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STRESZCZENIE

Leczenie padaczki polega na wieloletnim stosowaniu lekéw przeciwpadaczkowych (LPP). LPP powoduja wzrost pozio-
mu homocysteiny (Hcy) poprzez zaburzenie jej metabolizmu. Hiperhomocysteinemia (HHcy) moze powodowaé uszkodze-
nie nici DNA, stres oksydacyjny i apoptoze, co jest zwigzane z patogenezg choréb neurozwyrodnieniowych i sercowo-naczy-
niowych. LPP starej generacji (zasadniczo kwas walproinowy — VPA) wykazujg dzialanie proapoptotyczne w wielu liniach
komérek nowotworowych poprzez aktywacje zaréwno wewnetrznego, jak i zewnetrznego szlaku indukcji apoptozy, a takze
drogi niezaleznej od kaspaz. Biatko p53 moze aktywowaé w komérkach droge apoptozy zalezng od kaspaz. Wstepne wyniki
badan moga wskazywac na zwiekszony efekt proapoptotyczny LPP réwniez w przebiegu terapii chorych z padaczka.

SUMMARY

The treatment of patients with epilepsy consists in taking antiepileptic drugs (AEDs), which may increase the concen-
tration of homocysteine (Hcy), and alter metabolism of thiols. Increased Hcy levels in blood serum is known as hyperho-
mocysteinemia (HHcy). It is considered, that HHcy may cause DNA damage, oxidative stress and induce apoptosis. Hcy,
is regarded as a risk factor for both neurodegenerative and cardiovascular diseases. First generation AEDs (mainly valproic
acid — VPA) may induce apoptosis in many cancer cell lines by activating both intrinsic and extrinsic pathway, but also
caspase-independent apoptotic signalling pathway. P53 protein may activate in cells caspase-dependent apoptotic pathway.
Preliminary results may indicate increased proapoptotic effect in patients with epilepsy treatment AEDs as well.

Stowa kluczowe: apoptoza, homocysteina, leki przeciwpadaczkowe
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WSTEP przeciwpadaczkowych (LPP). Najnowsze publikacje suge-
ruja, ze LPP mogg indukowa¢ proces apoptozy, czyli gene-
Padaczka (epilepsja) jest zespolem objawéw somatycz-  tycznie kontrolowanej Smierci komorki.
nych, wegetatywnych i psychicznych, ktéry moze wystepo-

waé na podlozu réznych zmian morfologicznych w mézgu,

w ktérych napady padaczkowe sg czestym zjawiskiem. Epi-
lepsja jest jedna z najczestszych choréb neurologicznych
- szacuje sie, ze okolo 50 milionéw os6b na $wiecie cho-
ruje na padaczke, a w Polsce okolo 400 tysiecy. Najczesciej
leczenie padaczki polega na wieloletnim stosowaniu lekéw

LEKI PRZECIWPADACZKOWE

LPP stosuje sie od wielu lat nie tylko w terapii zabu-
rzen drgawkowych, ale takze w leczeniu przewlektego bdlu
(Moore i wsp., 2009; Wiffen i wsp., 2010), zaburzen afek-
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tywnych (Fountoulakis, 2010; Roncero i wsp., 2009) i mi-
greny (Shah i Kalra, 2009; Vikelis i Rapoport, 2010). LPP
stanowig bardzo heterogenng grupe i wykazuja odmienne
mechanizmy dzialania. LPP dzielimy zasadniczo na dwie
generacje: starsze LPP oraz LPP nowej generacji. Uwaza
sie, ze nowe LPP cechuje wieksza swoisto§¢ mechanizmu
dzialania oraz stabsze objawy niepozgdane. Leki nowej
generacji rzadziej powodujg interakcje z innymi lekami
oraz w mniejszym stopniu wplywajg na nastrdj i funkcje
poznawcze. Leki nowej generacji to m.in.: okskarbama-
zepina (OXC), lamotrygina (LTG), gabapentyna (GBP),
tiagabina (TCB), wigabatryna (VGB), topiramat (TPM),
lewetiracetam (LEV), felbamat, zonisamid. Do grupy lekéw
starszej generacji zaliczaja sie: pochodne hydantoiny (np.
fenytoina — PHT), karbamazepina (CBZ), barbiturany (np.
fenobarbital — PB), pochodne benzodiazepiny (np. klona-
zepam, diazepam), kwas walproinowy (VPA), etosuksimid
(ESM) (Kozubski i Liberski, 2004). Mechanizm dzialania
LPP moze byé dwojaki: mogg stabilizowaé btony komdrko-
we neurondw, przez co zapobiegajg rozprzestrzenianiu sie
impulséw lub mogg przywracaé¢ réwnowage miedzy iloscia
przekaznikéw pobudzajacych i hamujacych. Stabilizowanie
btony komérkowej moze sie odbywaé poprzez wplywanie
na czynno$¢ pompy sodowo-potasowej, zlokalizowanej w
btonie komérkowej lub blokowanie napieciowo zaleznych
kanaltéw jonowych, najczesciej sodowych, a takze zapobie-
ganie depolaryzujacemu wnikaniu jonéw wapnia. Powodu-
je to niezdolno$¢ neuronéw do depolaryzacji i wywolania
potencjalu czynnosciowego. Dzialanie lek6w, przywracajace
réwnowage neuroprzekaznikéw, polega z reguly na nasila-
niu efektu GABA-ergicznego, takze na hamowaniu uwal-
niania aminokwaséw pobudzajacych oraz na hamowaniu
przekaznictwa glutaminergicznego w receptorach NMDA
(Kostowski i Herman, 2004).

