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Molecular mechanisms of valproic acid action and
its potential neuroprotective effect

Molekularne mechanizmy dziatania kwasu walproinowego i ich wptyw

na potencjalne dziatania neuroprotekcyjne

Elzbieta Bronisz, Jan Bembenek, Iwona Kurkowska-Jastrzebska

ABSTRACT

Valproic acid is a well-known druglong used in neurology
as an antiepileptic drug and in psychiatry because of its
mood-stabilising effect. Various mechanisms of valproic
acid activity have been described (through gamma-
-aminobutyric acid system - GABA, glutamatergic activity,
monoamines, ion channels, gene expression modulation
and others), resulting in a decrease of neuronal activi-
ty but also affecting other processes, such as apoptosis,
inflammation and differentiation of neurons. A wide
range of possible activity mechanisms enables the po-
tential use of this “old drug” in new indications. One
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of the considered aspects of valproic acid activity is its

neuroprotective effect, which has been noted so far both

in the cellular and in the animal models. The aim of this

article is to recapitulate current knowledge on the well-
known and novel mechanisms of valproic acid activity in

the context of its possible neuroprotective effect.

STRESZCZENIE

Kwas walproinowy jest lekiem znanym i od dawna sto-
sowanym w neurologii, przede wszystkim jako lek prze-
ciwpadaczkowy, a takze w psychiatrii - w zwigzku z dzia-
taniem stabilizujacym nastréj. Obecnie prowadzone sg
badania majace na celu poznanie innych potencjalnych
zastosowan kwasu walproinowego oraz mechanizméw
lezacych u ich podtoza. Dotychczas opisano réznorod-
ne mechanizmy dziatania kwasu walproinowego (m.in.
dziatanie poprzez uktad kwasu gamma-aminomastowe-
go, aktywno$¢ glutaminergiczng, wplyw na monoaminy,
kanaly jonowe, modulacje ekspresji genéw), w konse-
kwencji majace wptyw nie tylko na aktywno$¢ komérek
nerwowych, ale réwniez na inne procesy, np. apoptoze,
zapalenie oraz réznicowanie komérek nerwowych. Sze-
rokie spektrum mozliwych mechanizméw dziatania daje
podstawe do potencjalnego zastosowania ,starego” leku
w nowych wskazaniach. Jednym z rozwazanych aspek-
téw dziatania kwasu walproinowego jest jego wplyw
neuroprotekcyjny, dotychczas stwierdzany zaréwno
w modelach komérkowych, jak i zwierzecych. Celem
artykutu jest podsumowanie aktualnego stanu wiedzy
na temat dobrze znanych oraz nowych mechanizméw
dziatania kwasu walproinowego w kontekscie jego moz-
liwego dziatania neuroprotekcyjnego.
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Introduction

Valproic acid is one of the most frequently used an-
tiepileptic drugs. It was first used in the 1960s and it
was synthesised at the end of the 19th century as an
analogue of valeric acid. At present, valproic acid is
applied as an antiepileptic in the treatment of all types
of epileptic seizures as well as in some emergency cas-
es in order to interrupt an epileptic state (Betjemann
and Lowenstein 2015). The results of various studies
suggest that valproic acid probably presents the widest
spectrum of antiepileptic activity among the currently
used medicines and is one of the most frequently pre-
scribed antiepileptics (Ghodhe-Puranik et al. 2013; Ge
et al. 2015). According to the Summary of Medicinal
Product Characteristics, apart from epilepsy, valpro-
ic acid is also applied as a mood stabiliser in patients
with the affective bipolar disease and in the treatment
of mania episodes in patients who cannot be treated
with lithium. Furthermore, valproic acid is effective in
decreasing the frequency of aggressive behaviours and
excitement in dementia patients (Sandborn et al. 1995),
in the treatment of neuropathic pain (as the 3rd-line
therapy - Worliczek et al. 2011), in chronic and acute mi-
graine and in the prevention of migraine pains (Evans
2013; Rahimdel et al. 2014; Linde et al. 2013).

The main mechanism of the antiepileptic activity of
valproic acid is believed to be its effect on the neurotrans-
mitters systems; however, new possibilities have been
postulated. The mechanisms which have been recognised
so far include the following:

+ an increase of activity of the gamma-aminobutyric
acid system (GABA);

+ adecrease of the glutamatergic activity through the
regulation of NMDA receptors;

+ the effect on the monoamines;

 blocking the voltage-dependent sodium channels;

» adecrease of activity of the T-type calcium channels
and voltage-gated potassium channels.

Recently, it has been stressed that valproic acid may
have a protective effect towards neurons. Its potential
neuroprotective action may directly result from its an-
tiepileptic activity; however, it seems that it mainly re-
sults from the following mechanisms: gene expression
modulation - the activity through inhibition of histone
deacetylases, modification of inflammatory processes
and also the effect on cell signalling pathways, e.g. the
kynurenine pathway (Johanessen and Johanessen 2003;
Loscher 1999; Ximenes et al. 2012; Maciejak et al. 2013).

| The effect on neurotransmitters systems

Valproic acid is successfully applied as a mood sta-
biliser by regulating the GABA-ergic system. The
effect of valproic acid on the GABA-ergic system is

multidimensional, and it eventually results in the in-
crease of the amount of this neurotransmitter. Vari-
ous studies show that valproic acid quickly and sig-
nificantly increases the GABA concentration in the
brain (e.g. Léscher 1999). Valproic acid increases the
activity of glutamic acid decarboxylase (GAD), which
is necessary for the synthesis of y-aminobutyric acid.
Also, its possible effect on gene expression for GAD is
highlighted by hyper-acetylation of histones (the epi-
genetic activity of valproic acid will be discussed be-
low). Furthermore, it inhibits the activity of enzymes
responsible for degradation of the y-aminobutyric acid:
GABA transaminase (GABA-T), succinic semialdehyde
dehydrogenase (SSADH) and inhibits and inactivates
a-ketoglutarate dehydrogenase (a-KGDH). Apart from
its effect on the synthesis and degradation of GABA,
valproic acid decreases the turnover and reuptake of
the y-aminobutyric acid. The increase of GABA level
by valproic acid leads to the increase of the GABA-de-
pendent postsynaptic inhibition in neurons of mam-
mals (Monti et al. 2009). Valproic acid also increases
the GABA concentration in blood serum in humans
(Loscher 1999). Furthermore, the effect of valproic acid
on the increase of GABA binding to receptors has been
described: GABA-A, where it probably acts on site of
the binding for benzodiazepines (its effect is blocked
in the presence of zolpidem), and GABA-B, where it
increases the baclofen binding within hippocampus
(Cunningham et al. 2003; Monti et al. 2009). Addition-
ally, valproic acid inhibits the GABA-GAT1 transporter
- the isoform, which is most frequent in nerve endings
(Eckstein-Ludwig et al. 1999). Also, there are reports
on a concentration-dependent effect of valproic acid
on GABA release. Biggs et al. observed the inhibition
of the release of this neurotransmitter in the presence
of low concentration of valproic acid and the increase
of release at higher concentration of the drug (Biggs
etal. 1992).

Valproic acid inhibits depolarisation resulting from
the activation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) and
decreases the glutaminergic transmission (Johanessen
and Johanessen 2003). This is one of the mechanisms
reducing the excitability of neurones and increasing
the epileptic threshold. The reduction of glutaminer-
gic transmission may have a protective effect on neu-
rones both in chronic neurodegeneration processes
and in acute brain injuries (Calabresi et al. 2000;
Barone and Feuerstein 1999). In the physiological condi-
tions, glutamate is secreted to the synaptic spaces and
is mainly removed by astrocytes. The glutamate-

-dependent excitotoxicity originates in the situation of
its excessive amounts in the extracellular space, e.g.
in the regions covered by ischaemia or injury, where
there comes to an uncontrolled release of glutamate
from the damaged cells (Leker and Shohami 2002) and
the excessive activation of AMPA receptors (activated



Molecular mechanisms of valproic acid action and its potential neuroprotective effect 143

by the a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepro-
pionic acid) as well as NMDA. The ion channel bound
with the NMDA receptor transmits Na* and Ca*" ions.
The AMPA receptors control the initial depolarisation
of cytomembrane caused by glutamate and have an
effect on the opening of the NMDA receptors. Exces-
sive or prolonged activation of glutamate-dependent
receptors causes an increased mobilisation of intra-
cellular calcium, which in turn leads to an increase
of oxidative stress and the activation of lytic proteins
whose action leads to cell death. The main mechanisms
responsible for the damaging activity of glutamate is
believed to be the intracellular accumulation of calcium
and the decrease of the mitochondria electrochemical
gradient (El Idrissi and Trenkner 1999; Calabresi et al.
2000). Inhibition of receptors for glutamate has a pro-
tective effect in various experimental models of brain
injury. Valproic acid - apart from the NMDA receptor
inhibition - also decreases glutamate release, which
can be dependent on blocking of voltage-dependent
sodium channels within the neurons of cerebral cor-
tex and other subcortical structures (Cunningham
et al. 2003). Valproic acid may also regulate the glu-
tamate level through the increase of the reuptake of
this neurotransmitter. In the neurones of the cerebral
cortex of a rat, a long-term use of valproic acid inhibits
the glutamate-dependent excitotoxicity and increases
the life span of these cells (Hashimito et al. 2002; Ren et
al. 2004). Blocking the receptors for glutamate reduces

the death of neurones caused by ischaemia within the
striatum (Le Peillet et al. 1992). Also, in the toxicity
model induced by malonate - caused by the excessive
accumulation of glutamate in the extracellular space
- the neuroprotective activity of valproic acid was ob-
served (Morland et al. 2004). In the post mortem studies
in patients with mood disorders, cerebral atrophy and
loss of the glutaminergic neurones were significantly
lower in patients treated with valproic acid (or lithium)
than in untreated patients (Hashimoto et al. 2002).

A chronic administration of valproic acid also in-
fluences the changes of the monoamines level. In their
study, Meshki-Baf et al. (1994) observed an increase
of noradrenaline level within hippocampus and brain
stem with its drop within hypothalamus, an increase of
dopamine level in the motor cortex, hypothalamus and
hippocampus as well as an increase of serotonin level
within striatum and brain stem with a drop of its level
in cerebellum and hypothalamus.

Inhibition of sodium channels by valproic acid
has an effect on a decrease of the number of neuronal
discharges, which in turn may have an effect on the de-
crease of glutamate release and increase of the survival
rate of neurones (Pullan 1995). The effect of valproic acid
on the calcium channels (Todorovic and Lingle 1995)
and the potassium channels (Van Erp et al. 1990) has
also been observed. Valproic acid also has an effect on
the decrease of spontaneous neuronal discharges (Gobbi
and Janiri 2006).

glutamate

presynaptic

glutamate

Figure 1

The effect of valproic acid on neurotransmission (valproic acid activity was
marked with a dashed Iine;-| represents inhibition; — represents excitation)
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Regulation of gene expression

One of a relatively recently discovered mechanisms of val-
proic acid activity is its action through epigenetic mecha-
nisms and regulation of gene expression. The epigenetic
mechanisms, which are activated by the environmental
changes, such as DNA methylation, gene silencing linked
with RNA or modification of histone conformation have
an effect on the hereditary change in gene expression
without inducing changes in DNA sequence (Egger et al.
2004). The remodeling of chromatin is caused by his-
tone deacetylases (HDAC). These enzymes are engaged
in modification of various cell components - mainly his-
tones, but also transcription factors and reconstructive
proteins for DNA, chaperones or proteins which take
part in cell signals transmission (Chen et al. 2014). Be-
cause of hyper-acetylation of histone N-terminal tails,
the interactions among histones and between histones
and DNA are disturbed. In the state of hypo-acetylation,
nucleosomes are tightly packed, therefore transcription
cannot take place. The process of histone acetylation leads
to the exposition of nucleosomes and makes transcription
commencement possible (Lagace et al. 2004). The acetyl-
ation level depends on the balance between the activity of
HDAC and histone acetylotransferase (Phiel et al. 2001).
AsPhiel et al. showed in 2001, valproic acid inhibits HDAC,
hence it has an effect on the activation of transcription
processes and modification of basic activities of a cell
- it stimulates growth, differentiation, DNA epigenetic
modification, inhibits apoptosis, influences interactions
among cells as well as their migration (Monti et al. 2009).

HDAC are divided into three classes: class 1 consists
of HDAC 1, 2, 3, and 8; class 2 includes HDAC 4, 5, 6, 7, 9,
and 10, and class 3 includes HDACs, which are present in
yeasts (classes 1 and 2 are present in humans). Valproic
acid reduces the expression of proteins of class 1 and
2, HDAC (1, 2, 3, 8) and HDAC (4, 5, 7, 9) (Géttlicher et
al. 2001). Through the impact on HDAC, valproic acid is
engaged in the cell regulatory processes by glycogen syn-
thase kinase-3 o, (GSK-3 a), glycogen synthase kinase-3 f,
(GSK-3 B), the Akt signalling pathway, the extracellular
signal-regulated kinase (ERK), the tricarboxylic acid cy-
cle, the GABA system and the oxidative phosphorylation
pathway (OXPHOS).

The phosphatidylinositol 3-kinase, (PI3K)/Akt signal-
ling pathway was believed to be the main mechanism
which supports survival and proliferation of cells. It was
shown that valproic acid has an effect on GSK-3 B inac-
tivation (De Sarno et al. 2002) by causing a gradual in-
crease of its phosphorylation, both by acting on Akt and
directly. Akt is a serine-threonine protein kinase, which
mediates the cell survival processes and which was ob-
served in human malignant cells in the phosphorylated
form (Ximenes et al. 2012). It seems that phosphorylation
of Akt - also referred to as protein kinase B - is connected
with HDAC inhibition through the valproic acid.

The inactivation of GSK-3  leads to the cytoprotective
activity and at the same time activates the heat shock
factor, i.e. the transcription factor for the heat shock
protein 70 (HSP70). HSP70 is a chaperone protein, which
helps other proteins to achieve a proper structure and
degrade proteins of an irregular spatial arrangement.
Furthermore, HSP70 shows a neuroprotective and an-
ti-inflammatory activity. The mRNA level of HSP70 and
its activity are increased by the HDAC inhibitors class I,
such as valproic acid, through the PI3K/Akt signalling
pathway as well as the activator proteins 1 (AP-1) (Ma-
rinova et al. 2009). AP-1is one of the key transcription
factorslinked with the brain development, its plasticity
and degradation (Ximenes et al. 2012). HSP70 has an
inhibitory effect on the microglia activation, the nuclear
factor kappa B (NF-kB), interleukin 6, myeloperoxidase
(MPO) as well as inducible nitric oxide synthase (iNOS),
exerting an inti-inflammatory effect. HSP70 over-
expression may also be connected with the inhibition
of cytochrome 3-dependent activation of kaspase-3 and
may have an effect on a gradual reduction of an inflam-
matory response (Sinn et al. 2007). It seems that the
induction of HSP70 as well as other histone deacetylases
inhibitors by valproic acid is connected with inhibition
of GSK-3.

