, vecina tih studija koja pokazuje efekt antiepileptika na serumske lipide

radena je na odrasloj populaciji ili mijeSanoj pedijatrijskoj i odrasloj (181, 182).

Dobro je znano, a i dokazano od epidemioloskih i klini¢kih studija, da povecana koncentracija
kolesterola, tj. LDL kolesterola u plazmi dovodi do porasta ateroskleroti¢nih kardiovaskularnih
bolesti (183). Klinicke manifestacije ateroskleroze javljaju se u odrasloj dobi, ali patoloske

promjene pocinju jo$ u djetinjstvu (184).

S obzirom da su kardivaskularne bolesti vode¢i uzrok smrti u kasnijoj zivotnoj dobi, potrebno
je odrediti profil lipida svim oboljelima i utvrditi postoji li razlika u po¢etnom lipidnom statusu
s obzirom na vrstu epilepsije koji su razvili. U ovoj studiji pacijentima koji boluju od epilepsije
odreden je lipidni status nakon 14h gladovanja. U ispitivanje je bilo ukljuc¢eno 41 dijete s
dijagnozom generalizirane epilepsije, 62 djece s zarisnom epilepsijom i 8 djece s
neklasificiranom epilepsijom (tj. kombinacija zari$ne i generalizirane epilepsije ili se radilo o

nepoznatoj vrsti epilepsije).

Lipidogram je usporedivan u odnosu i na indeks tjelesne mase koja je bila bez znac¢ajnih razlika

izmedu grupa, tj. pacijenti bez obzira na vrstu epilepsije imali su sli¢an indeks tjelesne mase.

U nasem uzorku najvisa vrijednost kolesterola 1 LDL kolesterola zabiljezena je u kod djece s
neklasificiranom epilepsijom (87,5%), ali nije bilo statisticki za€ajnih razlika u odnosu na druge

dvije vrste epilepsije. Isti rezultati dobiveni su proucavaju¢i HDL i trigliceride.
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Rezultati ove studije pokazuju da se profil serumskih lipida (ukupnog kolesterola, lipoproteina
male gustoce, lipoproteina visoke gustoce i triglicerida) ne razlikuje s obzirom na vrstu
epilepsije kod djece te se ti rezultati poklapaju sa studijom Tomouma i suradnika koji takoder

nisu pronasli razliku u razini serumskih lipida s obzirom na vrstu epilepsije (185).

U konacnici naSa studija se poklapa sa svim drugim studijama koje su proucavale utjecaj
antiepileptika na lipidni status. Dokazano je da antiepileptici (karbamazepin, fenitoin), koji se
metabolizraju u jetri preko P450 mikrosomalnog sustava, dovode do porasta serumskih lipida
dok noviji antiepileptici (levetiracetam, lamotrigin), koji ne koriste taj enzimski sustav, ne
odvode do promjene u lipidnom statusu (181, 186).

Antiepileptici djeluju razli¢ito na lipidni status kod oboljelih od epilepsije. To znaci da bez
obzira na tip epilepsije i u usporedbi s kontrolnom grupom nije nadeno statisticki znacajnih
razlika vezanih za lipidni status pacijenata. Ako razmisljamo o prevenciji ateroskleroze kod
osoba oboljelih od epilepsije, moramo prvenstveno razmisljati o odabiru antiepilepsijske
terapije koja ne dovodi do metaboli¢kih promjena. Katkada to predstavlja izazov jer dobro je
znano, a i dokazano u raznim studijama (187), da se kod djece sa zarisnom epilepsijom kao
antiepileptik prvog izbora primjenjuje valproat i karbamazepin, a oba antiepileptika, osobito

karbamazepin, mogu dovesti do promjena u lipidnom statusu (185).