MOZLIWE SKUTKI STOSOWANIA LPP

Wiadomo, ze stosowanie LPP, zwlaszcza ze zazwyczaj
trwa ono wiele lat, wywoluje wiele niepozadanych dziatan.
Najczestsze objawy uboczne LPP to: sedacja, zawroty glowy,
ataksja, podwdjne widzenie, bdle glowy, béle stawowe, go-
raczka, wymioty, zaburzenia aknienia, zaburzenia krzepli-
wosci, wypadanie wlos6w, przerost dzigset czy reakcje aler-
giczne (Kostowski i Herman, 2004; Mutschleriwsp., 2004).
Uwaza sie, ze farmakoterapia LPP u ciezarnych chorych
z padaczkg jest jedng z najczestszych przyczyn wad rozwo-
jowych ptodu, opéznienia rozwoju i matlomézgowia (Holmes
i wsp.; 2001, Stricler i wsp., 1985). Ponadto uwaza sie, ze
wysokie stezenie LPP w krwi matczynej powoduje zwiekszo-
ne ryzyko wad rozwojowych u niemowlat (Buehler i wsp.,
1990; Holmes i wsp., 2001; Speidel i Meadow, 1972; Zahn
i wsp., 1998), a takze moze wywieraé niekorzystny wplyw

na sprawno$¢ intelektualng u dzieci (Jones i wsp., 1989).
Jednoczesnie zaobserwowano, Ze terapia barbituranami
w ciggu pierwszych 3 lat zycia moze powodowaé pogor-
szenie funkcji poznawczych, utrzymujgce sie w dorostym
wieku. Neurotoksyczne dziatanie LPP zostalo stwierdzone
juz w latach 70. XX wieku (Bittgau i wsp., 2002), jednakze
kryjacy sie za nim mechanizm nie zostal do tej pory wyja-
$niony, by¢ moze, ze jest on zwigzany ze zmiang poziomu
homocysteiny (Hcy) poprzez zaburzenie jej metabolizmu
(Dorszewska i wsp., 2009).