Ithas been confirmed that indirect inhibition of GSK-3
causes induction of axon reconstruction and has an ef-
fect on the accumulation of proteins, which regulate the
release of neurotransmitters (the so-called synapsins) in
synapses (Hall et al. 2002). GSK-3 B plays an important
function in the central nervous system by regulating
various cytoskeleton proteins. By inhibition of GSK-3,
valproic acid can block the synthesis of the proapoptot-
ic factors, which promotes cell survival (Ximenes et al.
2012). Furthermore, a slight increase in the number and
length of nervous processes has been observed, which is
probably related to GSK-3 inhibition (Jeong et al. 2003).

HDAC inhibition also increases the acetylation of Spl,
the cytoprotective transcription factor. Spl belongs to the
family of transcription factors that regulate apoptosis,
and its level is increased as a response to the oxidative
stress - either glutathione deficiency or presence of per-
oxides in the neurones. Hyperacetylation of Spl causes
induction of enzymes, which have an anti-oxidative ef-
fect, and in consequence protection of cerebral cortex
cells (Ryu et al. 2003). Furthermore, the HDAC-inhibiting
medicines increase the Spl-dependent gene expression,
including HSP70 expression (Ren et al. 2004; Marinova
et al. 2009). The results of the studies carried out so far
suggest that adaptive changes in gene expression play
an important role in the mood-stabilising activity of
valproic acid in the affective bipolar disease (Brown et
al. 2000). The observed activity of the drug in the course
of the affective bipolar disease not directly upon its ad-
ministration also suggests the presence of responsible
changes at the genome level (Chen et al. 1999).
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Other protein kinases connected with neurone sur-
vival are the mitogen-activated protein kinases (MAPK).
Their abnormal functioning was found in patients suf-
fering from tumours, diabetes and also in the course of
inflammatory diseases. The most significant, and at the
same time best-known representatives of MAPK kinases,
are the ERK kinases. Valproic acid activates the ERK ki-
nases by participating in the regulation of transcription
factors and gene expression, among others through the
RAS-RAF-ERK cascade, which regulates various physio-
logical processes, e.g. having an effect on cell differentia-
tion (Ximenes et al. 2012). It seems that valproic acid has
an effect not only on the ERK signalling pathway, but also
on the Ca* level (Lagace et al. 2004). Through the acti-
vation of the ERK signalling pathway also the ribosomal
S6 kinase (RS6K) is activated, which in turn phospho-
rylates the cAMP response element-binding protein. The
phosphorylated CREB protein increases the expression
of the neuroprotective B-cell lymphoma protein-2 (Bcl-2)
(Sinn et al. 2007) influencing the survival, growth and
protection of neurones (Fukumoto et al. 2001).

The constant expression of the protein Bcl-2 increas-
es the survival rate of cells upon exposure to various
harmful factors. Furthermore, it has been shown that
Bcl-2 promotes the regeneration of neurones. A chronic
treatment with valproic acid doubles the amount of the
protein Bcl-2 in the frontal lobes cortex in the studied
rats (Chen et al. 1999). Another protein, whose expres-
sion is connected with the ERK signalling pathway, is
the growth associated protein 43 (GAP 43). The effect of
valproic acid was described on the expression of stress
proteins of the endoplasmic reticulum: glucose-regu-
lated protein 78 (GRP 78), glucose-regulated protein 94
(GRP 94) and calreticulin. These proteins play the role
of chaperone proteins, capable of binding Ca** ions and
preventing from the decrease of calcium level in the cell
as well as abnormal protein aggregation which lead to the
death of the cell (Brown et al. 2000). GRP 78 also inhibits
accumulation of free oxygen radicals (Liu et al. 1997).

Another study showed the effect of valproic acid on
the expression of the brain-derived neurotrophic factor
(BDNF). BDNF plays an important role in the processes
of survival, viability and plasticity of neurones. Stress,
both acute and chronic, causes a decrease in the BDNF
expression within hippocampus. A chronic administra-
tion of the medicine in rats led to the increase of BDNF
expression within the frontal cortex and hippocampus,
while the level of the glial cell-derived neurotrophic fac-
tor (GDNF) remained the same (Fukumoto et al. 2001). It
seems that the expression of these proteins is affected
by the HDAC inhibition (Wu et al. 2008).

The study of Ren et al. (2004) carried out on rats
showed that valproic acid had a protective effect against
the NMDA receptors-dependent excitotoxicity in mature
granule cells of cerebellum in these animals through the
increase of the expression of the heat shock proteins.

Another study revealed that inhibition of HDAC is con-
nected with a reduced accumulation of the proapoptotic
glyceraldehyde-3-phosphae dehydrogenase (GAPDH) in-
duced by excitotoxicity in the nucleus (Kanai et al. 2004).
Another signalling pathway, through which valproic acid
works, is the Wnt/fB-catenin pathway,participating in
the regulation of embryogenesis and maintaining ho-
meostasis of adult organisms (Wang et al. 2010). It also
inhibits GSK-3 B, which has an effect on the modification
of transmission on the Wnt/B-catenin signalling pathway.
The effect of valproic acid on this signalling pathway is
connected with the induction of neuronal stem cells dif-
ferentiation (Wang et al. 2015).

Furthermore, HDAC inhibition affects the induction
of a-synuclein, a protein which participates in the for-
mation and plasticity of synapse. The neuroprotective
mechanism of its activity is based on the activation of
the PI3K/Akt signalling pathway, suppression of pro-
tein p53 and c-Jun-N-terminal kinase (JNK). In granule
cells of arat cerebellum, valproic acid increases - in the
course of exposure time - the protein level and mRNA
for a-synuclein; therefore, it has a neuroprotective effect
against the glutamate-dependent excitotoxicity (Leng
and Chuang 2006). On the other hand, the deposits of
a-synuclein oligomers have a neurotoxic effect and are
important in pathogenesis of Parkinson’s disease.

Valproic acid also controls the enzymatic pathway
of oxidative phosphorylation OXPHOS. It is a system of
five enzyme complexes which plays an important role in
the energy generating processes, and it is also connect-
ed with various other processes. The OXPHOS pathway
regulates a number of catalytic reactions and interacts
with various receptors and ion channels, and - as a re-
sult - affects the regulation of gene expression (Kostrou-
chova et al. 2007). Valproic acid inhibits the activity of
dihydrolipoyl dehydrogenase (DLDH) and inhibits the
oxidative phosphorylation dependent on the glutamate
as well as the a-ketoglutaric acid (Luis et al. 2007).

Moreover, valproic acid increases tryptophan con-
centration (TRP) and by this kynurenine (KYN) and ky-
nurenic acid (KYNA) within the brain. It is probably con-
nected with valproic acid blocking the site of TRP binding
with plasma albumin, which increases the amount of
free TRP in blood plasma and facilitates its permeability
through the blood-brain barrier (Maciejak et al. 2013).
It has been shown that KYNA reveals an antiepileptic
and neuroprotective activity in the excitotoxicity models,
ischaemia and encephalitis (Vamos et al. 2009).

| The anti-inflammatory activity of valproic acid

An inflammatory condition is a causative and co-existing
factor in various pathological states and central ner-
vous system disorders. The immunological system cells,
glia, vessel endothelial cells and neurones participate
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in an inflammatory response. All of them secrete pro-
and anti-inflammatory cytokines, chemokines, trophic
and neurotoxic agents, such as free oxygen radicals. The
regulation of an inflammatory response in the central
nervous system is responsible for the size of damage in
the course of acute processes (ischaemia, injury) and for
the neurodegeneration progress in chronic processes.
It has been shown in numerous studies that inhibition
of the inflammatory response facilitates the reduction
of damage in the course of various pathologies of the
central nervous system.

Valproic acid modifies the inflammatory response
through affecting the HDAC inhibition and causing hyper-
acetylation of histone and non-histone proteins. By this, it
affects, e.g. the regulation of heat shock proteins, pro- and
anti-inflammatory cytokines, enzymes released in the
course of inflammatory processes and also modulation
of hormone receptors, activation of various intracellular
signalling pathways as well as transcription factors. In the
cells connected with the inflammatory response, HDAC
inhibition invokes a series of actions, both anti-inflam-
matory and exciting inflammation (Halili et al. 2009).

Valproic acid, as the HDAC inhibitor, reduces the re-
lease of myeloperoxidase and granulocyte migration, and
also reduces the level of pro-inflammatory cytokines
(Adcock 2006; Ximenes et al. 2012). Furthermore, as a re-
sult of inhibition, HDAC reduces the number of microglia
cells inducing their death in the mechanism of apoptosis
(Peng et al. 2005). The same study also reveals that in the
situation of an exposure to LPS, valproic acid reduces
production of the tumour necrosis factor o (TNF-a) in
the dopaminergic cells. TNF-a is a cytokine, which par-
ticipates in a number of processes connected with brain
injury, e.g. it directly damages oligodendrocytes and fa-
cilitates demyelination in inflammatory processes and in-
creases iNOS expression (Lee et al. 2014; Jain 2011). It has
been shown that valproic acid reduces mRNA expression
and the level of iNOS protein (Lee et al. 2014). Some au-
thors suggest that valproic acid acts through a reduction
of NF-kB expression, by which it inhibits the production
of TNF-a and IL-6 (Ichiyama et al. 2000). It can also di-
rectly affect the glia cells. The latter, while excited by LPS
administration, under the influence of valproic acid lose
the electrical potential of the mitochondrial membrane,
undergo fragmentation and apoptosis (Chen et al. 2007).
Faraco et al. stated that HDAC inhibition in glia cells in
mice causes suppression of inflammatory response for-
mation through modification of the transcription process
(Faraco et al. 2009). On the other hand, valproic acid
affects the change of microglia phenotype by reducing its
differentiation and proliferation, by which it leads to the
reduction of phagocytic action and, as a result, to the
domination of inflammatory processes in the central
nervous system (Gibbons et al. 2011).

The inflammasome also participates in the inflam-
matory processes within the nervous system. It is an

intracellular molecular platform which consists of var-
ious proteins and which controls secretion and activa-
tion of pro-inflammatory cytokines, e.g. I1-1B and IL-18
responsible for activation of caspase 1 and pyroptosis
process, i.e. the programmed cell death in response to an
inflammation (Stowig et al. 2012). The inflammasome
originates as a response to an acute injury within the
central nervous system. HDAC inhibitors, such as val-
proic acid, may inhibit the creation and activation of
inflammasomes (Chen et al. 2014).

Through the HDAC inhibition and reduction of matrix
metallopeptidase 9 level (MMP-9) and suppression of
tight-junction proteins degradation, valproic acid also
reduced the damage of the blood-brain barrier and the
oedema zone in the model of rat brain ischaemia (Wang
et al. 2011).

Apart from the anti-inflammatory activity, valproic
acid also shows an analgesic activity, mainly through
the reduction of TNF-a expression, but also through the
effect on the increase of GABA-ergic neurotransmission
and NMDA receptors. In the animal model, it causes the
reduction of the oedema zone, supresses the leucocyte
migration and release of myeloperoxidase, by which it
reduces the pain sensation of an inflammatory origin.
Moreover, to a lower degree, it reduces the neurogenic
pain (Ximenes et al. 2013).

Valproic acid also has a proangiogenic activity, prob-
ably through the excitation of the release of the vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) or MMP-9 (Wang
et al. 2011; Wang et al. 2012). VEGF and MMP-9 are key
factors of a proangiogenic action upon emergence of
ischaemia. VEGF increases proliferation of endothe-
lium cells and mediates the effects of other proangio-
genic factors. On the other hand, MMP-9 removes the
extracellular matrix, facilitating development of new
endothelial cells. Therefore, both VEGF and MMP-9 play
a double function as a response to ischaemia. In the
acute phase, they increase permeability of the blood-
brain barrier, while in the later period they promote
angio- and neurogenesis (Zhang et al. 2000). Valproic
acid, when used chronically, increases the levels of both
VEGF and MMP-9 in the ischaemia model caused by the
occlusion of the middle cerebral artery in rats through
the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) and also affects
the reduction of the ischaemia zone and functional
deficit (Wang et al. 2012).

Another significant issue is the antioxidative activity
of valproic acid through modulation of antioxidative
enzymes, such as superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) or phospholipid hydroperoxide glutathione perox-
idase (px-GSH) (Zhang et al. 2012) Free oxygen radicals
may increase the activity of stimulating amino acids and
affect gene expression, which leads to lipid peroxidation
and DNA oxidation, and as a result to apoptosis (Suda
et al. 2013). Valproic acid prevents lipid peroxidation,
which is induced by glutamates and protein oxidation,
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e.g. through the increase of expression of glutathione
S-transferase M1 (GSTM1) and increase of activity of
this enzyme. GSTM1 is responsible for catalysing the
synthesis of antioxidative glutathione with oxygenated
compounds and generating non-toxic products. As a re-
sult, valproic acid inhibits cell atrophy and DNA frag-
mentation (Shao et al. 2005; Wang et al. 2004). In case of
an acute ischaemia, during which the levels of enzymes
which decompose free radicals decrease, valproic acid
can also act through superoxide dysmutases (Jornada et al.
2011). It has been observed that valproic acid prevents the
damage of a rat cerebral cortex cells by oxidative stress
(Shao et al. 2005). In the model of temporary ischaemia
in rats, valproic acid had an effect on a decrease of lipid
peroxidation as well as free radicals production, which
was connected with the decrease of neurone apoptosis
(Suda et al. 2013).

I The neuroprotective activity of valproic acid

Recent studies have concentrated on the application of
valproic acid as a neuroprotective medicine in a range of
injuries of the nervous system. The phrase “neuroprotec-
tion” is defined as a set of actions undertaken to protect
neurones against undesirable incidences, which take place
at the cellular level in the event of a shortage of oxygen
or glucose - or both of these essential agents (Sreedhar et
al. 2003). Neuroprotection is also described as a strategy,
whose aim is to counteract, interrupt or slow down the
sequence of damaging incidences at the cellular or bio-
chemical level, which - without implementation of any
procedures - lead to an irreversible injury (Ginsberg 2008).

The neuroprotective activity of valproic acid was con-
firmed in the course of the action of various damaging
factors - cerebral ischaemia (Ren et al. 2004; Kim et al.
2007), excitotoxicity (Hashimoto et al. 2002; Kanai et al.