Ukoliko epilepsija ipak zahtijeva ba§ tu vrstu terapije, potrebno je razmisljati o potrebi
konzumiranja dijetetskih namirnica kako bi izbjegli nepotrebno poveéanje kolesterola i LDL
kolesterola losim prehrambenim navikama, te na taj nain izbje¢i pojavu aterosklerotskih
oste¢enja 1 bolesti te u konacnici prevenirati nepotrebno dodatno lijeCenje i smrtne ishode

pacijenata.

Kako dosadasnjim rezultatima nismo uspjeli povezati razlike u lipidnom statusu s obzirom na
vrstu epilepsije kod djece, zeljeli smo vidjeti ima li te koliki je utjecaj razlicitosti polimorfizma
APOE u odnosu na ukupni kolesterol i LDL kolesterol, polazeéi od ranije dokazanih studija u
kojima se pokazuje utjecaj APOE na metabolizam lipida u mozgu (154, 163, 164).

Mozak sadrzi ~ 25% ukupnog kolesterola u tijelu. lako se vecina kolesterola sintetizira u
samom mozgu, ipak male koli¢ine kolesterola prelaze kroz krvno-mozdanu barijeru iz

cirkulacije. Suprotan proces prelaska viska kolesterola kroz krvno-mozdanu barijeru do
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cirkulacije nije mogu¢ pa se pretvara u metabolit 24S-hidroksikolesterol, za koji se smatra da
difuzijom prede barijeru i u cirkulaciji se razgradi i izlu¢i. APOE je glavni nosa¢ kolesterola u
srediSnjem ziv€anom sustavu (188). Njegov polimorfizam utjee na metabolizam ukupnog
kolesterola, a to moze rezultirati neadekvatnim kapacitetom opskrbe zivéanih stanica
kolesterolom i fosfolipidima, te dovesti do oStecenja i razvoja Alzheimerove bolesti (189). Dok
postoje uvjerljivi dokazi koji sugeriraju da je APOE polimorfizam ukljuéen u razvoj
Alzheimerove bolest, cerebralne amiloidne angiopatije kao i traumatske ozljeda mozga, uloga
APOE nije sasvim jasna kod drugih oblika demencije ili drugih neuroloskih bolesti (189).

Nosioci APOE e4 alela imaju viSu razinu ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i triglicerida
zahvaljujuéi ucinkovitijoj apsorpciji crijeva i prema tome imaju veci rizik od hipertenzije i
kardiovaskularnih bolestite demencija tipa Alzheimerove bolesti (73, 75). APOE e3 alel koji je
divlji tip povezan je s nizim razinama kolesterola i manjim rizikom od razvoja bolesti. APOE
e2 alel je povezan takoder s nizim razinama kolesterola u plazmi i LDL kolesterola, ali visim
razinama triglicerida u usporedbi s e3 alelom (67, 69). Takav opceniti stav treba uzeti s
rezervom jer uc¢inak APOE polimorfizma na razinu lipida u plazmi umjeren je i individualan.
Studije su pokazale da povezanost izmedu APOE polimorfizma i razina lipida, tj. u¢inak
polimorfizma na lipidni status ovisi i o drugim ¢imbenicima, kao S§to su: spol, prehrana,
konzumacija alkohola, hiperglikemija, primjena estrogenske terapije i eventualno prekomjerna

tjelesna tezina (190).

Ova studija u prvotnim nalazima lipidograma, u ispitivanoj skupini, promatranima kao
kategorijske varijable s obzirom na polimorfizme APOE, nije pokazala statisticki znacajne
razlike. Nisu potvrdeni dosadasnji rezultati u kojima su nosioci alela e2 povezani s nizim
razinama ukupnog i LDL kolesterola, vi§im vrijednostima triglicerida (67, 68). S druge strane
Palanisamy i suradnici (191) u svom radu, proucavajuci utjecaj APOE e4 na kogniciju kod
pacijenata s epilepsijom, usporedivali su lipidni status i njegovu povezanost s polimorfizmom
APOE. Njihova studija, kao 1 naSa, nije pronasla povezanost profila lipida 1 polimorfizma
APOE. Dodatnom analizom nasih rezultata, lipidograma, kao kontinuirane varijable, dobivena
je znacajna razlika u razini LDL-a koji je bio najvisi kod polimorfizma e2/e4 (P=0,020). To
moze ukazivati 1 potvrditi sva ona istraZivanja koja zagovaraju sinergisticni ucinak