HIPERHOMOCYSTEINEMIA W PADACZCE

W ostatnich latach pojawito sie wiele doniesien dotycza-
cych podwyzszonego stezenia Hcy (hiperhomocysteinemii
— HHcy) u chorych z padaczkg leczonych LPP (Siniscalchi
i wsp., 2005; Tatarewicz i wsp., 2008). W badaniach nad
poziomem Hcy u dzieci z padaczka w wieku 4,5 do 14 lat,
leczonych LPP przez 20 tygodni, przeprowadzonych w po-
pulacji greckiej wykazano, ze raczej LPP, a nie choroba od-
grywaja role we wezesnym rozwoju HHcy (Attilakos i wsp.,
2006). Jednoczesnie wykazano, ze na podwyzszony poziom
Hcy u chorych z padaczka istotny wplyw moze wywierac
farmakoterapia LPP, ale duze znaczenie odgrywaja takze
uwarunkowania genetyczne (Ono i wsp., 2002; Yoo i Hong,
1999), dieta, czas trwania oraz rodzaj stosowanego lecze-
nia. Dane dotyczgce wplywu stosowanej farmakoterapii na
poziom Hcy sg jednak rozbiezne. Wiele prac wskazuje na
wzrost poziomu Hcy u pacjentéw leczonych CBZ (Atilla-
kos i wsp., 2006; Karabiber i wsp., 2003). W terapii LTG
nie wykazano wzrostu poziomu Hcy (Gidal i wsp., 2005;
Sener i wsp., 2006). Natomiast badania poziomu Hcy
u pacjentéw leczonych VPA nie przedstawiaja zgodnych wy-
nikéw. Zaobserwowano obnizony (Gidal i wsp., 2005) lub
podwyzszony poziom Hcy (Atillakos i wsp., 2006; Karabiber
i wsp., 2003), a takze brak wpltywu (Apeland i wsp., 2001)
na poziom Hcy u pacjentéw leczonych VPA. Przyczyna ge-
nerowania Hcy u chorych z padaczka przyjmujacych LPP
nie jest jednoznacznie wyjasniona, ale najprawdopodob-
niej jest zwigzana z deficytem kofaktoréw zaangazowanych
w metabolizm Hcy, takich jak: kwas foliowy, witamina B12,
witamina B6 i witamina B2. Kluczowg role przypisuje sie
niedoborowi kwasu foliowego, bedacego donorem grupy
metylowej w reakcji remetylacji Hcy do metioniny (Met).
Uwaza sie, ze LPP zasadniczo podwyzszajg poziom Hcy
poprzez obnizenie poziomu kwasu foliowego na skutek
ztego wchlaniania jelitowego folianéw, aktywacji enzyméw
watrobowych prowadzacej do konicowej utraty folianéw,
zwiekszonego zapotrzebowania na foliany w reakcjach hy-
droksylacji LPP, zaburzenia w metabolizmie kofaktoréw bio-
racych udzial w przemianach kwasu foliowego (Karabiber
i wsp., 2003; Ono i wsp., 1997) oraz bezposredniego wply-
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wu LPP na metabolizm Hcy i funkcje nerek (Sinischalchi
i wsp., 2005). Niedobér folianéw w nastepstwie stosowania
LPP zaobserwowano w wielu badanych populacjach (Ape-
land i wsp., 2001; Atillakos i wsp., 2006; Karabiber i wsp.,
2003; Schwaninger i wsp., 1999; Verotti i wsp., 2000; Yoo
iHong, 1999). HHcy u chorych z padaczka moze sie wigzaé
z wieloma komplikacjami klinicznymi. Wykazano, ze moze
prowadzi¢ do choréb neuropsychiatrycznych (Sinischalci
i wsp., 2005), naczyniowych (Yoo i Lee, 2001), jak réwniez
jest uwazana za czynnik ryzyka napadéw padaczkowych
i opornosci na LPP (Kubova i wsp., 1995).

7 doniesien pismiennictwa wiadomo takze, ze podwyz-
szony poziom Hcy moze generowaé apoptoze (Langmeier
i wsp., 2003; Zhang i wsp., 2009), co moze by¢ jedna
z przyczyn zwigzanych z patogenezg takich choréb neuro-
zwyrodnieniowych jak: choroba Alzheimera (Kronenberg
i wsp., 2009; Seshardi i wsp., 2002) i choroba Parkinsona
(Duan i wsp., 2002; Isobe i wsp., 2005; Obeid i Herrmann,
2006), choréb neuropsychiatrycznych o podtozu zwyrod-
nieniowym jak schizofrenia (Haidemenos i wsp., 2007),
zaburzen depresyjnych (Arinami i wsp., 1997), a takze
choréb naczyniowych, m.in. udaru mézgu (Adamkiewicz,
2002; Prasad, 1999).

ISTOTNE DANE DOTYCZACE
MECHANIZMOW APOPTOZY

Apoptoza jest procesem programowanej Smierci komor-
ki. Komérka uruchamia program samobdjczej Smierci po
otrzymaniu odpowiedniego sygnalu — moze to by¢ zmiana
stezenia czynnika wzrostu lub hormonu, szok temperaturo-
wy, stres oksydacyjny, infekcja wirusowa czy lek przeciwno-
wotworowy (Thompson, 1995). Apoptoza jest regulowana
przez wiele réznych mechanizméw, ktére wspétdziatajac
ze sobg, prowadza do kontrolowanej $mierci komérki. Do
czynnikéw kontrolujacych apoptoze zalicza sie receptory
$mierci, rodzine bialek Bcl-2, kaspazy, inhibitory bialek
apoptotycznych, grupe genéw aktywowanych przez biatko
p53. Kluczowa role w procesie apoptozy pelnig proteazy
cysteinowe, zwane kaspazami, ktore biorg udziat w kaska-
dzie proteolitycznych reakcji w przebiegu programowanej
$mierci komorki. Kaspazy dzieli sie na inicjujace proteoli-
tyczng kaskade zmian (kaspaza-8, -9, -10) oraz kaspazy
efektorowe (kaspaza-3, -6, -7), bedace jednoczesnie wtoér-
nym egzekutorem $mierci komorki. Do czasu aktywacji ka-
spazy wystepujag w komdrkach w formie nieaktywnej jako
proenzymy. Aktywacja kaspaz odbywa sie na drodze ciecia
proteolitycznego. Zaktywowane kaspazy maja zréznico-
wane dzialanie na wiele bialek, indukujac apoptoze (Wolf
i Green, 1999).