2004), cellular stress (Kim et al. 2007), administration
of amphetamine or neurotoxicity induced by amyloid
accumulation (Alvarez et al.1999; Ximenes et al. 2012).
In the cell models, valproic acid revealed the antiapop-
totic activity in the neurones of a rat cortex through the
histone hyperacetylation mechanisms. To alesser degree,
it also showed a protective action towards the natural
age-related cell death (Jeong et al. 2003). Furthermore,
cell cultures revealed a reduction of neuron damage in
the course of oxygen and glucose deprivation within hip-
pocampus in the case of administering larger doses of
valproic acid (Rekling 2003). Valproic acid also protected
mature cells of cerebellum against glutamate-dependent
excitotoxicity in the HDAC inhibition mechanism (Kanai
etal. 2004). Furthermore, the protective effect of valproic
acid against the stress within endoplasmic reticulum and
neurone death caused by inflammation in the mechanism
of LPS-induced microglia activation have been described
(Kim et al. 2007). In a different study, the application of
valproic acid reduced the dopamine-dependent, LPS-in-
duced neurotoxicity, partially through the initiation of the
microglia cell apoptosis (Chen et al. 2007). Furthermore,
the neuroprotective activity of valproic acid was con-
firmed upon the action of oxidative stress through inhi-
bition of lipid peroxidation and protein oxidation (Wang et
al. 2003). Valproic acid also protected the granular cells of
rat cerebellum against the hypokaliaemia-induced, PI3K/
Akt-dependent apoptosis (Mora et al. 2002).

Cerebral stroke

In the animal models of cerebral stroke, valproic acid
reduced the injury induced by temporary cerebral ischae-
mia through HDAC inhibition and activation of heat shock
proteins (Ren et al. 2004). Ren et al. assessed the effect of
valproic acid administered upon a temporary occlusion
of the middle cerebral artery in rats on the volume of

Cell death

Cell survival

- Free oxygen radicals

- Pro-inflammatory factors
- Pro-apoptotic factors

- Excitotoxicity

- Anti-oxidative mechanisms
- Anti-inflammatory factors
- Anti-apoptotic factors

- Heat shock proteins

- Growth factors

- Neurone regeneration

Figure 2 The effect of valproic acid on the balance of mechanisms promoting death and
survival of neurones (-| represents inhibition; — represents excitation)
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brain covered with ischaemia and the severity of neuro-
logical deficit. In animals, which underwent valproic acid

treatment, both the presence of smaller ischaemic foci

and lesser neurological deficit were observed. Medicine

administration inhibited the kaspase-3 activation (in the

form of 17 kDa and 19 kDa), which participates in damag-
ing neurones after the occurrence of focal ischaemia. Val-
proicacid also increased the amount of acetylated histone

H3 within cerebral cortex and striatum. Furthermore, an

increase of HSP70 level was observed, which is connected

with the resistance of neurones to damage. HSP70 has an

antiapoptotic effect throughout various mechanisms, e.g.
it inhibits the kaspase-3 activation, reduces the activity
of the apoptosis-inducing factor, blocks the activity of
JNK kinase, which is related to the cell death due to exci-
totoxicity, and also inhibits the activation of NF-«kB and

pro-inflammatory gene expression. Additionally, HSP

was described as a chaperone protein which binds with

abnormally composed proteins and prevents their fur-
ther aggregation and, in turn, cell death. It seems that

HSP70 overexpression induced by valproic acid may play

a key role in the neuroprotective activities, which were

observed by these authors (Ren et al. 2004).

The subject of various mechanisms of the HDAC
inhibitors actions in the model of middle cerebral ar-
tery occlusion in rats was also discussed by Kim et al.
(2007). In their study with the middle cerebral artery
occlusion, the effect of valproic acid on the reduction
of the size of ischaemic focus and neurological deficit
was confirmed. Furthermore, a decrease of activation
and the number of microglia cells, monocyte cells/mac-
rophages and also other inflammation markers were
observed within the ischaemic brain tissue. Microglia
activation and leucocyte inflow within the ischaemic
nerve tissue lead to the release of pro-inflammatory
cytokines (IL-1, IL-2, TNF-a), nitrous oxide and free
oxygen radicals. Their actions induce neurodegrada-
tion in the excitotoxicity mechanism. The authors also
observed the HSP70 overexpression, the inhibition of
middle cerebral artery occlusion-induced “down-regu-
lation” of the phosphorylated form of Akt as well as the
inhibition of “up-regulation” of protein p53, and also
iNOS and cyclooxygenase 2 (COX-2). The HSP70 over-
expression increases the expression of Bcl-2 and also
reduces the activation of microglia and monocytes in
the experimental model of a cerebral stroke. On the
other hand, COX-2 catalyses the prostanoid synthesis
and formation of free radicals which are responsible
for the inflammatory process within the brain as well
as excitotoxicity dependent on the ischaemia of cerebral
cells (Kim et al. 2007). Furthermore, in the model of
focal ischaemia, the suppression of DNA fragmentation
in neurones, inhibition of neutrophil accumulation and
microglia activation were described (Suda et al. 2014).

Another study revealed that administration of val-
proic acid upon the episode of a transient global cerebral

ischaemia in rats prevents neurones from death within

the CAlregion of hippocampus and improves the spatial

orientation of these animals. Valproic acid reduced the

microglia cell activation, production of pro-inflammato-
ry cytokines IL-1B and TNF-a and also affected the HDAC

inhibition and the increase of HSP70 levels, which was

connected with its clinical results (Xuan et al. 2012).

In the model of temporary cerebral ischaemia, valproic
acid may also affect the microRNA expression and by this
additionally regulate protein expression; however, the
mechanisms of such an action have not been specified yet
(Hunsberger et al. 2012). In the case of a permanent middle
cerebral artery occlusion in rats, administration of valpro-
ic acid upon the ischaemic episode increased neurogen-
esis and regulation of white matter and also affected the
improvement of the neurological state. The study showed
anincrease of the glutamate transporter 1 (GLT-1), which
was connected with the HDAC inhibition. The valproic
acid-induced GLT-1 overexpression may be responsible for
a drop in the oligodendroglia cell death rate through the
removal of extracellular glutamate. It seems that HDAC
inhibition is also linked with an increase of neuroblasts
number within the ischaemic zone as well as induction
of the oligodendroglia progenitor cell differentiation into
mature oligodendrocytes, which may lead to increased
axon regeneration in the ischaemic zone (Liu et al. 2012).

Valproic acid may have protective properties through
histone hyperacetylation and an increase of expression
of genes, which are involved in the neuronal plasticity
and survival processes. Costa et al. (2006) observed the
neuroprotective action of valproic acid in medium-size
spiny cells of striatum through the effect on the electric
field potential, however, in a dose which is higher than
the safe dose for humans.

In retinal cells, upon an episode of a temporary is-
chaemia, valproic acid reduced the apoptosis of retinal
ganglion cells and optic nerve axons (Zhang et al. 2012).
The neuroprotective activity was connected with histone
3 hyperacetylation in the HSP70 promotor. Valproic acid
increased HSP70 transcription and the HSP70 binding
to the apoptotic protease activation factor 1 (APAF-1),
inhibited apoptosome creation, translocation of cy-
tochrome c from mitochondrion to cytosol and caspase-3
activation, and, consequently, reduced the retina damage
in rats upon a temporary ischaemia (Zhang et al. 2012).

Valproic acid increased neurone survival rate upon
a haemorrhagic shock and protected neurones from hy-
poxia-induced apoptosis in the mechanism of B-catenin
hyperacetylation, and, as a result, an increase of Bcl-2
expression (Li et al. 2008).

Brain injury

In the mechanical brain injuries, valproic acid also re-
vealed neuroprotective properties (Dash et al. 2010). The
author also observed that rats, which received valproic



Molecular mechanisms of valproic acid action and its potential neuroprotective effect 149

acid, were characterised by better cognitive skills upon
the brain trauma as compared with the control group.
Administration of the medicine had an effect on the
increase of the amount of the microtubule-associated
protein 2 (MAP2), which is significant for the integrity of
hippocampus neuronal membranes as well as the reduc-
tion of the blood-brain barrier damage. These effects may
be linked with the inhibition of HDAC and GSK-3f (Dash
etal. 2010). Furthermore, the neuroprotective properties
of valproic acid were described in a traumatic cerebral
injury through the ERK and Akt signalling pathways
(Zhang et al. 2014). Administration of the medicine upon
the injury reduced the cerebral oedema, the contusion
zone and apoptosis intensification. The inducing effect of
valproic acid on a slow activation of the Akt cell survival
factor was also demonstrated (D Sarno et al. 2002).

Intracerebral haemorrhage

In the model of intracerebral haemorrhage, valproic acid

induced the acetylation of histone H3 as well as pERK,
pAkt, pCREB and HSP70. Furthermore, it affected the

regulation of peptides engaged in apoptosis processes

by causing an increase of proteins Bcl-2 and Bcl-XL as well

as decrease of the amount of Bax, Fas-L (which is a Fas

ligand, while Fas is a protein of the TNF family), and also

the pro-inflammatory factors: MMP-9, the macrophage

inflammatory protein 1 (MIP-1), the monocyte chemo-
attractant protein 1 (MCP-1), the tissue plasminogen acti-
vator (tPA) and interleukin 6. Application of valproic acid

in rats upon the episode of intracerebral haemorrhage

was connected with the reduction of haemorrhage extent,
brain atrophy as well as a faster improvement within

neurological deficits. Valproic acid revealed a pleiotropic

activity by affecting the inhibition of inflammatory re-
actions and apoptosis, including modification of cell sur-
vival signalling pathways (Sinn et al. 2007).

Spinal cord injury

In rats with a spinal cord injury, valproic acid reduced
the injury-induced histone deacetylation, increased ex-
pression of HSP70 and Bcl-2, inhibited caspase-3 acti-
vation and apoptosis and, as a result, reduced the func-
tional deficit (Lv et al. 2011). Another study revealed that
valproic acid increased the BDNF and GDNF levels and
decreased inflammatory reactions in the area of spinal
cord injury, which was connected with an improvement
within rats’ motor functions (Abdanipour et al. 2012). On
the other hand, different scientists report that valproic
acid also has an effect on the reduction of the blood-spi-
nal cord barrier damage caused by the spinal cord inju-
ry by “up-regulation” of neuroprotective proteins Akt,
HSP27, HSP70 and “down-regulation” of protein p53 and
also inhibition of secretion of inflammation mediators
TNF-a, IL-1B, IL-6, iNOS and COX-2, reduction of the

amount and activity of MMP-9 and, to a lesser degree,
MMP-2 and reduction of tight-junction proteins degra-
dation (Lee et al. 2012).

The neuroprotective efficacy of valproic acid in the
model of spinal muscular atrophy in mice was also
demonstrated. Administration of the drug resulted in
a better motor functioning, lower degeneration of spinal
motor neurones, lesser muscle atrophy and better func-
tioning of the nerve-muscle junction (Tsai et al. 2008).

Neurodegenerative processes

Also, various studies have revealed that chronic adminis-
tration of valproic acid improves the long-term memory.
These properties of the medicine are explained by its
effect on the epigenetic regulation mechanisms. Modi-
fications within histones cause dynamic changes in the
chromatin structure and help to regulate the learning-in-
duced gene expression. Changes in the chromatin struc-
ture induced by HDAC inhibitors and histone acetyltrans-
ferases may increase plasticity within synapsis. Upon an
occurrence of a traumatic cerebral injury, administration
of valproic acid led to the improvement of cognitive func-
tions (Dash et al. 2010). In the mice model of Alzheimer
disease, chronic treatment with valproic acid improved
memory and reduced behavioural deficits, and addition-
ally reduced the formation of amyloid concrements (Qing
etal. 2008).

On the other hand, Hsieh et al. demonstrated the val-
proic acid-induced stimulation of the differentiation
process of hippocampus progenitor nerve cells. Admin-
istration of valproic acid excited their differentiation
towards nerve cells, while it inhibited the process of
differentiation into the astro- and oligodendroglia cells
through the transcription factors (Hsieh et al. 2004).

Another interesting property of valproic acid is the
increase of migration and adhesion possibilities of mes-
enchymal stem cells. A potentially beneficial effect of
the cerebral stroke treatment with mesenchymal stem
cells may result from the effect on immunomodula-
tion, angiogenesis, neurogenesis, neurotrophism and
neuroprotection. Tsai et al. demonstrated a functional
improvement, a reduction of the ischaemic zone and
increase of angiogenesis in the occlusion model of the
rat middle cerebral artery. In this study, administration
of valproic acid increased migration of mesenchymal
stem cells through the HDAC inhibition, which resulted
in the increase of the chemokine (C-X-C motif) receptor 4
(CXCR4) expression. However, it should be stressed out
that only a small number of stem cells underwent dif-
ferentiation into the nerve and glia cells (Tsai et al. 2011).

It seems that valproic acid is a medicine of a high
therapeutic potential in various acute and chronic neu-
rological diseases, which are linked together by the pres-
ence of oxidative stress, inflammatory mechanisms and
activation of apoptotic processes (Nalivaeva et al. 2009).
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Other properties of valproic acid

Valproic acid has an effect on proliferation and differenti-
ation of various types of cells (e.g. endothelium cells, he-
matopoietic cells and nerve stem cells), including the ma-
lignant cells. So far, the suppressing effect of valproic acid
was demonstrated on the growth of some types of malig-
nant cells and their predisposition to metastasise and its
promoting effect on differentiation of these cells (Blaheta
and Cinatl 2002). The latter property was connected with
apoptosis induction, both in the caspase-dependent and
independent course and inhibition of angiogenesis within
malignant cells (Monti et al. 2009). Valproic acid revealed
the pro-apoptotic activity in malignant cells, which did
not respond to other therapies before (Tang et al. 2004).
It was also demonstrated that valproic acid intensifies the
effect of the applied anti-tumour treatment (retinoic acid,
interferon alpha, radiotherapy). A recent study has also
proved that valproic acid has a cytotoxic activity against
the ovary malignant cells (Kwiecifiska 2013).

Different mechanisms may be responsible for the
anti-tumour properties of valproic acid, such as the in-
crease of the ERK-AP-1-regulated gene expression, re-
duction of protein kinase C activity (PKC), inhibition

Table 1

of GSK-3 B, which regulates the Wnt signalling pathway,
excitation of the peroxisome proliferator-activated re-
ceptors y and 8 (PPAR y and 8) or HDAC inhibition.

Due to the pleiotropic effect, valproic acid regulates
the processes of angiogenesis, migration, differentiation
and growth of malignant cells. It has been observed so
far that valproic acid may prevent from proliferation
and induce cell differentiation, e.g. of embryonic neuro-
blastoma, acute myeloid leukaemia, erythroleukaemia,
breast, skin, prostate, urinary bladder, lung, large in-
testine and uterine cervix cancers (Blaheta and Cinatl
2002; Ximenes et al. 2012).