polimorfizma APOE s jedne strane i ¢imbenika okoli$a s druge strane na lipidni status, bilo da
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se radi o zdravim pojedincima ili u nasem slucaju kod pacijenata koji imaju postavljenu

dijagnozu epilepsije (190).

Prognoza djecje epilepsije ima vazne epidemioloske i klinicke posljedice. Uspjesnost lijeCenja
epilepsije je to¢no prepoznavanje vrste napada tj.postavljanje ispravne dijagnoze epilepsije ili
epilepsijskog sindroma. Postoji op¢i konsenzus da odrasle osobe i djeca s
novodijagnosticiranom epilepsijom imaju 65-75% Sanse da udu u dugotrajnu remisiju (192).
Oko 10-15% tijekom vremena postane rezistentno na terapiju, a 10-25% postignu kratkotrajnu
remisiju kombinacijom vise antiepileptika. Postavljanje to¢ne dijagnoze prema tipu epilepsije i
otkrivanje bolesnika kod kojih postoji visok rizik farmakorezistencije je od velike vaznosti jer
¢e slaba kontrola napadaja usporiti normalni neuroloski razvoj u djeteta oboljelog od epilepsije,
a to moze imati lo$ utjecaj na Skolovanje i buduée zaposljavanje, kao i na cjelokupni obiteljski

Zivot.

Dosada$nja istrazivanja pokazala su da pojava epilepti¢ki napadaja u ranoj dobi, velika
frekvencija napada prije i tijekom pocetne terapije, pozitivna obiteljska anamneza, ananmneza
o febrilnim konvuzijama, malformacijama mozga ili traumatskim oS$teCenjima mozga

povecéavaju vjerojatnost slabe kontrole napadaja i u konacnici lo$ ishod (192).

S obzirom da je kvaliteta zivota izuzetno vazna, postavljeno je kod svakog pojedinca postavili
smo si pitanje postoji li kakav biomarker koji bi mogao predvidjeti samu kontrolu bolesti?
Novija istrazivanja nisu polucila dobrim rezultatima, a svima je u konacnici ideja da je
otkrivanje biomakera u epilepsiji prioritetno radi bolje kontrole i lijeenja bolesti, ali i

optimalizacije troskova (193).

Aboud i suradnici (161) su u svom radu, vodec¢i se brojnim studijama koje su polucile
rezultatima kod bolesnika s Alzheimerovom bolesti, zeljeli prikazati ima li APOE utjecaj na
ishod kod bolesnika s epilepsijom. Njihovo istrazivanje pokazalo je da upacijenata, Koji su
nosioci APOE e3/3, postoji snazan neuronsko-glijalni odgovor na neuronalni stres tijekom
epileptickog napadaja koji se ocituje boljom ekspresijom proteina akutne faze neurona i
povecanom elasti¢nos$cu stanica s jedne strane, te manjim oSte¢enjem unutar stanice i manjom
osjetljivoscu stanice na neprimjerene cikluse i smrt. S druge strane, nosioci APOE e4/e4 u

njihovoj studiji bili su u nepovoljnom polozaju u usporedbi s drugim genotipima jer su imali
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najmanji akutni odgovor i najvecu osjetljivost na stres. Zakljuéno su njihovi rezultati uputili na
to da APOE genotip moZe biti vazan u odlukama o vremenu kirurSke intervencije za
farmakorezistentnu epilepsiju, kao i na odluke o izlozenosti pojedinaca aktivnostima s visokim

rizikom za traumatsko ostec¢enje mozga.