Proces apoptozy jest aktywowany przez dwie alterna-
tywne drogi: zewnetrzna, zwigzang z blonowymi recepto-

rami $mierci (rycina 1) oraz wewnetrzng, przebiegajaca
z udzialem mitochondriéw (rycina 1). W niektérych przy-
padkach drogi te mogg na siebie zachodzi¢, prowadzac do
amplifikacji sygnalu proapoptotycznego. Pierwszym etapem
wewnetrznego szlaku apoptozy jest transport proapopto-
tycznego biatka Bax (nalezacego do rodziny Bcl-2) do mito-
chondriéw. Proapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 tworza
w blonie mitochondrium specjalne kanaly, co umozliwia
uwalnianie z przestrzeni miedzybtonowej do cytozolu okre-
§lonych biatek. Mitochondria pod wplywem biatka Bax wy-
dzielaja czynnik AIF (ang. apoptosis inducing factor), ktéry
jest aktywatorem apoptozy, oraz cytochrom c. Pod wplywem
przylaczenia sie cytochromu c oraz dATP do czynnika ak-
tywujacego proteazy apoptotyczne Apaf-1 (ang. apoptotic
protease activating factor-1) dochodzi do przeksztalce-
nia sie prokaspazy-9 w jej aktywng forme, ktéra aktywuje
kaspaze-3 i reszte kaskady kaspaz (Green i Reed, 1998).
Aktywacja kaspazy-3 prowadzi do uszkodzenia polimerazy
poli-ADP-rybozy (PARE ang. poly-ADP-ribose polymera-
se) i powstania dwoéch fragmentéw 85 i 22 kDa (Alnemri
i wsp., 1996). Czynnikiem odpowiedzialnym za kontrolo-
wanie procesu apoptozy z udzialem bialek Bax i Bcl-2 jest
biatko p53 (Kawiak i wsp., 1998). Wiadomo, Ze biatko p53
moze prowadzi¢ do apoptozy wskutek aktywacji biatka Bax
do tworzenia nieaktywnych dimeréw z Bcl-2 oraz poprzez
obnizenie aktywno$ci inhibitoréw apoptozy, takich jak gen
bcl-2. Wiadomo réwniez, ze biatko Bcl-2 hamuje apoptoze
poprzez zmniejszenie uwalniania cytochromu c i AIF (Reix
i wsp., 2007). Szlak zewnetrzny, zwany takze receptoro-
wym, opiera sie na pobudzeniu tzw. receptoréw $mierci,
nalezacych do nadrodziny receptoréw TNF (ang. tumor
necrosis factor — czynnik martwicy mowotworu), m.in.
CD95(Fas/Apo-1), TRAIL-R1(DR4), TRAIL-R2(DR5).
Do ligandéw dla tych receptoréw nalezg np. TNF-, FasL
i TRAIL. Zaréwno w strukturze receptoréw, jak i ich ligan-
déw zidentyfikowano tzw. motyw §mierci (DD — ang. death
domain) (Schmitz i wsp., 2000). W odpowiedzi na polgcze-
nie sie ligandéw z receptorami dochodzi do oligomeryzacji
tych ostatnich. Do tak powstalych komplekséw przylaczaja
sie czasteczki adaptorowe: biatka z DD wigzace sie z re-
ceptorem Fas (FADD - ang. Fas-associated death domain)
i przylaczajace sie do receptora TNF-R1 (TRADD - ang.
TNF receptor-accociated death domain), ktére posrednicza
w przekazywaniu sygnatu. Rekrutacja prokaspazy-8 powo-
duje zapoczatkowanie mechanizmu apoptozy (Budihardjo
i wsp., 1999). Autoproteoliza prokaspazy-8 do kaspazy-8
powoduje jej aktywacje, a ta z kolei jest bezposrednim ak-
tywatorem kaspazy-3. W niektérych komérkach indukcja
apoptozy zachodzi jedynie szlakiem zewnetrznym, a w in-
nych dochodzi do wzmocnienia sygnatu za posrednictwem
mitochondriéw, co jest zwigzane ze zdolno$cig kaspazy-8
do proteolizy proapoptotycznego bialka Bid, nalezacego do
rodziny biatek Bcl-2 (Fulda i wsp., 2001).
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Jednym z czynnikéw powodujacych indukcje procesu
apoptozy jest wedlug doniesien pi§miennictwa zwiekszony
poziom czynnika stresowego, jakim jest podwyzszone ste-
zenie Hey (Kruman i wsp., 2000; Langmeier i wsp., 2003).
Wykazano, ze HHcy powodujac zmiany w o§rodkowym ukla-
dzie nerwowym (OUN) jest czynnikiem ryzyka schorzen
uktadu krgzenia i wtérnie udaru, oraz choréb neurodege-
neracyjnych (Obeid i Herrmann, 2006; Perry i wsp., 1995;
Seshardi i wsp., 2002). Ta ostatnia obserwacja $wiadczy
o bezposrednim dziataniu neurotoksycznym Hcy. Mecha-
nizm tego efektu nie jest jednak jasny i ma zlozony charak-
ter. W patologiczny mechanizm choréb neurodegeneracyj-
nych zaangazowane sg: apoptoza, obumieranie neuronéw,
stres oksydacyjny, nadaktywno$¢ receptoréw glutamino-
wych, dysfunkcja mitochondriéw i aktywacja kaspaz (Bol-
dyrev, 2009; Ho i wsp., 2002; Mattson i Shea, 2003; Miller
i wsp., 2003; Obeid i Herrmann, 2006; Thompson, 1995).
Poza wtérnymi zaburzeniami metabolizmu brany jest
pod uwage mechanizm ekscytotoksycznosci (Kronenberg
i wsp., 2009; Kruman i wsp., 2000). Ekscytotoksyczno$é
jest to zjawisko polegajace na uszkodzeniu neuronéw i ich
degradacji przez glutaminian i podobne zwigzki chemiczne,
co ma miejsce podczas nadmiernej aktywacji receptoréw
AMPA i NMDA przez kwas glutaminowy. Uwaza sie, ze zbyt
wysokie stezenie glutaminianu moze wywolaé¢ ekscytotok-
syczno$é poprzez zwiekszenie liczby jonéw wapnia wcho-
dzacych do komérki (Boldyrev i Johnson, 2007; Ho i wsp.,
2002). Naplyw jonéw wapnia do komoérek aktywuje liczne
enzymy, w tym fosfolipazy, endonukleazy i proteazy, takie
jak kalpaina, ktére uszkadzajg sktadniki cytoszkieletu, blon
komérkowych i DNA (Lazarewicz i wsp.; 2003, Zieminska
i wsp., 2003). Jak wiadomo, Hcy jest agonistg receptoréw
NMDA oraz stabym aktywatorem kanalu NMDA. Metabo-
lit Hcy — kwas homocysteinowy takze odpowiada za akty-
wacje receptorow NMDA. Jako agonista receptora przez
nadmierne jego pobudzenie moze prowadzi¢ do apoptozy
w komérkach i stresu oksydacyjnego (Isobe i wsp., 2005).
Mechanizm dzialania Hcy w procesach patologicznych
przedstawia rycina 2.