In the pre-clinical phase, the effect of valproic acid
was studied on various cells of embryonic neuroblastoma,
glioma, germinal neoplasms as well as the malignant cell
lines of prostate and breast. Growth inhibition, induction
of differentiation, decrease of cell adhesion, angiogenesis
and migration of malignant cells were observed. The
chronically administered valproic acid induced terminal
phases of differentiation of some malignant cells and
in the irreversible way reduced their mitotic potential.
Its effect on the decrease of proliferation was observed
in the cell lines of large intestine, breast and prostate
cancers (Blaheta and Cinatl 2002).

The effect of valproic acid on molecular and transmission mechanisms in neurones

A system or molecular system Elements of systems or

molecular systems
GABA-ergic GAD,
GABA-T,
SSADH,
a-KGDH
NMDA,
AMPA

glutamatergic

monoamine levels NA,
DA,
5-HT

ion channels Na+,
Ca2+,
K+

histone deacetylases HDAC1,2,3,4,5,7,8,9
GSK-3 B,

AP-1

PI3K/Akt signalling pathway

ERK signalling pathway RAS-RAF-ERK,
RS6K,
CREB,

GAP43

Wnt1,
Wnt2

Wnt/p-catenine pathway

kynurenine pathway TRP,
KYN,
KYNA

Effect of valproic acid Literature

(+) Biggs et al. 1992;

(-) Cunningham et al. 2003;

(-) Eckstein-Ludwig et al. 1999;
() Léscher 1999

Q] Cunningham et al. 2003;
) Hashimoto et al. 2002;
Ren et al. 2004

() Meshki-Baf et al. 1994

(+)

()

Q] L3scher 1999;

Q] Remy et al. 2003;

Q] Todorovic and Lingle 1998;

Van Erp et al. 1990
Gottlicher et al. 2001

De Sarno et al. 2002;
(+) Marinova et al. 2009;
Mora et al. 2002;
Sinn et al. 2007;
Zhang etal. 2014

(+) Chen et al. 1999;

(+) Fukumoto et al. 2001;

(+) Sinn et al. 2007;

(+) Zhang etal. 2014

(+) Li et al. 2008;

(+) Wang et al. 2010;
Wang et al. 2015

(+) Maciejak et al. 2013

(+)

(+)



Molecular mechanisms of valproic acid action and its potential neuroprotective effect

OXPHOS pathway

heat shock protein

micro RNA
anti-oxidative enzymes

RE stress proteins

inflammasome

microglia cells

mediators inflammations

anti-apoptotic proteins

pro-apoptotic proteins

neurotrophic factors

cytoskeleton proteins

blood-brain barrier

angiogenesis

neurogenesis

migration of stem cells

In the table, (+) represents excitation, (-) represents inhibition, while (=) represents no effect.

A system or molecular system Elements of systems or

molecular systems
DLDH

HSP70,
HSP27

SOD,
CAT,
px-GSH,
GSTM1

GRP 78,
GRP 94,
calreticulin
1I-1B,

IL-18,
caspase 1

NF-kB,
IL-1,
IL-6,
MPO,
iNOS,
TNF-a,
MIP-1,
MCP-1,
COX-2
Bcl-2,
Bcl-XL

p53,
Bax,
Fas-L

BDNF,
GDNF

MMP-9,
MAP2

HIF-1,
VEGF,
MMP-9,
MMP-2

GLT1

CXCR4

Effect of valproic acid
()

(+)
(+)

+

= o o o P
L EE &

+

4+

+

x

x

(+)

Literature

Kostrouchova et al. 2007;
Luis et al. 2007

Ren et al. 2004;

Kim et al. 2007,

Lee etal 2012;
Lvetal 2011;

Xuan etal. 2012;
Zhang et al. 2012
Hunsberger et al. 2012
Marinova et al. 2009;
Ryu et al. 2003;

Shao et al. 2005;

Suda etal. 2013;
Wang et al. 2004;
Zhang et al. 2012
Bown et al. 2000

Chen etal. 2014

Chen et al. 2007;
Gibbons etal. 2011;
Kim et al. 2007;
Suda etal. 2014
Xuan et al. 2012
Ichiyama et al. 2000;
Kim et al. 2007;

Lee etal. 2012;
Peng et al. 2005;
Sinn et al. 2007;
Xuan et al. 2012

Chen et al. 1999;

Kim et al. 2007;

Li et al. 2008;

Lvetal 2011;

Sinn et al. 2007

Kim et al. 2007;

Lee etal. 2012;

Leng and Chuang 2006;
Sinn et al. 2007
Abdanipour et al. 2012;
Fukumoto et al. 2001;
Wu et al. 2008

Hall et al. 2002;
Jeong et al. 2003

Lee etal. 2012;
Wang etal. 2011;
Dash et al. 2010

Wang et al. 2011;
Wang et al. 2012

Liu etal 2012

Tsai etal. 2011
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| Clinical studies

A potential application of HDAC inhibitors, such as
valproic acid, in the treatment of acute and chronic
neurological diseases covers the treatment of cerebral
stroke, diseases connected with prolongation of nucleo-
tide triplets of glutamate (dentatorubral-pallidoluysian
atrophy, Huntington’s disease, Kennedy’s syndrome,
spinocerebellar ataxias), amyothropic lateral sclerosis
or Alzheimer disease (Langley et al. 2005). Olesen et
al. (2011) showed a reduced risk of ischaemic cerebral
stroke and cardiac infarction in patients treated with
valproic acid. Dregan et al. (2014) did not confirm a re-
duced risk of ischaemic cerebral stroke; however, they
demonstrated a decreased risk of cardiac infarction in
patients treated with valproic acid, which seems to be
linked with its effect on HDAC inhibition. According
to recent reports, the occurrence of a change with-
in chromosome 7, probably in the place of a gene for
HDAC 9, is connected with an increase of the thickness
of intima-media complexes, the frequency of asympto-
matic atheromatous plaques, and also the risk of a cere-
bral stroke on the basis of large vessels atherosclerosis
(Markus et al. 2013; Traylor et al. 2012). HDAC 9 inhibi-
tion by valproic acid was therefore supposed to influ-
ence the reduction of occurrence of these factors and
areduction of the risk of their consequences - ischae-
mic cerebral stroke and cardiac infarction. However,
the study of Dregan et al. did not confirm a reduction in
the risk of ischaemic cerebral stroke in patients treated
with valproic acid, which may result from a different
cause of cerebral stroke in the studied patients than
large vessels atherosclerosis. Furthermore, in both
studies the control group included patients treated
with other antiepileptics (carbamazepine, oxcarba-
zepine, lamotrigine, clonazepam, clobazam, pheny-
toin, phenobarbital or carbamazepine, phenobarbital
and phenytoin), additionally other population groups
were studied and these factors may be the reason of
discrepancies.

There are on-going successful trials with valproic acid
used to reduce the methamphetamine addiction. Also,
the application of this drug has been considered in the
combined anti-viral therapy against the human immuno-
deficiency virus (HIV), Duchenne muscular dystrophy
and also in the bone marrow diseases (Chateauvieux et
al. 2010).

Another studied aspect was the possibility of modu-
lation of the process of mononuclear bone marrow cells

transplantation in the treatment of cerebral stroke

by valproic acid. In the model of a transient middle cere-
bral artery occlusion in rats, the combined therapy had

an effect on the increase of the anti-inflammatory activ-
ity and reduction of vessel damage, and it also increased

the survival of transplanted cells and prolonged the

possible period of the application of the therapy from

the moment of the incident (Suda et al. 2014).

| Conclusions

Valproic acid is a very effective antiepileptic and
mood-stabilising medicine and despite a wide spec-
trum of its side-effects the safety profile is assumed
to be positive. Its negative effect on cognitive functions
is stressed, especially in children and elderly patients,
as well as the teratogenic activity which is explained,
e.g. in the HDAC inhibition. On the other hand, a multi-
-year period of observations (since the 1960s) makes
all the side-effects well known, which in turn helps
to control them in a sufficient way. The discovery of
HDAC inhibition by valproic acid creates new perspec-
tives, both for its application in oncology and probably
in diseases based on an inflammatory process, such as
in the rheumatoid arthritis, asthma, intestine inflam-
matory diseases and in the circulatory system diseases.
Despite the fact that the studies conducted so far with
the application of valproic acid in the prevention of
cerebral stroke are not promising, it is possible that it
will find its application as a neuroprotective medicine,
which modulates the course upon an injury and in an
acute phase of cerebral stroke. It should be stressed
that there are still new optimistic reports on the neuro-
protective properties of valproic acid in in vitro studies
and in the animal models. The experimental studies
demonstrate a multidirectional mechanism of valproic
acid activity; however, it is possible that certain parts of
this complicated system remain unknown. This leaves
alot of space for discovering and potential practical ap-
plication of new properties of this - as it appears - only
partially known medicine. Yet, it is too early to discuss
the possibility of using valproic acid as a neuroprotec-
tive drug because the results of current clinical trials
on humans are not very optimistic. There is a need
of further research, which would assess its potential
neuroprotective effect. Perhaps new findings will help
introduce valproic acid as a common drug in completely
new therapeutic indications. |
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Wprowadzenie

Kwas walproinowy jest jednym z najcze$ciej stoso-
wanych lekéw przeciwpadaczkowych. Poczatki jego
uzywania datowane sa na lata 60. XX wieku, a zostat
zsyntetyzowany jeszcze pod koniec XIX wieku jako ana-
log kwasu walerianowego. Obecnie kwas walproinowy
stosowany jest jako lek przeciwpadaczkowy w lecze-
niu wszystkich rodzajéw napadéw padaczkowych oraz
w niektérych sytuacjach naglych w celu przerwania
stanu padaczkowego (Betjemann i Lowenstein 2015).
Wyniki licznych badan sugeruja, ze kwas walproino-
wy ma prawdopodobnie najszersze spektrum aktyw-
nosci przeciwpadaczkowej wirdd obecnie uzywanych
lekéw ijest jednym z najczesciej przepisywanych lekéw
przeciwpadaczkowych (Ghodke-Puranik i wsp. 2013;
Geiwsp. 2015). Poza padaczka, wedtug Charakterystyk
Produktéw Leczniczych, kwas walproinowy znajduje
zastosowanie jako stabilizator nastroju u pacjentéw
z choroba afektywna dwubiegunowa oraz w leczeniu
epizodéw manii u chorych, u ktérych nie mozna zasto-
sowacé litu. Poza tym kwas walproinowy jest skutecz-
ny w zmniejszaniu czesto$ci wystepowania zachowan
agresywnych oraz pobudzenia u chorych z otepieniem
(Sandborn i wsp. 1995), w leczeniu bélu neuropatycz-
nego (jako lek III rzutu - Wordliczek i wsp. 2011) oraz
przewleklej i ostrej migrenie, a takze w profilaktyce
béléw migrenowych (Evans 2013; Rahimdel i wsp. 2014;
Linde i wsp. 2013).

Za podstawowe mechanizmy dziatania przeciw-
padaczkowego kwasu walproinowego uwaza sie jego
wplyw na uklady neurotransmiteréw, ale postulowane
sa rébwniez zupelnie inne, nowe mozliwosci. Dotychczas
dobrze poznane mechanizmy obejmuja:

» wzrost aktywnosci uktadu kwasu gamma-aminoma-
stowego (GABA),

» zmniejszanie aktywnosci glutaminergicznej poprzez
regulacje receptoréw NMDA,

» wplyw na uklady monoamin,

o blokowanie napieciowo-zaleznych kanatéw sodowych,

« zmniejszenie aktywnosci kanaléw wapniowych
typu T oraz kanatéw potasowych bramkowanych
napiegciem.

Ostatnio zwraca sie uwage na fakt, ze kwas wal-
proinowy moze mie¢ dziatanie ochronne w stosunku
do komérek nerwowych. Jego potencjalne dziatanie
neuroprotekcyjne moze bezposrednio wynikaé z dzia-
lania przeciwdrgawkowego, ale wydaje sie, ze przede
wszystkim wynika z mechanizméw, jakimi s3: modu-
lacja ekspresji genéw - dziatanie poprzez hamowanie
deacetylaz histonowych, modyfikacja proceséw za-
palnych, a takze wptyw na szlaki sygnalowe komé-
rek, m.in. szlak kinureninowy (Johanessen i Johanes-
sen 2003; Loscher 1999; Ximenes i wsp. 2012; Maciejak
i wsp. 2013).

| Wptlyw na uktady neuroprzekaznikow

Kwas walproinowy jest skutecznie stosowany jako lek
stabilizujacy nastrdj przez regulacje uktadu GABA-ergicz-
nego. Wplyw kwasu walproinowego na uklad GABA-er-
giczny jest wielokierunkowy, a jego ostatecznym efektem
jest wzrost ilosci tego neuroprzekaznika. Liczne badania
wskazuja, ze kwas walproinowy szybko i w stopniu istot-
nym zwieksza poziom GABA w mézgu (m.in. Léscher
1999). Kwas walproinowy zwieksza aktywnos¢ dekarbok-
sylazy kwasu glutaminowego (glutamic acid decarboxylase,
GAD), niezbednej do syntezy kwasu y-aminomastowego,
wskazuje sie takze na jego mozliwy wplyw na ekspresje
genu dla GAD poprzez hiperacetylacje histonéw (dziata-
nie epigenetyczne kwasu walproinowego zostanie omo-
wione ponizej). Ponadto hamuje aktywno$é enzyméw
odpowiedzialnych za degradacje kwasu y-aminomasto-
wego: transaminaze GABA (GABA transaminase, GABA-T),
dehydrogenaze semialdehydowa kwasu bursztynowego
(succinic semialdehyde dehydrogenase, SSADH) oraz hamuje
i inaktywuje dehydrogenaze kwasu a-ketoglutarowego
(a-ketoglutarate dehydrogenase, a-KGDH). Poza wply-
wem na synteze i degradacje GABA, kwas walproinowy
zmniejsza obrét oraz wychwyt zwrotny kwasu y-ami-
nomastowego. Zwiekszenie poziomu GABA przez kwas
walproinowy powoduje zwiekszenie postsynaptycznego
hamowania zaleznego od GABA w komérkach nerwowych
ssakéw (Monti i wsp. 2009). Kwas walproinowy zwigksza
takze poziom GABA w surowicy krwi u ludzi (Léscher
1999). Ponadto opisywano wptyw kwasu walproinowego
na zwiekszenie wigzania GABA do receptoréw: GABA-A,
gdzie oddziatuje prawdopodobnie w miejscu wigzania
dla benzodiazepin (jego wplyw jest hamowany w obec-
noéci zolpidemu), oraz GABA-B, gdzie zwigksza wigza-
nie baklofenu w obrebie hipokampa (Cunningham i wsp.
2003; Monti i wsp. 2009). Kwas walproinowy blokuje
takze transporter GABA - GAT1, izoforme najczesciej wy-
stepujaca w zakoriczeniach nerwowych (Eckstein-Ludwig
i wsp., 1999). Istnieja réwniez doniesienia o zaleznym
od stezenia wplywie kwasu walproinowego na uwalnianie
GABA. Biggs i wsp. zaobserwowali hamowanie uwalniania
tego neuroprzekaznika w obecnosci niskich stezert kwa-
su walproinowego, a wzrost uwalniania przy wyzszych
stezeniach leku (Biggs i wsp. 1992).