U ovoj studiji, a uklapajuéi se u prosjek europske populacije, statisticki znac¢ajno najveci broj
ispitanika imao je (161) genotip APOE e3/e3, bilo da su bili dobro kontrolirani ili nisu imali
adekvatan odgovor na terapiju. Nazalost, nismo imali adekvatan broj nosioca APOE e4/e4. U
studiju je bio uklju¢en samo jedan pacijent nosilac APOE e4/e4 i to u grupi ispitanika koja je
bila dobro kontrolirana. U grupi s refraktornom epilepsijom nije bilo pacijenata.

Kako bi lijecenje bilo adekvatno, potrebno je pravilno odabrati antiepileptik tako da se postigne
zadovoljavajuci krajnji cilj, §to je u interesu pacijenta, ali i neuropedijatra. Kod samog lije¢enja
teznja je svih primjena jednog lijeka u zadovoljavajucoj terapijskoj dozi kad god je to moguce.
Primjenom monoterapije smanjuje se broj nepotrebnih odlazaka lije¢niku i hospitalizacija, $to
dovodi do bolje suradljivosti pri primjeni terapije, a isto tako smanjuju se nepotrebni tro§kovi

lijecenja.

Lijecenje zapocinje primjenom jednog od antiepileptika prve linije za dijagnosticirani oblik
bolesti koji po svojim farmakoloSkim svojstvima najviSe odgovara specifi¢nim
karakteristikama svakog pojedinog bolesnika (dob, spol, komorbiditeti, komedikacija,
profesija, zivotne navike i stil, intelektualni kapacitet i slicno). Monoterapija je zlatni standard
u lijeCenju epilepsija, ali nazalost Cesto je potrebno Koristiti vise antiepileptika u razli¢itim
kombinacijama kako bi se postigla zadovoljavaju¢a kontrola bolesti, osobito kod prisustva vise
oblika epilepti¢kih napadaja. Unato¢ svim pokusajima lijecenja epilepsije, otprilike 25% djece
bit ¢e refrakterno na medikamentoznu terapiju (48). LijeCenje djece predstavlja dodatne
probleme, osobito zbog utjecaja lijekova na razvoju mozga, ucenje i ponasanje, kada se lijek
upotrebljava dugotrajno. Takoder moramo paziti i na nuspojave lijekova, poput
hepatotoksi¢nosti, neuroloske toksi¢nosti, teratogenosti, preosjetljivosti, metabolickih i
endokrinoloskih promjena (53), bilo da se radi o neadekvatnoj dozi ili pak kao posljedica

interakcije s drugim lijekovima, stoga je odabir ,,pravog™ lijeka veliki izazov.
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Kao $to je ve¢ spomenuto, interakcije s lijekovima rezultat su djelovanja sustava citokrom P450
(CYP), bilo da uzrokuje indukciju ili inhibiciju enzima. Rezultat moze dovesti do interakcija
koje uzrokuju teSke nuspojave i Stetne ucinke s jedne strane ili ne dovode do adekvatnog
terapijskog odgovora. Svi uéinci ovise o aktivnosti i djelovanju CYP sustava enzima tako da i
doze pojedinih antiepileptika mogu uzrokovati nuspojave na primjenu antiepileptika u vrlo
maloj koncentraciji. To znaci da u tom slucaju osoba ima slab metabolizam lijekova ili inhibira
CYP 450 enzimski sustav. S druge strane povecanjem sinteze enzima neki induktori dovode do
znacajnih klinickih interakcija (56). Kako bi regulirali i smanjili potencijalne Stetne ucinke,
potrebno je, osim odabira odgovarajuceg lijeka, zapoceti isti postepeno, prema danim shemama
ovisno o terapiji, uspostaviti stabiliziraju¢u dozu (minimalnu koncentraciju) koja dovodi do
razrjeSenja tegoba, u konkretnom slu¢aju napadaja, potrebno je pratiti pojavu nuspojava te
eventualno predvidjeti farmakokinetiku svakog lijeka. Uvelike nam moze pomoci
genotipizacija CYP enzimskog sustava u odabiru adekvatnog lijeka kako bi se uspostavila prava
kontrola bolesti (194).