PROAPOPTOTYCZNE DZIAYANIE LPP
W NOWOTWORACH

7 doniesien pi$miennictwa wiadomo jednak, ze niekt6-
re LPP wywoluja zjawisko apoptotycznej $mierci komoérek,
co wykazano w przeprowadzonych eksperymentalnych
badaniach na wielu typach nowotworowych linii komér-
kowych (Catalano i wsp., 2005; Kawagoe i wsp., 2006; Li
iwsp., 2005; Stepulak i wsp., 2005; Ziauddin i wsp., 2006),
a takze na modelach zwierzecych. Wykazano réwniez, ze

PHT, PB, VGB oraz VPA stymulujg apoptoze neuronéw
W rozwijajacym sie przodomoézgowiu szczuréw (Bittgau
i wsp., 2002; Olney, 2002; Olney i wsp., 2004).

PROAPOPTOTYCZNE DZIALANIE VPA
W DOSWIADCZALNEJ CHOROBIE
NOWOTWOROWE]

Badania zaleznosci miedzy LPP a procesem apoptozy
dotycza gtéwnie stosowanego VPA. Dowiedziono jego wplyw
na wiele nowotworowych linii komérkowych poprzez zatrzy-
manie cyklu komérkowego oraz indukcje szlakéw apopto-
tycznych, cho¢ dziatanie to moze przybiera¢ r6zny kierunek
w zaleznosci od ich rodzaju (Bittgau i wsp., 2002; Catalano
i wsp., 2005; Karagiannis i El-Osta, 2006; Kawagoe i wsp.,
2006; Kostrouchova i wsp., 2007; Li i wsp., 2005; Stepulak
i wsp., 2005; Ziauddin i wsp., 2006).