Kwas walproinowy hamuje depolaryzacje wynikaja-
cg z aktywacji receptoréw N-metylo-D-asparaginianu
(N-methyl-D-aspartate, NMDA) i zmniejsza przekaznictwo
glutaminergiczne (Johanessen i Johanessen 2003). Jest
to jeden z mechanizméw zmniejszajacych pobudliwo$é
neuronéw i zwiekszajacych prég padaczkowy. Zmniej-
szenie przekaZnictwa glutaminergicznego moze wy-
wieraé¢ ochronny wptyw na komérki nerwowe zaréwno
w przewlektych procesach neurozwyrodnieniowych, jak
i ostrych uszkodzeniach mézgu (Calabresi i wsp. 2000;
Barone i Feuerstein 1999). W warunkach fizjologicznych
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glutaminian wydzielany do przestrzeni synaptycznych
jest usuwany gléwnie przez astrocyty. Ekscytotoksycznosé
zalezna od glutaminianu powstaje w sytuacji obecnosci
nadmiernych jego ilosci w przestrzeni pozakomérkowej,
np. w obszarach objetych niedokrwieniem badZ urazem,
gdzie dochodzi do niekontrolowanego uwalniania glu-
taminianu z uszkodzonych komérek (Leker i Shohami
2002) i nadmiernej aktywacji receptoréw AMPA (akty-
wowanych przez kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-
-4-izoksazolopropionowy, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-
-4-isoxazolepropionic acid) oraz NMDA. Kanat jonowy po-
wigzany z receptorem NMDA przewodzi jony Na* i Ca*".
Receptory AMPA kontroluja poczatkowg depolaryzacje
btony komérkowej, spowodowang przez glutaminian
oraz wplywaja na otwieranie sie receptoréw NMDA. Nad-
mierna lub przedtuzona aktywacja receptoréw zaleznych
od glutaminianu powoduje zwiekszona mobilizacje wap-
nia wewnatrzkomérkowego, co w konsekwencji prowa-
dzi do wzrostu stresu oksydacyjnego i aktywacji biatek
litycznych, ktérych dziatanie prowadzi do $mierci koméor-
ki. Jako gtéwne mechanizmy odpowiedzialne za uszkadza-
jace dziatanie glutaminianu wskazuje sie wewnatrzko-
moérkowe gromadzenie sie wapnia oraz obnizenie elektro-
chemicznego gradientu mitochondriéw (El Idrissi i Trenk-
ner 1999; Calabresi i wsp. 2000). Blokowanie receptoréw
dla glutaminianu dziata protekcyjnie w wielu modelach
eksperymentalnych uszkodzenia mézgu. Kwas walpro-
inowy, poza blokowaniem receptora NMDA, zmniejsza
réwniez uwalnianie glutaminianu, co moze by¢ zalezne

od blokowania kanatéw sodowych zaleznych od napiecia
w obrebie neuronéw kory mézgu i innych struktur pod-
korowych (Cunningham i wsp. 2003). Kwas walproino-
wy moze takze regulowaé poziom glutaminianu poprzez
zwiekszenie wychwytu zwrotnego tego neuroprzekaznika.
W komérkach nerwowych kory mézgu szczura dtugotrwa-
te stosowanie kwasu walproinowego hamuje ekscytotok-
syczno$¢ zalezng od glutaminianu oraz zwieksza dtugo$é
zycia tych komérek (Hashimoto i wsp. 2002; Ren i wsp.
2004). Blokowanie receptoréw dla glutaminianu zmniej-
sza spowodowana przez niedokrwienie $§mier¢ neuronéw
w obrebie prazkowia (Le Peillet i wsp. 1992). Réwniez
w modelu toksycznoéci indukowanej przez malonian -
spowodowanej nadmiernym gromadzeniem glutaminia-
nu w przestrzeni zewnatrzkomérkowej - stwierdzano
dziatanie neuroprotekcyjne kwasu walproinowego (Mor-
land i wsp. 2004). W badaniach post mortem u chorych
z zaburzeniami nastroju zaniki mézgu i utrata neuronéw
glutaminergicznych byly duzo mniejsze u chorych leczo-
nych kwasem walproinowym (bad# litem) niz u chorych
nieleczonych (Hashimoto i wsp. 2002).
Przewlekte podawanie kwasu walproinowego wptywa
takZze na zmiany poziomu monoamin. W badaniu Meshki-
-Baf i wsp. (1994) obserwowali wzrost poziomu norad-
renaliny w obrebie hipokampa i pnia mézgu, przy jego
spadku w obrebie podwzgérza, wzrost poziomu dopaminy
w korze ruchowej, podwzgérzu i hipokampie oraz zwiek-
szenie poziomu serotoniny w obrebie prazkowia i pnia
moézgu przy spadku jej poziomu w mézdzku i podwzgérzu.
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Hamowanie kanatéw sodowych przez kwas walproino-
wy wplywa na zmniejszenie ilo$ci wytadowarn neuronéw,
co z kolei moze wpltywaé na zmniejszenie uwalniania
glutaminianu oraz zwiekszenie przezywalnosci komérek
nerwowych (Pullan 1995). Obserwowano takze wplyw
kwasu walproinowego na kanaly wapniowe (Todorovic
i Lingle 1998) oraz potasowe (Van Erp i wsp. 1990). Kwas
walproinowy wplywal takze na zmniejszenie spontanicz-
nych wytadowari neuronéw (Gobbi i Janiri 2006).

Regulacja ekspresji genow

Jednym z relatywnie niedawno odkrytych mechanizméw
dziatania kwasu walproinowego jest dziatanie poprzez
mechanizmy epigenetyczne i regulacje ekspresji genéw.
Uaktywniane przez zmiany srodowiskowe mechanizmy
epigenetyczne, takie jak metylacja DNA, wyciszanie
genéw powigzane z RNA czy modyfikacja konformacji
histonéw, wplywaja na dziedziczng zmiane w ekspre-
sji genéw, bez wywolywania zmian w sekwencji DNA
(Egger i wsp. 2004). Przebudowa chromatyny powodo-
wana jest przez deacetylazy histonéw (histone deacetyla-
ses, HDAC). Enzymy te s3 zaangazowane w modyfikacje
wielu sktadnikéw komérkowych - przede wszystkim
histonéw, ale réwniez czynnikéw transkrypceyjnych oraz
biatek naprawczych dla DNA, biatek opiekunczych czy
tez bioracych udzial w przekazywaniu sygnatéw komér-
kowych (Cheniwsp. 2014). Pod wptywem hiperacetylacji
N-konicowych fragmentéw histonéw zaburzeniu ulegaja
interakcje pomiedzy histonami, a takze miedzy histona-
mia DNA. W stanie hipoacetylacji nukleosomy sg $cisle
upakowane, stad nie moze dojé¢ do transkrypcji. Proces
acetylacji histonéw prowadzi do odstaniania nukleoso-
méw i umozliwia rozpoczecie transkrypcji (Lagace i wsp.
2004). Poziom acetylacji zalezy od réwnowagi pomiedzy
aktywnoécig HDAC a acetylotransferazy histonéw (Phiel
iwsp. 2001). Jak wykazat Phiel i wsp. w 2001 ., kwas wal-
proinowy hamuje HDAC, przez co wptywa na aktywacje
proceséw transkrypcyjnych i modyfikacje podstawowych
aktywnosci komérki - pobudza wzrost, réznicowanie,
modyfikacje epigenetyczng DNA, hamuje apoptoze,
wplywa na interakcje pomiedzy komérkami oraz ich
migracje (Monti i wsp. 2009).

HDAC dziela sie na trzy klasy: klasa I skiada sie
z HDAC 1, 2, 31 8, klasa Il to HDAC 4, 5, 6, 7, 9 oraz 10,
do klasy Il nalezg HDAC wystepujace u drozdzy (klasy
1i1I to klasy wystepujace u ludzi). Kwas walproinowy
obniza ekspresje biatek klasy Ii II, HDAC (1, 2, 3, 8)
oraz HDAC (4, 5, 7, 9) (Géttlicher i wsp. 2001). Poprzez
wplyw na HDAC, kwas walproinowy zaangazowany jest
w procesy regulacyjne komérek przez kinazy syntezy
glikogenu 3 a.i 3 B (glycogen synthase kinase-3 &, GSK-3 ai;
glycogen synthase kinase-3 8, GSK-3 B), szlak sygnatowy
Akt, szlak sygnalowy kinazy regulowanej czynnika-
mi zewnetrznymi (extracellular signal-regulated kinase,

ERK), cykl kwasu tréjkarboksylowego, uktad GABA oraz
szlak fosforylacji oksydacyjnej (oxidative phosphoryla-
tion, OXPHOS).

Sciezka sygnatowa kinazy-3 fosfatydyloinozytolu
(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) /Akt zostata uznana
za gtéwny mechanizm wspierajacy przezycie i prolifera-
cje komoérek. Wykazano, ze kwas walproinowy wptywa
na inaktywacje GSK-3 B (De Sarno i wsp. 2002), powo-
dujac stopniowy wzrost jej fosforylacji, zaréwno poprzez
dziatanie na Akt, jak i dzialajac bezposrednio. Akt jest
biatkowa kinazg serynowo-treoninowa, posredniczaca
w procesach przezycia komérek, ktéra w formie fosfo-
rylowanej obserwowana byta w ludzkich komérkach
rakowych (Ximenes i wsp. 2012). Wydaje sie, ze fosfo-
rylacja Akt, zwana tez kinazg biatkowg B, zwigzana jest
z inhibicja HDAC przez kwas walproinowy.

Inaktywacja GSK-3 B prowadzi do dziatania cytopro-
tekcyjnego, a jednoczesnie aktywuje czynnik szoku
termicznego, czyli czynnik transkrypcyjny dla biatka
szoku termicznego 70 (heat shock protein 70, HSP 70).
HSP70 jest biatkiem opiekuniczym, utatwiajacym in-
nym biatkom osiagniecie wtasciwej struktury i degra-
dacje nieprawidiowo utozonych przestrzennie biatek.
HSP70 dziata ponadto neuroprotekcyjnie i przeciwza-
palnie. Poziom mRNA biatka HSP70 i jego aktywno$é
sg zwiekszane przez inhibitory HDAC klasy I, takie
jak kwas walproinowy, poprzez szlak sygnatowy PI3K/
Akt oraz biatko aktywujace 1 (activator protein 1, AP-1)
(Marinova i wsp. 2009). AP-1jest jednym z kluczowych
czynnikéw transkrypcyjnych, powiazanym z rozwo-
jem mézgu, jego plastycznoscia oraz degeneracja (Xime-
nes i wsp. 2012). HSP70 wptywa hamujaco na aktywa-
cje mikrogleju, jadrowego czynnika transkrypcyjnego
kappa B (nuclear factor kappa B, NF-kB), interleukiny 6,
mieloperoksydazy (myeloperoxidase, MPO) oraz indu-
kowalnej syntazy tlenku azotu (inducible nitric oxide
synthase, iNOS), wywierajac dziatanie przeciwzapalne.
Nadekspresja HSP70 moze by¢ takze powigzana z ha-
mowaniem aktywacji kaspazy-3, zaleznej od cytochro-
mu c, jak réwniez wplywaé na stopniowe zmniejszanie
odpowiedzi zapalnej (Sinn i wsp. 2007). Wydaje sie, ze
indukcja HSP70 oraz innych inhibitoréw deacetylaz
histonéw przez kwas walproinowy powigzana jest z ha-
mowaniem GSK-3.

Stwierdzano, ze niebezposrednie hamowanie GSK-3
powoduje indukcje przebudowy aksonéw oraz wptywa
na skupianie sie biatek regulujacych uwalnianie neuro-
transmiteréw (tzw. synapsyn) w synapsach (Hall i wsp.
2002). GSK-3 B pelni istotng funkcje w oérodkowym
uktadzie nerwowym, regulujac rézne biatka cytoszkie-
letu. Poprzez inhibicje GSK-3 kwas walproinowy moze
blokowa¢ synteze czynnikéw proapoptotycznych, co pro-
muje przezycie komérki (Ximenes i wsp. 2012). Obserwo-
wano takze nieznaczny wzrost iloéci i dtugo$ci wypustek
nerwowych, prawdopodobnie powigzany z hamowaniem
GSK-3 (Jeong i wsp. 2003).
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Inhibicja HDAC zwieksza takze acetylacje Spl, cy-
toprotekcyjnego czynnika transkrypcyjnego. Spl nalezy
dorodziny czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych
apoptoze, a jego poziom jest zwiekszany w odpowie-
dzi na stres oksydacyjny - niedobér glutationu badz
obecno$é nadtlenkéw w komérkach nerwowych. Hiper-
acetylacja Spl powoduje indukcje enzyméw dziataja-
cych przeciwutleniajgco, a w efekcie ochrone komérek
kory mézgu (Ryu i wsp. 2003). Ponadto leki hamujace
HDAC zwiekszaja ekspresje genéw zaleznych od Spl,
w tym ekspresje HSP70 (Ren i wsp. 2004; Marinova
iwsp. 2009). Wyniki dotychczasowych badan sugeruja,
ze zmiany adaptacyjne w ekspresji genéw odgrywaja
istotna role w dziataniu stabilizujacym nastréj kwasu
walproinowego w chorobie afektywnej dwubieguno-
wej (Bown i wsp. 2000). Obserwowane dzialanie leku
w chorobie afektywnej dwubiegunowej niebezposred-
nio po jego podaniu takze sugeruje wystepowanie od-
powiedzialnych za to zmian na poziomie genomu (Chen
iwsp.1999).