Unato¢ primjeni prethodnih smjernica i uputa, odabir adekvatne terapije katkada je vrlo tezak
te se neki napadaji jednostavno ne mogu dovesti pod kontrolu. Prema definiciji Internacionalne
lige protiv epilepsije (ILAE), farmakorezistentna epilepsija ili epilepsija otporna na lijekove
javlja se kada osoba nije postala (i ostala) bez napadaja s odgovaraju¢im primjenom dvaju
adekvatno izabranih antiepileptika za tu vrstu napadaja, u odgovarajucoj dozi koju pacijent
tolerira i pokusao ga je primijeniti kao monoterapiju ili u kombinaciji s drugim antiepileptikom
(48). Kwan and Brodie (195) pokazali su u svom radu da 37% pacijenata razvije
farmakorezistentnu epilepsiju te su pokazali kakao je malo podataka na temelju dokaza koji nas
upucuje kako lijeciti farmakorezistentnu epilepsiju. Efektivnost (kontrola napadaja i izostanak
nuspojava) antiepileptickog lijeka je vaznija od efikasnosti (kontrola napadaja) jer nuspojave
su jedan od razloga zasto mijenjamo terapiju. Farmakorezistentne epilepsije u djecjoj dobi
predstavljaju poseban izazov jer ucestali napadaji rezultiraju kognitivnim, psihijatrijskim i
drugim komorbiditetima te u konacnici iznenadnom neocekivanom smréu povezanom S
epilepsijom (SUDEP), s§to je vode¢i uzrok smrti u bolesnika s farmakorezistentnom

epilepsijom.

81



Monika Kukuruzovié, Disertacija

Prema istrazivanju Berga i sur. (196) 55% djece s generaliziranim napadima razvit ce
farmakorezistentnu epilepsiju, dok kod djece, koja imaju postavljenu dijagnozu Zzari$ne
epilepsije, veliki broj napadaja moze dovesti do pojave farmakorezistencije. Stoga danas za
prognozu tijeka bolesti koristimo mnostvo ¢imbenika, kao §to su: vrsta epilepsije, postojanje
epileptickog sindroma, etiologija bolesti, ucestalost napadaja, utjecaj ¢imbenika okoline i

geneti¢kih ¢imbenika koji utje¢u na antikonvulzivnu farmakodinamiku (197).

Djeca s razli¢itom vrstom epilepsije, uestalos¢u napadaja te razli¢itim etiolo§kim ¢imbenicima
uklju¢ena su u ovu studiju. S obzirom na kontrolu podijeljeni su na one koje su dobro
kontrolirani, tj. oni koju su bez napada i one koji su refraktorni, tj. farmakorezistentni i imaju
recidivirajuée napadaje unato¢ terapiji. Antiepilepsijsku terapiju podijelili smo u tri grupe,
odnosno prema utjecaju na CYP enzimski sustav (induktore, inhibitore i bez utjecaja na
enzimski sustav). U obje skupine najéesc¢e primjenjivani antiepileptici su iz grupe lijekova koja

inhibiraju CYP enzimski sustav (valproat, topiramat, okskarbamazepin).

Nasi podatci o najcesce koristenim lijekovima podudaraju se sa svjetskim istrazivanjima u
kojima su pacijenti, neovisno radi li se o idiopatskoj i simptomatskoj epilepsiji, kao lijek prvog
izbora Koristili inhibitore CYP enzimskog sustava (valproat i karbamazepin) (187). Kod nas
nije nadena razlika u kontroli bolesti ovisno o primijenjenoj terapiji kod djece koja su primala
lijekove bilo inhibitore bilo induktore CYP enzimskog sustava, medutim, kod djece koja imaju
refraktornu epilepsiju znacajno je veci postotak terapije koja nema utjecaja na CYP enzimski

sustav (levetiracetam, etosuksimid).