7. doniesienn piémiennictwa wynika, ze VPA indukuje
apoptoze poprzez aktywacje szlaku wewnetrznego w stabo
zréznicowanych komorkach raka tarczycy (Catalano i wsp.,
2005). Zaobserwowano aktywacje kaspazy-9 prowadzacej
do aktywacji kaspazy-3 oraz jednoczesny rozpad polimera-
zy PARP, natomiast nie odnotowano aktywacji kaspazy-8,
wnioskujac, ze w tym rodzaju komérek nowotworowych
W apoptoze zaangazowany jest wylgcznie wewnetrzny szlak
jej indukcji. Z kolei badania przeprowadzone na dziewieciu
liniach komérkowych ludzkiej biataczki (Kawagoe i wsp.,
2006) wskazuja na uruchomienie zaréwno szlaku we-
wnetrznego (uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondrium,
aktywacja kaspazy-9 i -3), jak i zewnetrznego (pobudzenie
receptoréw $mierci, aktywacja kaspazy-8). Jednocze$nie
wykazano, ze kaspaza-8, pobudzana normalnie przez po-
wierzchniowe receptory $mierci, moze by¢ réwniez akty-
wowana przez uwolniony z mitochondriéw cytochrom c
i jednoczesng aktywacje kaspazy-3. Ponadto zaobserwowa-
no w tych badaniach, ze zastosowanie inhibitora kaspaz
(zVAD-FMK) nie hamuje caltkowicie indukowanej VPA
apoptozy, co $wiadczy o roli szlaku niezaleznego od kaspaz
w indukcji procesu apoptozy, jednakze mechanizm ten nie
zostal jednoznacznie wyjasniony. Wydaje sie, ze w niezalez-
ng od kaspaz droge indukcji apoptozy moze byé¢ zaangazo-
wane bialko mitochondrialne AIF (Kawagoe i wsp., 2006).
Stwierdzono takze proapoptotyczny wplyw VPA na linie ko-
moérkowe rdzeniaka i nadnamiotowego guza pochodzenia
neuroektodermalnego (Li i wsp., 2005). Najprawdopodob-
niej ma on zwigzek z hiperacetylacja histonéw H3 i H4, ak-
tywacja genu p21 oraz hamowaniem ekspresji genéw c-myc
i CDK4. Badano takze wplyw VPA na ekspresje genu p16,
odpowiadajgcego za zatrzymanie cyklu komoérkowego w fa-
zie G1 i posredniczacego w starzeniu sie komorki poprzez
hamowanie aktywnosci kinazy CDK4 oraz fosforylacji biat-
ka supresorowego nowotworéw Rb. Stwierdzono jednak, ze
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gen pl6 nie odgrywa kluczowej roli w indukowanym VPA
starzeniu sie komorki i jej Smierci. Po podaniu VPA wyka-
zano jednak znaczne zmiany w ekspresji CDK4 w dwéch
liniach komérkowych rdzeniaka oraz c-myc w az trzech
liniach komérkowych (Li i wsp., 2005). W innej pracy wy-
kazano proapoptotyczne dziatanie VPA na linie komérkowe
nowotworéw zlokalizowanych w obrebie klatki piersiowej:
raka pluc, raka przelyku i ztosliwego miedzybtoniaka optuc-
nowego (Ziauddin i wsp., 2006). W mechanizm apoptozy,
w przypadku linii komérkowych pochodzgcych z nowotwo-
réw w klatce piersiowej, najprawdopodobniej zaangazowane
sa mediatory szlaku wewnetrznego. Wykazano ponadto, ze
VPA stosowany w dawkach terapeutycznych (podobnie jak
w przypadku padaczki) powodowal réznicowanie komérek
raka piersi in vitro. Przypuszcza sie, ze antyproliferacyjne
dziatanie VPA na wiele linii komérek nowotworowych in
vitro polega na zatrzymaniu cyklu komérkowego oraz kiero-
waniu komoérek na droge programowanej $mierci (Stepulak
iwsp., 2005). Wykazano ponadto, ze VPA zmniejszat wzrost
guza pierwotnego i hamowal powstawanie przerzutéow in
vivo (Gottlicher i wsp., 2001). Opisano ré6wniez przypadek
10-letniego chtopca ze zlosliwym guzem mézgu typu gle-
jak wielopostaciowy, wielkosci 5 cm, ktéry nie reagowal na
standardowg terapie dla tej choroby, natomiast po podaniu
VPA we wzrastajacej dawce uzyskano trzykrotnie wieksze
stezenia leku we krwi niz w leczeniu padaczki, co spowo-
dowalo stopniowg redukcje masy guza. Po 10-miesiecznej
terapii zaobserwowano catkowita remisje nowotworu, jed-
nakze nastepcza redukcja dawki VPA przyczynila sie do na-
wrotu choroby (Witt i wsp., 2004).