Inne kinazy biatkowe zwigzane z przezyciem komé-
rek nerwowych to kinazy aktywowane przez mitogen
(mitogen-activated protein kinases, MAPK). Ich nieprawi-
dowe funkcjonowanie stwierdzano u chorych na nowo-
twory, cukrzyce, a takze w przebiegu choréb zapalnych.
Istotnymi, a zarazem najlepiej poznanymi przedsta-
wicielami kinaz MAPK, sa kinazy ERK. Kwas walpro-
inowy aktywuje kinazy ERK, biorac udzial w regulacji
czynnikéw transkrypcyjnych i ekspresji genéw, m.in.
poprzez kaskade RAS-RAF-ERK, regulujaca wiele pro-
ceséw fizjologicznych, np. wplywajaca na réznicowanie
komérek (Ximenes i wsp. 2012). Wydaje sie, ze kwas wal-
proinowy wplywa nie tylko na $ciezke sygnatowa ERK,
ale takze na poziom Ca* (Lagace i wsp. 2004). Poprzez
aktywacje Sciezki sygnatowej ERK aktywowana zostaje
réwniez rybosomalna kinaza biatkowa S6 (ribosomal S6
kinase, RS6K), ktéra z kolei fosforyluje biatko wigzace
sie z elementem odpowiedzi na cAMP (cAMP response
element-binding protein, CREB). Fosforylowane biatko
CREB zwigksza ekspresje neuroprotekcyjnego biatka-2
specyficznego dla chtoniaka z komérek B (B cell lymphoma
protein-2, Bcl-2) (Sinn i wsp. 2007), wplywajac na prze-
zycie, wzrost i ochrone komérek nerwowych (Fukumoto
iwsp. 2001).

Stata ekspresja biatka Bcl-2 zwieksza przezycie ko-
moérek po ekspozycji na rézne czynniki uszkadzajace.
Wykazano réwniez, ze Bcl-2 promuje regeneracje w ko-
moérkach nerwowych. Przewlekte leczenie kwasem wal-
proinowym podwaja ilo$¢ biatka Bcl-2 w korze platéw
czotowych u badanych szczuréw (Chen i wsp. 1999). In-
nym biatkiem, ktérego ekspresja jest powigzana ze §ciez-
ka sygnalowa ERK, jest powigzane ze wzrostem biatko 43
(growth associated protein 43, GAP 43). Opisywano takze
wplyw kwasu walproinowego na ekspresje biatek stre-
sowych siateczki endoplazmatycznej: regulowanych
przez glukoze biatka 78 (glucose-regulated protein 78,

GRP 78), biatka 94 (glucose-regulated protein 94, GRP 94)
oraz kalretikuliny - pelnigcych funkcje biatek opiekun-
czych, zdolnych do wigzania jonéw Ca?* i zapobiegajacych
spadkowi poziomu wapnia w komérce oraz nieprawidto-
wej agregacji biatek, prowadzacych do §mierci komérki
(Bown i wsp. 2000). GRP 78 hamuje takze akumulacje
wolnych rodnikéw tlenowych (Liu i wsp. 1997).

W innym badaniu wskazywano na wplyw kwasu
walproinowego na ekspresje czynnika neurotroficz-
nego pochodzenia mézgowego (brain-derived neurotro-
phic factor, BDNF). BDNF odgrywa istotna role w pro-
cesie przezywania, utrzymywania zywotnosci oraz
plastyczno$ci neuronéw. Stres, zaréwno ostry, jak
i przewlekty, powoduje zmniejszenie ekspresji BDNF
w obrebie hipokampa. Przewlekte podawanie leku
u szczuréw powodowato zwiegkszenie ekspresji BDNF
w obrebie kory czotowej oraz hipokampa, podczas gdy
nie zmienial sie poziom czynnika neurotroficznego
pochodzenia glejowego (glial cell-derived neurotrophic
factor, GDNF) (Fukumoto i wsp. 2001). Wydaje sie, ze
na ekspresje tych biatek ma wptyw hamowanie HDAC
(Wuiwsp.2008).

W badaniu Rena i wsp. (2004), przeprowadzonym
na szczurach, kwas walproinowy wywierat dziatanie
ochronne w stosunku do ekscytotoksycznosci zaleznej
od receptoré6w NMDA w dojrzatych komérkach ziarni-
stych mézdzku tych zwierzat poprzez wzrost ekspresji
biatek szoku termicznego. W innym badaniu stwierdza-
no, ze hamowanie HDAC powigzane jest ze zmniejszona
akumulacja w jadrze komérkowym proapoptotycznej
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH), indukowanej
przez ekscytotoksycznosé (Kanai i wsp. 2004). Kolejnym
szlakiem sygnatowym, przez ktéry dziata kwas walpro-
inowy, jest szlak Wnt/B-katenina, bioracy udziat w re-
gulacji embriogenezy oraz utrzymywania homeostazy
organizmu u 0séb dorostych (Wang i wsp. 2010). Hamuje
on takze GSK-3 B, co wptywa na modyfikacje przekaz-
nictwa na szlaku sygnatowym Wnt/B-katenina. Wptyw
kwasu walproinowego na ten szlak sygnatowy powigzany
jest z indukcjg réznicowania nerwowych komérek ma-
cierzystych (Wang i wsp. 2015).

Hamowanie HDAC wptywa takze na indukcje a-
synukleiny, biatka bioracego udziat w formowaniu oraz
plastycznosci synapsy. Mechanizm neuroprotekcyjny
jej dziatania opiera sie na aktywacji szlaku sygnato-
wego PI3K/Akt, supresji biatka p53 oraz c-Jun-N-kon-
cowej kinazy (c-Jun N-terminal kinase, JNK). W komér-
kach ziarnistych mézdzku szczura kwas walproinowy
zwieksza, wraz z czasem trwania ekspozycji, poziom
biatka oraz mRNA dla a-synukleiny, przez co dziata
neuroprotekcyjnie przeciwko ekscytotoksycznosci za-
leznej od glutaminianu (Leng i Chuang 2006). Z drugiej
strony zlogi nieprawidtowych oligomeréw a-synukle-
iny dziatajg neurotoksycznie i sg istotne w patogenezie
choroby Parkinsona.
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Kwas walproinowy kontroluje réwniez szlak enzyma-
tyczny fosforylacji oksydacyjnej OXPHOS. Jest to uktad
pieciu komplekséw enzyméw, petnigcy istotna funkcje
w procesach generowania energii, ale takze powigza-
ny z réznorodnymi innymi procesami. Szlak OXPHOS
reguluje wiele reakcji katalitycznych, wchodzi w inter-
akcje z réznymi receptorami oraz kanatami jonowymi,
w rezultacie wplywajac na regulacje ekspresji genéw
(Kostrouchova i wsp. 2007). Kwas walproinowy hamuje
aktywno$¢ dehydrogenazy dwuwodoroliponowej (dihy-
drolipoyl dehydrogenase, DLDH) oraz hamuje fosfory-
lacje oksydacyjna zalezng od glutaminianu oraz kwasu
a-ketoglutarowego (Luis i wsp. 2007).

Kwas walproinowy zwieksza takze stezenie trypto-
fanu (tryptophan, TRP), a przez to kinureniny (kynure-
nine, KYN) oraz kwasu kinureninowego (kynurenic acid,
KYNA) w obrebie mézgu. Prawdopodobnie jest to zwia-
zane z blokowaniem przez kwas walproinowy miejsca
wigzania TRP z albuminami osocza, co zwieksza ilo$¢
wolnego TRP w osoczu krwi i umozliwia jego przeni-
kanie przez bariere krew-mézg (Maciejak i wsp. 2013).
Wykazano, ze KYNA ma dziatanie przeciwdrgawkowe
oraz neuroprotekcyjne w modelach ekscytotoksycz-
nosci, niedokrwieniu oraz zapaleniu mézgu (Vamos
iwsp. 2009).

I Dziatanie przeciwzapalne kwasu walproinowego

Stan zapalny jest czynnikiem sprawczym i wspélistnie-
jacym w wielu réznych stanach patologicznych i choro-
bach o$rodkowego uktadu nerwowego. W odpowiedzi
zapalnej biorg udziat komérki uktadu immunologicznego,
glej, komoérki srédbtonka naczyn oraz komérki nerwowe.
Wszystkie one wydzielajg cytokiny pro- i przeciwzapal-
ne, chemokiny, czynniki troficzne i neurotoksyczne, jak
np. wolne rodniki tlenowe. Regulacja odpowiedzi zapal-
nej w oSrodkowym uktadzie nerwowym jest odpowie-
dzialna za rozmiar uszkodzenia w przebiegu proceséw
ostrych (niedokrwienie, uraz) oraz za postep neuro-
degeneracji w procesach przewlektych. Wielokrotnie
pokazano, ze hamowanie reakcji zapalnej przyczynia
sie do ograniczenia uszkodzenia w przebiegu réznych
patologii osrodkowego uktadu nerwowego.

Kwas walproinowy modyfikuje odpowiedz zapalng
poprzez wplyw na hamowanie HDAC i powodowanie
hiperacetylacji biatek histonowych i niehistonowych.
W ten sposéb wplywa m.in. na regulacje biatek szo-
ku termicznego, cytokin pro- i przeciwzapalnych, en-
zymoéw uwalnianych w trakcie proceséw zapalnych,
atakze na modulacje receptoréw hormonéw, aktywacje
wielu wewnatrzkomdérkowych Sciezek sygnatowych
oraz czynnikéw transkrypcyjnych. W komérkach po-
wigzanych z odpowiedzia zapalng hamowanie HDAC
wywoluje szereg dziatan, zaréwno przeciwzapalnych,
jak i pobudzajacych zapalenie (Halili i wsp. 2009).

Kwas walproinowy jako inhibitor HDAC zmniejsza
uwalnianie mieloperoksydazy oraz migracje granulo-
cytéw, a takze redukuje poziom cytokin prozapalnych
(Adcock 2006; Ximenes i wsp. 2012). Ponadto poprzez
inhibicje HDAC zmniejsza liczbe komérek mikrogleju, in-
dukujac ich $mieré w mechanizmie apoptozy (Peng i wsp.
2005). W tym samym badaniu opisano takze, ze w sy-
tuacji narazenia na LPS kwas walproinowy zmniejsza
produkcje czynnika martwicy nowotworéw a (tumor ne-
crosis factor ¢, TNF-a) w komérkach dopaminergicznych.
TNF-a jest cytoking bioraca udziat w licznych procesach
powiazanych z uszkodzeniem mézgu, m.in. bezposrednio
uszkadza oligodendrocyty i przyczynia sie do demieli-
nizacji w procesach zapalnych oraz zwieksza ekspresje
iNOS (Lee i wsp. 2014; Jain 2011). Pokazano, ze kwas wal-
proinowy zmniejsza ekspresje mRNA i poziom biatka
iNOS (Lee i wsp. 2014). Niektérzy autorzy sugeruja, ze
kwas walproinowy dziala poprzez zmniejszenie ekspre-
sji NF-kB, przez co hamuje produkcje TNF-a oraz IL-6
(Ichiyama i wsp. 2000). Moze wptywaé takze bezposred-
nio na komérki gleju. Te ostatnie pobudzone podaniem
LPS, pod wptywem dziatania kwasu walproinowego traca
potencjat elektryczny blony mitochondrialnej, ulegaja
fragmentacji i apoptozie (Chen i wsp. 2007). Faraco i wsp.
stwierdzali, ze inhibicja HDAC w komérkach glejowych
u myszy powoduje hamowanie powstawania odpowie-
dzi zapalnej poprzez modyfikacje procesu transkrypcji
(Faraco i wsp. 2009). Z drugiej strony, kwas walproino-
wy wplywa na zmiane fenotypu mikrogleju, zmniejsza-
jac jego réznicowanie i proliferacje, przez co prowadzi
do zmniejszenia dziatania fagocytarnego, a w rezultacie
do przewagi proceséw zapalnych w o$rodkowym ukta-
dzie nerwowym (Gibbons i wsp. 2011).

W procesach zapalnych w obrebie uktadu nerwowego
uczestniczy takze inflamasom, czyli wewnatrzkomor-
kowa molekularna platforma, sktadajaca sie z wielu
biatek, kontrolujaca wydzielanie i aktywacje cytokin
prozapalnych, m.in. II-1B i IL-18, odpowiedzialna za ak-
tywacje kaspazy 1 oraz procesu pyroptozy, czyli zapro-
gramowanej $mierci komérki w odpowiedzi na zakaze-
nie (Strowig i wsp. 2012). Inflamasom tworzy sie w od-
powiedzi na ostre uszkodzenie w obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego. Inhibitory HDAC, takie jak kwas
walproinowy, moga hamowa¢ tworzenie i aktywacje
inflamasoméw (Chen i wsp. 2014).

Poprzez inhibicje HDAC oraz zmniejszanie poziomu
metaloproteinazy 9 (matrix metallopeptidase 9, MMP-9)
i hamowanie degradacji biatek , $cistych zlacz”, kwas
walproinowy zmniejszat takze uszkodzenie bariery
krew-mézg oraz strefy obrzeku w modelu niedokrwie-
nia mézgu u szczuréw (Wang i wsp. 2011).

Oprécz dziatania przeciwzapalnego kwas walproino-
wy wykazuje réwniez dziatanie przeciwbélowe, w gtéw-
nej mierze poprzez zmniejszenie ekspresji TNF-a, ale
takze wplyw na zwiekszenie przekaZnictwa GABA-er-
gicznego oraz receptory NMDA. W modelu zwierzecym
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powoduje zmniejszenie strefy obrzeku, hamuje migracje
leukocytéw oraz uwalnianie mieloperoksydazy, przez
co zmniejsza odczuwanie bélu pochodzenia zapalnego.
Ponadto, w mniejszym stopniu, redukuje b6l neurogen-
ny (Ximenes i wsp. 2013).

Kwas walproinowy dziata takze proangiogennie,
prawdopodobnie poprzez pobudzanie uwalniania czyn-
nika wzrostu $rédblonka naczyniowego (vascular endo-
thelial growth factor, VEGF) oraz MMP-9 (Wang i wsp.
2011; Wang i wsp. 2012). VEGF oraz MMP-9 sg kluczo-
wymi czynnikami dzialajacymi proangiogennie po wy-
stapieniu niedokrwienia. VEGF zwieksza proliferacje
komérek $rédbtonka i posredniczy w efektach innych
czynnikéw proangiogennych, MMP-9 z kolei usuwa
macierz pozakomdérkowa, umozliwiajac rozwéj nowych
komoérek srédbtonka. Zaréwno VEGE, jak i MMP9 pelnia
wiec dwojaka funkcje w odpowiedzi na niedokrwienie.
W ostrej fazie zwiekszajg przepuszczalno$¢ bariery
krew-mézg, podczas gdy w pézniejszym okresie pro-
muja angio- i neurogeneze (Zhang i wsp. 2000). Kwas
walproinowy, stosowany przewlekle, zwieksza poziom
zaréwno VEGF, jak i MMP-9 w modelu niedokrwienia
spowodowanym zamknieciem tetnicy $rodkowej mézgu
u szczuréw poprzez czynnik transkrypcyjny induko-
wany przez hipoksje 1 (hypoxia-inducible factor 1, HIF-1),
atakze wplywa na zmniejszenie obszaru niedokrwienia
oraz deficytu funkcjonalnego (Wang i wsp. 2012).