Prema naSim podatcima mozemo zakljuciti da bez obzira radi li se o induktorima ili
inhibitorima CYP enzimskog sustava, na samu kontrolu bolesti djeluje vise ¢imbenika i ishod

lijecenja je individualan.

Nazalost, idealne antiepilepsijske terapije, koja bi bila dobre oralne bioraspolozivosti uz
poluzivot od 12 do 24 sata nema. Takva terapija bi omogucila primjenu lijeka jednom ili dva
puta dnevno. Njegovo vezanje na proteine plazme bilo bi minimalno, a to bi dovelo do
smanjenog metabolizma lijeka, sto bi smanjilo mogucnost za potencijalne interakcije medu
lijekovima i razvoj nuspojava. Napretkom i razvojem znanosti i tehnologije nadamo se

pozitivnom ishodu.
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Unatoc¢ tome, svi oni koji su ukljuceni u skrb pacijenata koji boluju od epilepsije trebaju, uz
spoznaju o adekvatnom lijeCenju, razumjeti prirodu bolesti, a cilj svakog lijeCenja je usmjerena
na prestanak i/ili smanjenje frekvencije epileptickih napadaja i u konac¢nici poboljSanje kvalitete

Zivota.
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5. ZAKLJUCCI

Udio genotipa APOE u ispitanika s epilepsijom u skladu je s podatcima europskih i svjetskih

istrazivanja, Sto znaci da je najzastupljeniji divlji tip alela e3/e3.

S obzirom na Zari$nu, generaliziranu i neklasificiranu vrstu epilepsije nije nadeno razlika u
raspodjeli genotipova kao niti razlika vezanih za pojedinu podvrstu epilepsije, bilo da se radi o
simptomatskim ili idiopatskim epilepsijama. Zaklju¢ak je da nije potrebno uciniti

genotipizaciju kako bi predvidjeli vrstu epilepsije.

Nije nadeno razlika izmedu kontrolne i ispitivane grupe vezano za polimorfizam APOE dok je
naden veci udio kolesterola u kontrolnoj grupi moguce kao posljedica neuravnotezene prehrane
s jedne strane, tj. smanjenog apetita kod oboljelih od epilepsije zbog utjecaja pojedinih
antiepileptika. Nadovezujuci se na taj podatak kod djece oboljelih od epilepsije ovisno o vrsti
epilepsije ili genotipu APOE nije pronadena razlika u ukupnom ili LDL kolesterolu.

Tako bi se o¢ekivala bolja kontrola bolesti u ispitanika s divljim tipom, no nije nadeno statisti¢ki
znacajnih razlika u kontroli bolesti obzirom na genotip kao niti razlika izmedu grupa ispitanika
koji dobivaju induktore i inhibitore. ZabiljeZzen je ve¢i udio refraktornih epilepsija kod
ispitanika koji uzimaju antipeileptike €iji se metabolizam ne odvija preko CYP enzimskog

sustava.

Prema dobivenim rezultatima nema jasne klinicke opravdanosti 1 koristi genotipizacije APOE
kod pacijenata s epilepsijom niti kod postavljanja dijagnoze i klasificiranja bolesti, a niti kod
pracenja i kontrole same bolesti niti nam sluzi kao rani znak prepoznavanja i detektiranja
pacijenata s moguc¢om budu¢om refraktornom epilepsijom. Drugi ¢imbenici, kao $to su dob
pocetka napadaja, ucestalost napadaja, utjecaj na neuromotorni razvoj i kasnije nacin Zivota su

vazniji za predvidanje tijeka bolesti.
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Tablica 10. Rezultati

Tablica 11. Metode mjerenja lipida
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