DZIAYANIE PROAPOPTOTYCZNE LPP
W MONO- 1 W POLITERAPII U CHORYCH
7 PADACZKA

Uwaza sie, ze LPP nowej generacji powoduja mniej
dziatan niepozgdanych, jednak w ostatnim czasie opisano
przypadek 11-letniej dziewczynki z zaburzeniami napado-
wymi, u ktérej wystapilta goraczka, wysypka, rozpad miesni
prazkowanych i uszkodzenia wielonarzadowe o nieznanym
podiozu w zaledwie dwa tygodnie po zamianie kuracji z VPA
na nowy LPP — LTG. Za mozliwg przyczyne szkodliwego
wplywu nowego LPP na neurony uwaza sie ich dzialanie
proapoptotyczne (Ferguson i wsp., 2009). W badaniach
przeprowadzonych na modelu zwierzecym udokumento-
wano, ze jednorazowe podanie LTG nie indukowatlo apop-
totycznej neurodegeneracji u noworodkéw szczura, w przy-
padku, gdy LTG byta podawana samodzielnie, w dawkach
réwnych lub wyzszych od dawki terapeutycznej przyjetej
u chorych z padaczka (Katz i wsp., 2007). Zaobserwowano
natomiast, ze przy réwnoczesnej aplikacji LTG i PB, LTG
powodowala znaczne wzmocnienie proapoptotycznego

dzialania PB (Katz i wsp., 2007). Wyniki te potwierdzaja
wczesniejsze doniesienia dotyczace synergicznego dzia-
fania LPP, stosowanych w politerapii na indukcje proce-
su apoptozy neuronéw u noworodkéw szczura (Bittgau
iwsp., 2002). Wykazano ponadto, ze dawki CBZ oraz TPM
nie wywolujace neurotoksycznoséi, podawane oddzielnie,
w polaczeniu z PHT wzmagaly jej proapoptotyczne dziatanie
(Kim i wsp., 2006). Z kolei podawanie LTG w polaczeniu
z PHT skutkowalo znacznym ostabieniem proapoptotycz-
nego wplywu PHT (Katz i wsp., 2007). Przypuszcza sie
zatem, ze LTG moze wywiera¢ dwojaki wplyw na apopto-
ze neurondéw w zaleznosci od jej dawki oraz mechanizmu
dziatania LPP, z ktérym jest podawana. Mozliwe, ze LTG
posiada tagodne wtasciwosci antyapoptotyczne, niemozliwe
do wykrycia, jesli jest stosowana w malych dawkach i wta-
Sciwosci proapoptotyczne, wykrywalne przy dawkach row-
nych (kiedy stosowana w polgczeniu z PHT) lub wyzszych
od terapeutycznych (kiedy podawana oddzielnie) (Katz
i wsp., 2007). Uwaza sie takze, ze stosowanie politerapii
LPP o r6znym mechanizmie dzialania wzmaga odpowiedzZ
apoptotyczng w poréwnaniu z monoterapig (Bittgau i wsp.,
2002; Kimiwsp., 2006). Jednakze droga indukcji apoptozy
przez LPP nie zostala jeszcze jednoznacznie wyjasniona.
Wstepne wyniki naszych badan (niepublikowane dane),
w ktorych analizowano wplyw LPP starej i nowej generacji
na poziom czynnikéw i komérek apoptotycznych w limfo-
cytach krwi obwodowej pacjentéw, przeprowadzonych na
grupie 23 chorych, moga swiadczy¢ o zwiekszonym efek-
cie proapoptotycznym tych lekéw (Florczak i wsp., 2009).
7. zastosowaniem cytometrii przeplywowej wykazano za-
sadniczo wzrost poziomu komoérek apoptotycznych u oséb
przyjmujacych zaréwno LPP starej generacji (CBZ i VPA),
jak i LPP nowej generacji (zasadniczo LTG), natomiast
u chorych przed leczeniem LPP nie zaobserwowano zmia-
ny poziomu komoérek w apoptozie, co mogloby §wiadczyé
o tym, Ze raczej nie choroba a leki majg dzialanie proapop-
totyczne. Jednocze$nie w naszych badaniach przeprowa-
dzonych metoda Western Blot wykazano spadek poziomu
biatka p53 u pacjentéw leczonych LPP, co moze by¢ zwig-
zane z ostabiong funkcjg naprawy komérek u tych cho-
rych. Jednak pomimo zmniejszonej ekspresji biatka p53
zaobserwowano nasilenie apoptozy w limfocytach krwi
obwodowej chorych i aktywacje kaspazy-3 zaangazowa-
nej w faze wykonawcza procesu, co wydaje sie $wiadczyé
o mozliwym udziale innych drég indukcji apoptozy niz
szlakiem biatka p53. Z naszych badan wynika réwniez, ze
na indukcje procesu apoptozy zasadniczy wplyw wydaje
sie mie¢ rodzaj stosowanych LPP (Florczak i wsp., 2009).
Wykazano, ze farmakoterapia CBZ powoduje najwiekszy
wzrost poziomu komérek w apoptozie przy jednoczesnym
znacznym obnizeniu poziomu biatka p53. Ponadto w gru-
pie chorych przyjmujacych CBZ nie zaobserwowano wzro-
stu poziomu chronigcego komérke przed apoptozg biatka
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Bcl-2 wraz ze spadkiem poziomu bialka p53. Nieprawidto-
wa kontrola poziomu biatka Bcl-2 przez biatko p53 u tych
chorych moze §wiadczy¢ o uposledzeniu funkcji tego biat-
ka jako czynnika hamujgcego ekspresje genu bcl-2 (Wang,
1995). W badaniach wtasnych wykazano réwniez wzrost
poziomu apoptozy u oséb przyjmujacych VPA zaréwno
w monoterapii, jak i w politerapii z LPP nowej generacji.
Jednoczesnie w tej grupie chorych wykazano utrzymany
na poziomie kontrolnym poziom biatka p53 oraz wzrost
stosunku biatek Bax/Bcl-2. Mozna zatem wnioskowaé, ze
w proapoptotycznym dziataniu VPA, przynajmniej cze-
Sciowo, odgrywa role biatko p53, ktére posredniczy w ak-
tywacji wewnetrznego szlaku apoptozy (Kawagoe i wsp.,