Istotne wydaje sie takze dzialanie przeciwutleniajg-
ce kwasu walproinowego poprzez modulacje enzyméw
antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza nadtlenkowa
(superoxide dismutase, SOD), katalaza (catalase, CAT) czy
wodoronadtlenkowa peroksydaza glutationowa fosfoli-
pidéw (phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase,
px-GSH) (Zhang i wsp. 2012). Wolne rodniki tlenowe
moga zwiekszaé dziatanie aminokwaséw pobudzajacych
oraz wptywaé na ekspresje genéw, co prowadzi do perok-
sydacji lipidéw i oksydacji DNA, a w konsekwencji do apo-
ptozy (Suda i wsp. 2013). Kwas walproinowy zapobiega
indukowanej przez glutaminiany peroksydacji lipidéw
oraz oksydacji biatek, m.in. poprzez zwiekszanie ekspre-
sji S-transferazy glutationu M1 (glutathione S-transferase
M1, GSTM1) oraz zwigkszanie aktywnosci tego enzymu.
GSTM1 odpowiada za katalizowanie syntezy dzialajacego
antyoksydacyjnie glutationu ze zwiazkami utlenowany-
mi i generowanie nietoksycznych produktéw. W rezul-
tacie kwas walproinowy hamuje obumieranie komérek
oraz fragmentacje DNA (Shao i wsp. 2005; Wang i wsp.
2004). W sytuacji nagtego niedokrwienia, w trakcie kté-
rego poziomy enzyméw rozktadajacych wolne rodniki
spadajg, kwas walproinowy moze dziata¢ takze poprzez
dysmutazy nadtlenkowe (Jornada i wsp. 2011). Stwierdza-
no, ze kwas walproinowy zapobiega uszkodzeniu komé-
rek kory mézgu szczura przez stres oksydacyjny (Shao
i wsp. 2005). W modelu przejéciowego niedokrwienia
u szczuréw kwas walproinowy wplywal na zmniejszenie
peroksydacji lipidéw oraz produkcji wolnych rodnikéw,

co wigzato sie ze zmniejszeniem apoptozy komérek ner-
wowych (Suda i wsp. 2013).

Dziatanie neuroprotekcyjne kwasu walproinowego

W ostatnim czasie badania koncentrowaly sie na zastoso-
waniu kwasu walproinowego jako leku neuroprotekcyj-
nego w réznych rodzajach uszkodzen uktadu nerwowego.
Termin ,neuroprotekcja” definiowany jest jako dziatania
podjete w celu ochrony komérek nerwowych przeciwko
niepozadanym zdarzeniom zachodzacym na poziomie
komérkowym w sytuacji niedoboru tlenu lub glukozy
- bad# obydwu tych niezbednych czynnikéw (Sreedhar
i wsp. 2003). Neuroprotekcja opisywana jest tez jako
strategia, ktérej zadaniem jest przeciwdziatanie, prze-
rwanie lub tez spowolnienie sekwencji uszkadzajacych
zdarzen na poziomie komérkowym lub biochemicznym,
ktore, jesli nie wdrozy sie zadnego postepowania, dopro-
wadza do nieodwracalnego uszkodzenia (Ginsberg 2008).

Dziatanie neuroprotekcyjne kwasu walproinowego
stwierdzano w przebiegu dziatania réznych czynnikéw
uszkadzajacych - niedokrwienia mézgu (Ren i wsp. 2004;
Kim i wsp. 2007), ekscytotoksycznosci (Hashimoto i wsp.
2002; Kanai i wsp. 2004), stresu komérkowego (Kim
i wsp. 2007), podawania amfetaminy czy neurotoksycz-
noéci powodowanej przez akumulacje amyloidu (Alvarez
i wsp. 1999; Ximenes i wsp. 2012).

W modelach komérkowych kwas walproinowy wy-
kazywat dziatanie antyapoptotyczne w komérkach ner-
wowych kory szczuréw, dziatajac poprzez mechanizm
hiperacetylacji histonéw. Wykazywat takze w mniejszym
stopniu dziatanie ochronne wobec naturalnej §mierci ko-
mérek zwigzanej z wiekiem (Jeong i wsp. 2003). Ponadto
w hodowlach komérkowych stwierdzano zmniejszenie
uszkodzenia komérek nerwowych w przebiegu depry-
wacji tlenu i glukozy w obrebie hipokampa w przypadku
podania wigkszych dawek kwasu walproinowego (Rekling
2003). Kwas walproinowy zabezpieczat takze dojrzate
komoérki mézdzku przed ekscytotoksycznoscia zalezna
od glutaminianu w mechanizmie hamowania HDAC (Ka-
nai i wsp. 2004). Opisywano takze dziatanie protekcyjne
walproinianu przeciwko stresowi w obrebie siateczki
endoplazmatycznej oraz $mierci neuronéw spowodo-
wanej zapaleniem w mechanizmie aktywacji mikrogleju
indukowanej LPS (Kim i wsp. 2007). W innym badaniu
stosowanie walproinianu zmniejszato neurotoksycznosé
zalezng od dopaminy indukowana przez LPS, czeSciowo
przez powodowanie apoptozy komérek mikrogleju (Chen
iwsp. 2007). Ponadto stwierdzano dziatanie neuroprotek-
cyjne kwasu walproinowego po zadziataniu stresu oksy-
dacyjnego poprzez hamowanie peroksydacjilipidéw oraz
utleniania biatek (Wang i wsp. 2003). Kwas walproinowy
zabezpieczal takze komérki ziarniste mézdzku szczu-
réw przed apoptozg indukowang hipokaliemis, zalezna
od szlaku sygnatowego PI3K/Akt (Mora i wsp. 2002).
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Smieré¢ komoérki

Przezycie komorki

- wolne rodniki tlenowe

- czynniki prozapalne

- czynniki proapoptotyczne
- ekscytotoksycznosé

- mechanizmy antyoksydacyjne
- czynniki przeciwzapalne

- czynniki antyapoptotyczne

- biatka szoku termicznego

- czynniki wzrostu

- regeneracja neuronow

Rycina2 Wptyw kwasu walproinowego na rbwnowage mechanizméw promujacych smierc
i przezycie komoérek nerwowych (-| oznacza hamowanie; — oznacza pobudzanie)

Udar mézgu

W modelach zwierzecych udaru mézgu kwas walproino-
wy zmniejszat uszkodzenie spowodowane przej$ciowym
niedokrwieniem mézgu poprzez hamowanie HDAC oraz
aktywacje bialek szoku termicznego (Ren i wsp. 2004).
Ren i wsp. oceniali wplyw zastosowania kwasu walpro-
inowego podanego po przejsciowym zamknieciu tetnicy
$rodkowej mézgu u szczuréw na wielkos¢ obszaru mézgu
objetego niedokrwieniem oraz cigzko$¢ deficytu neurolo-
gicznego. U zwierzat, ktére otrzymaly leczenie kwasem
walproinowym, stwierdzano wystepowanie zaréwno
mniejszych ognisk niedokrwiennych, jak i deficytu neuro-
logicznego. Podanie leku hamowato aktywacje kaspazy-3
(w formie 17 kDa i 19 kDa), bioracej udzial w uszkodzeniu
neurondéw po wystapieniu ogniskowego niedokrwienia.
Kwas walproinowy zwiekszal takze ilo$¢ acetylowanego
histonu H3 w obrebie kory mézgu oraz prazkowia. Po-
nadto stwierdzano zwiekszenie poziomu HSP70, ktérego
poziom powigzany jest z odpornoscig komérek nerwo-
wych na uszkodzenie. HSP70 dziala antyapoptotycznie
przez réznorodne mechanizmy - m.in. hamuje aktywacje
kaspazy-3, zmniejsza aktywno$¢ czynnika indukujace-
go apoptoze, blokuje dziatanie kinazy JNK, powigzanej
ze $miercig komérki w zwiazku z ekscytotoksycznoscia,
a takze hamuje aktywacje NF-«B oraz ekspresje genéw
prozapalnych. Opisywano takze dziatanie HSP jako biatka
opiekuriczego, wiazacego sie do nieprawidtowo ztozonych
biatek i zapobiegajacego ich dalszej agregacji, a co za tym
idzie, $mierci komérki. Wydaje sie, ze nadekspresja HSP70
powodowana przez kwas walproinowy moze odgrywaé
gtéwna role w obserwowanych przez tych autoréw dzia-
taniach neuroprotekeyjnych (Ren i wsp. 2004).

Temat réznorodnych mechanizméw dziatania inhi-
bitoré6w HDAC w modelu zamkniecia tetnicy $rodkowej
moézgu u szczuréw byt takze podjety przez Kima i wsp.
(2007). W badaniu, z zastosowaniem zamkniecia tetnicy

$rodkowej mézgu, potwierdzono wptyw stosowania kwa-
su walproinowego na zmniejszenie rozmiaru ogniska
niedokrwiennego oraz deficytu neurologicznego. Po-
nadto stwierdzano zmniejszenie aktywacji oraz ilosci
komérek mikrogleju, komérek monocytarnych/makro-
fagéw, a takze innych markeréw zapalenia w obrebie
niedokrwionej tkanki nerwowej. Aktywacja mikrogleju
i naptyw leukocytéw w obrebie niedokrwionej tkanki
nerwowej prowadzi do uwolnienia cytokin prozapalnych
(IL-1, IL-2, TNF-a), tlenku azotu oraz wolnych rodni-
kéw tlenowych. Ich dziatania prowadzg do neurodege-
neracji w mechanizmie ekscytotoksycznos$ci. Autorzy
ci obserwowali takze nadekspresje HSP70, blokowanie
indukowanej przez zamkniecie tetnicy Srodkowej mézgu
,regulacji w dét” fosforylowanej formy Akt oraz bloko-
wanie ,regulacji w gére” biatka p53, a takze iNOS oraz
cyklooksygenazy 2 (cyclooxygenase 2, COX-2). Nadekspre-
sja HSP70 zwieksza ekspresje Bcl-2 oraz zmniejsza akty-
wacje mikrogleju oraz monocytéw w eksperymentalnym
modelu udaru mézgu. COX-2 z kolei katalizuje synteze
prostanoidéw oraz tworzenie wolnych rodnikéw, odpo-
wiadajacych za proces zapalny w obrebie mézgu oraz
ekscytotoksyczno$¢ zalezna od niedokrwienia komérek
mézgu (Kim i wsp. 2007). Ponadto w modelu ogniskowe-
go niedokrwienia opisywano supresje fragmentacji DNA
w neuronach, hamowanie gromadzenia sie neutrofiléw
oraz aktywacji mikrogleju (Suda i wsp. 2014).

W innym badaniu stwierdzono, ze podanie kwasu wal-
proinowego po wystapieniu przej$ciowego globalnego
niedokrwienia mézgu u szczuréw zapobiega $mierci
komérek nerwowych w regionie CAl hipokampa oraz
poprawia orientacje w przestrzeni tych zwierzat. Kwas
walproinowy zmniejszat aktywacje komérek mikrogleju,
produkcje cytokin prozapalnych IL-1B i TNF-a, a takze
wplywatl na inhibicje HDAC i zwiekszenie pozioméw
HSP70, co bylo powigzane z jego efektami klinicznymi
(Xuan i wsp. 2012).
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W modelu przej$ciowego niedokrwienia mézgu kwas
walproinowy moze réwniez mie¢ wplyw na ekspresje
mikroRNA i w ten sposéb dodatkowo regulowaé ekspresje
biatek, chociaz nie sprecyzowano dotad mechanizméw
takiego dziatania (Hunsberger i wsp. 2012). W przypadku
trwatego zamkniecia tetnicy srodkowej mézgu u szczu-
réw podawanie kwasu walproinowego po wystgpieniu
niedokrwienia zwiekszato neurogeneze i regeneracje
istoty bialej, a takze wptywato na poprawe stanu neurolo-
gicznego. W badaniu stwierdzano wzrost ekspresji glejo-
wego transportera glutaminianu 1 (glutamate transporter 1,
GLT-1), co bylo zwigzane z inhibicja HDAC. Nadekspresja
GLT-1przez kwas walproinowy moze by¢ odpowiedzialna
za zmniejszenie $miertelnosci komérek oligodendrogle-
ju poprzez usuwanie zewnatrzkomérkowego glutami-
nianu. Wydaje sie, ze hamowanie HDAC wiaze sie takze
ze zwiekszeniem iloéci neuroblastéw w obszarze objetym
niedokrwieniem oraz indukcja réznicowania komérek
progenitorowych oligondendrogleju w dojrzate oligoden-
drocyty, co moze prowadzi¢ do zwiekszonej regeneracji
aksonéw w strefie niedokrwienia (Liu i wsp. 2012).

Kwas walproinowy moze dziata¢ ochronnie poprzez
hiperacetylacje histonéw i zwiekszenie ekspresji genéw
zaangazowanych w procesy plastycznosci i przezycia
neuronéw. Costa i wsp. (2006) stwierdzali dziatanie
neuroprotekcyjne kwasu walproinowego w srednich
komérkach kolcowych prazkowia przez wplyw na po-
tencjal pola elektrycznego, jednak w dawce wyzszej niz
bezpieczna stosowana u ludzi.

W komérkach siatkéwki po wystgpieniu przejsciowego
niedokrwienia kwas walproinowy zmniejszat apoptoze
komoérek zwojowych siatkéwki oraz aksonéw nerwu wzro-
kowego (Zhang i wsp. 2012). Dziatanie neuroprotekcyjne
bylo powigzane z hiperacetylacjg histonu 3 w promotorze
HSP70. Kwas walproinowy zwiekszat transkrypcje HSP70
oraz wigzanie HSP70 do czynnika aktywujacego proteazy
zwigzane z apoptoza 1 (apoptotic protease activating factor I,
APAF-1), hamowat powstawanie apoptosomu, translokacje
cytochromu c z mitochondrium do cytozolu oraz akty-
wacje kaspazy-3, a w rezultacie zmniejszat uszkodzenie
siatkéwki u szczurdéw po wystgpieniu przejsciowego nie-
dokrwienia (Zhang i wsp. 2012).

Kwas walproinowy zwiekszat przezywalnos¢ komé-
rek nerwowych po wystapieniu wstrzasu krwotocznego
oraz chronil je przed apoptoza spowodowang przez hipo-
ksje w mechanizmie hiperacetylacji B-kateniny, a w kon-
sekwencji zwiekszenia ekspresji Bcl-2 (Li i wsp. 2008).