Rycina 1. Uproszczone dwa gtéwne szlaki apoptozy
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(A) Szlak receptorowy (zewnetrzny), rozpoczynajacy sie w blo-
nie plazmatycznej. (B) Szlak mitochondrialny (wewnetrzny),
regulowany przez biatka rodziny Bcl-2 obecne podczas apoptozy
w zewnetrznej blonie mitochondrialnej.

Rycina 2. Hcy w przemianach patologicznych

Zrédio: Mattson i Shea 2003; Trends Neurosci; modyfikacja wlasna

2006; Ziauddin i wsp., 2006). Wyniki te moga sugerowac,
ze poszczegblne LPP najprawdopodobniej indukuja pro-
ces apoptozy w oparciu o inne mechanizmy. Wyniki te po-
twierdzajg wczes$niejsze doniesienia, w ktérych wskazuje
sie, ze stosowanie politerapii lekami o r6znym mechani-
zmie dziatania wzmaga odpowiedZ apoptotyczng w poréw-
naniu z monoterapig (Bittgau i wsp., 2002; Kim i wsp.,
2006). W badaniach wtasnych analizowano takze mozli-
wo$¢ udzialu Hey w indukcij procesu apoptozy, wiadomo
bowiem, ze LPP mogg zaburza¢ metabolizm Hcy i prowa-
dzi¢ do wzrostu jej stezenia w organizmie (Sinischalchi
i wsp.; 2005, Tatarewicz i wsp., 2008). Nasze badania wy-
kazaly zwiekszone stezenie Hcy w przypadku stosowania
LPP starej generacji: CBZ i VPA, natomiast nie wykazano
korelacji pomiedzy poziomem Hcy a LPP nowej genera-
cji. Wyniki te moga potwierdzaé¢ wczesniejsze badania,
w ktérych wykazano, ze poziom generowanej Hey zalezy od
rodzaju LPP (Dorszewska i wsp., 2009), oraz Ze za wzrost
stezenia Hcy u pacjentéw z padaczka odpowiadajg raczej
stare LPP (Tatarewicz i wsp., 2008). Jednocze$nie w ba-
daniach wlasnych wykazano zwiekszony poziom komorek
apoptotycznych w limfocytach krwi u chorych z padaczka
z tagodng HHcy (Hcy>16uM/1) stosujacych LPP. U tych
chorych zaobserwowano réwniez spadek ekspresji biatka
p53. Ponadto u oséb ze stezeniem Hcy>16uM/1 podwyz-
szeniu ulegal stosunek Bax/Bcl-2, jak sie wydaje promujac
komorki do wejécia na droge apoptozy. Korelacje pomiedzy
podwyzszonym stezeniem Hcy, a generowaniem apopto-
zy potwierdzaja doniesienia piSmiennictwa (Kronenberg
i wsp., 2009; Langmeier i wsp., 2003).

W przeprowadzonych przez nas badaniach wykazano,
ze na indukcje procesu apoptozy wydaje sie mie¢ wplyw
zaréwno rodzaj stosowanego LPP jak i czas trwania terapii
by¢ moze poprzez czynnik stresowy, jakim jest podwyzszone
stezenie Hcy w osoczu chorych z padaczka leczonych LPP
Jednak niejasny pozostaje nadal u tych chorych mechanizm
indukowania apoptozy przez LPP W celu jego wyjasnienia
apoptozy nalezy przesledzi¢ inne mozliwe drogi jej indukcji.
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