Uraz moézgu

W urazach mechanicznych mézgu kwas walproinowy
dziatat réwniez neuroprotekcyjnie (Dash i wsp. 2010).
Dash stwierdzit takze, ze szczury, ktére otrzymywaty
kwas walproinowy, cechowaly sie lepszymi zdolno$cia-
mi poznawczymi po wystgpieniu uszkodzenia mézgu
w poréwnaniu z grupa kontrolna. Podanie leku wptywato

na zwiekszenie ilosci biatka 2 zwigzanego z mikrotubula-
mi (microtubule-associated protein 2, MAP2), istotnego dla

integralnosci bton komérek nerwowych hipokampa, oraz

zmniejszalo uszkodzenie bariery krew-mézg. Te efekty

moga by¢ powiazane z inhibicja HDAC i GSK-3B (Dash

iwsp. 2010). Opisywano réwniez neuroprotekcyjne dzia-
tanie kwasu walproinowego w urazowym uszkodzeniu

mézgu poprzez ciezki sygnatowe ERK i Akt (Zhang i wsp.
2014). Podanie leku po wystapieniu urazu zmniejszato

obrzek mézgu, obszar objety sttuczeniem oraz nasilenie

apoptozy. Udowodniono indukujacy wplyw dziatania

kwasu walproinowego na powolng aktywacje czynnika

przezycia komérki Akt (De Sarno i wsp. 2002).

Krwotok sr6dmézgowy

W modelu krwotoku $rédmézgowego kwas walproino-
wy powodowat acetylacje histonu H3, jak réwniez pERK,
pAkt, pCREB oraz HSP70. Ponadto wpltywat na regulacje
biatek zaangazowanych w proces apoptozy, powodujac
zwiekszenie iloéci biatek Bcl-2 i Bcl-XL oraz zmniejszenie
iloci Bax, Fas-L (bedacego ligandem Fas, podczas gdy Fas
jest biatkiem z rodziny TNF), a takze czynnikéw prozapal-
nych: MMP-9, biatka zapalnego makrofagéw (macrophage
inflammatory protein 1, MIP-1), biatka chemotaktycznego
dla monocytéw (monocyte chemoattractant protein1, MCP-1),
tkankowego aktywatora plazminogenu (tissue plasminogen
activator, tPA) oraz interleukiny 6. Zastosowanie kwasu
walproinowego u szczuréw po wystgpieniu krwotoku
$rédmoézgowego wigzalo sie z ograniczeniem rozleglosci
krwotoku, zanikéw mézgu oraz szybsza poprawa w zakre-
sie deficytéw neurologicznych. Kwas walproinowy wyka-
zywat dzialanie plejotropowe, wplywajac na hamowanie
reakcji zapalnych oraz apoptozy, a takze modyfikacje Scie-
zek sygnatowych przezycia komérki (Sinn i wsp. 2007).

Uszkodzenie rdzenia kregowego

U szczuréw z uszkodzeniem rdzenia kregowego, kwas wal-
proinowy zmniejszat deacetylacje histonéw, indukowana
uszkodzeniem, zwiekszat ekspresje HSP70 i Bcl-2, hamo-
wat aktywacje kaspazy-3 i apoptoze, a w efekcie zmniejszat
deficyt funkcjonalny (Lv i wsp. 2011). W innym badaniu
kwas walproinowy zwiekszat poziomy BDNF i GDNF oraz
zmniejszat reakcje zapalne w miejscu uszkodzenia rdzenia
kregowego, co wigzalo sie z poprawa w zakresie funkcji
motorycznych szczuréw (Abdanipour i wsp. 2012). Inni
badacze donosza, ze kwas walproinowy wplywa takze
nazmniejszenie uszkodzenia bariery krew-rdzen kregowy,
spowodowanego przez uraz rdzenia kregowego, poprzez

Jregulacje w gére” biatek neuroprotekcyjnych Akt, HSP27,
HSP70 oraz ,regulacje w d6t” biatka p53, a takze hamowa-
nie wydzielania mediatoréw zapalenia TNF-a, IL-1B, IL-6,
iNOS i COX-2, zmniejszenie ilosci i aktywno$ci MMP-9 i,
w mniejszym stopniu, MMP-2 oraz zmniejszenie degra-
dacji biatek ,cistych ztacz” (Lee i wsp. 2012).
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Wykazywano takze skuteczno$é dziatania neuropro-
tekcyjnego kwasu walproinowego w modelu rdzeniowe-
go zaniku miedni u myszy. Podawanie leku wigzato sie
z lepszym funkcjonowaniem motorycznym, mniejszg
degeneracja rdzeniowych neuronéw ruchowych, mniej-
szym zanikiem mie$ni i lepszym funkcjonowaniem ztgcz
nerwowo-mie$niowych (Tsai i wsp. 2008).

Procesy neurodegeneracyjne

W badaniach pokazano réwniez, ze przewlekle podawa-
nie kwasu walproinowego poprawia pamie¢ dtugotermi-
nowa. Dziatanie leku thumaczy sie jego wplywem na me-
chanizmy regulacji epigenetycznej. Modyfikacje w obre-
bie histonéw powoduja dynamiczne zmiany w strukturze
chromatyny i pomagaja regulowaé ekspresje genéw in-
dukowang uczeniem. Zmiany w strukturze chromatyny
powodowane przez inhibitory HDAC i acetylotransferazy
histonéw moga zwiekszy¢ plastyczno$¢é w obrebie sy-
napsy. Po wystapieniu urazowego uszkodzenia mézgu
podanie kwasu walproinowego powodowato poprawe
funkcji poznawczych (Dash i wsp. 2010). W mysim mode-
lu choroby Alzheimera przewlekle leczenie walproinia-
nem sodu poprawialo pamiec¢ oraz zmniejszato deficyty
behawioralne, zmniejszato takze formowanie ztogéw
amyloidu (Qing i wsp. 2008).

Z kolei Hsieh i wsp. wskazywali na pobudzenie przez
kwas walproinowy procesu réznicowania progenito-
rowych komérek nerwowych hipokampa. Stosowanie
kwasu walproinowego pobudzalo ich réznicowanie
w kierunku komérek nerwowych, hamowato natomiast
proces réznicowania w komérki astro- i oligodendrogleju
poprzez czynniki transkrypcyjne (Hsieh i wsp. 2004).

Innym interesujacym dzialaniem kwasu walproino-
wego jest zwiekszanie mozliwo$ci migracyjnych i osad-
niczych komérek macierzystych mezenchymy. Potencjal-
ny korzystny wptyw leczenia udaru mézgu komérkami
macierzystymi mezenchymy moze wynikaé¢ z wptywu
na immunomodulacje, angiogeneze, neurogeneze, neu-
rotrofizm oraz neuroprotekcje. Tsai i wsp. stwierdzali
poprawe funkcjonalna, zmniejszenie obszaru objetego
niedokrwieniem oraz zwigkszenie angiogenezy w mo-
delu okluzji tetnicy $rodkowej mézgu u szczurdw. W ba-
daniu tym podawanie kwasu walproinowego zwigkszato
migracje komérek macierzystych mezenchymy poprzez
inhibicje HDAC, czego efektem byt wzrost ekspresji re-
ceptora 4 chemokiny CXC (chemokine (C-X-C motif) re-
ceptor 4, CXCR4). Jednak podkresli¢ nalezy, ze tylko nie-
wielka ilo§¢ komérek macierzystych ulegta réznicowaniu
w komérki nerwowe i glejowe (Tsai i wsp. 2011).

Wydaje sie, ze kwas walproinowy jest lekiem o du-
zych potencjalnych mozliwosciach leczenia réznorod-
nych ostrych i przewlektych choréb neurologicznych,
powiazanych z wystepowaniem stresu oksydacyjnego,
mechanizméw zapalnych czy tez aktywowania proceséw
apoptotycznych (Nalivaeva i wsp. 2009).

| Inne dziatania kwasu walproinowego

Kwas walproinowy wptywa na proliferacje i rézni-
cowanie komérek réznego rodzaju (m.in. komérek
$rédbtonka, hematopoetycznych, macierzystych ko-
mérek nerwowych), w tym komérek nowotworowych.
Dotychczas wskazywano na hamujacy wptyw kwasu
walproinowego na wzrost niektérych rodzajéw ko-
moérek nowotworowych i ich sklonnoéé do dawania
przerzutdéw oraz jego wpltyw promujacy réznicowanie
tych komérek (Blaheta i Cinatl 2002). To drugie dzia-
tanie bylo powiazane z indukcja apoptozy, zaréwno
na drodze zaleznej, jak i niezaleznej od kaspaz, oraz
hamowaniem angiogenezy w obrebie komérek nowo-
tworowych (Monti i wsp. 2009). Kwas walproinowy
wykazywat dziatanie proapoptotyczne w komérkach
nowotworowych niereagujacych na inne terapie (Tang
i wsp. 2004). Wskazywano réwniez, ze kwas walpro-
inowy wzmacnia efekt zastosowanego leczenia prze-
ciwnowotworowego (kwas retinowy, interferon alfa,
radioterapia). W ostatnio przeprowadzonych bada-
niach udowodniono tez, ze walproinian ma dziatanie
cytotoksyczne wzgledem komérek nowotworowych
jajnika (Kwiecifiska 2013).

Za przeciwnowotworowe dziatanie kwasu walpro-
inowego odpowiedzialne moga by¢ rézne mechanizmy,
takie jak zwiekszenie ekspresji genéw regulowanych
przez szlak sygnalowy ERK-AP-1, zmniejszenie ak-
tywnosci kinazy biatkowej C (protein kinase C, PKC),
hamowanie GSK-3 B, regulujacego szlak sygnalowy
Wnt, pobudzanie receptoréw aktywowanych przez
proliferatory peroksysoméw y i 8 (peroxisome prolife-
rator-activated receptors, PPAR v i §), czy tez inhibicja
HDAC.

Dzieki plejotropowemu wptywowi kwas walpro-
inowy reguluje procesy angiogenezy, migracji, réz-
nicowania oraz wzrostu komérek nowotworowych.
Dotychczas stwierdzano, ze kwas walproinowy moze
zapobiega¢ proliferacji i indukowa¢é réznicowanie m.in.
komérek nerwiaka zarodkowego, ostrej biataczki szpi-
kowej, erytroleukemii, raka piersi, skéry, prostaty,
pecherza moczowego, ptuca, jelita grubego i szyjki
macicy (Blaheta i Cinatl 2002; Ximenes i wsp. 2012).

W fazie przedklinicznej badano wptyw kwasu wal-
proinowego na rézne komérki nerwiaka zarodkowego,
glejaka, nowotwordéw germinalnych, linie komérek no-
wotworowych prostaty i piersi. Stwierdzano zahamo-
wanie wzrostu, indukcje réznicowania, zmniejszenie
adhezji komoérek, angiogenezy oraz migracji komérek
nowotworowych. Przewlekle stosowany kwas walpro-
inowy indukowat koricowe fazy réznicowania niektd-
rych komérek nowotworowych i w sposéb nieodwracal-
ny zmniejszat ich potencjal mitotyczny. Obserwowano
jego wplyw na zmniejszenie proliferacji w liniach ko-
moérkowych raka jelita grubego, piersi oraz prostaty
(Blaheta i Cinatl 2002).
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Tabela1 Wptyw kwasu walproinowego na mechanizmy molekularne i przekaznikowe w komoérkach nerwowych

Uktad lub system molekularny

GABA-ergiczny

glutaminergiczny

poziomy monoamin

kanaly jonowe

deacetylazy histonow
szlak sygnatowy PI3K/Akt

szlak sygnatowy ERK

szlak Wnt/f3-katenina

szlak kinureninowy

szlak OXPHOS

biatka szoku termicznego

mikro RNA

enzymy przeciwutleniajace

biatka stresu RE

inflamasom

komérki mikrogleju

Elementy uktadow lub Wplyw kwasu walproinowego Pismiennictwo
systemow molekularnych
GAD, (+) Biggs i wsp. 1992;
GABA-T, () Cunningham i wsp. 2003;
SSADH, (-) Eckstein-Ludwig i wsp. 1999;
a-KGDH (-) Loéscher 1999
NMDA, (-) Cunningham i wsp. 2003;
AMPA (-) Hashimoto i wsp. 2002;
Ren i wsp. 2004
NA, (-)(+) Meshki-Baf i wsp. 1994
DA, (+)
5-HT ()(+)
Na*, (=) Loscher 1999;
Ca*, (-) Remy i wsp. 2003;
K* (-) Todorovic i Lingle 1998;
Van Erp i wsp. 1990
HDAC1,2,3,4,5,7,8,9 (-) Gottlicher i wsp. 2001
GSK-3 6, (-) De Sarno i wsp. 2002;
AP-1 (+) Marinova i wsp. 2009;
Mora i wsp. 2002;
Sinn i wsp. 2007;
Zhang i wsp. 2014
RAS-RAF-ERK, (+) Chen i wsp. 1999;
RS6K, (+) Fukumoto i wsp. 2001;
CREB, (+) Sinn i wsp. 2007;
GAP43 (+) Zhang i wsp. 2014
Wnt1, (+) Li i wsp. 2008;
Wnt2 (+) Wang i wsp. 2010;
Wang i wsp. 2015
TRP, (+) Maciejak i wsp. 2013
KYN, (+)
KYNA (+)
DLDH (-) Kostrouchova i wsp. 2007;
Luis i wsp. 2007
HSP70, (+) Ren i wsp. 2004;
HSP27 (+) Kim i wsp. 2007;
Lee i wsp. 2012;
Lviwsp.2011;
Xuan i wsp. 2012;
Zhang i wsp. 2012
(+) Hunsberger i wsp. 2012
SOD, (+) Marinova i wsp. 2009;
CAT, (+) Ryu i wsp. 2003;
px-GSH, (+) Shao i wsp. 2005;
GSTM1 (+) Suda i wsp. 2013;
Wang i wsp. 2004;
Zhang i wsp. 2012
GRP 78, (+) Bown i wsp. 2000
GRP 94, (+)
kalretikulina (+)
I-18, (-) Chen i wsp. 2014
IL-18, (=)
kaspaza 1 (-)
Q]

Chen i wsp. 2007;
Gibbons i wsp. 2011;
Kim i wsp. 2007;
Suda i wsp. 2014;
Xuan i wsp. 2012
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Elementy uktadéw lub
systemow molekularnych
NF-kB,

IL-1B,

IL-6,

MPO,

iNOS,

TNF-a,

MIP-1,

MCP-1,

COX-2

Bcl-2,

Bcl-XL

Uktad lub system molekularny

mediatory zapalenia

biatka antyapoptotyczne

biatka proaptotyczne p53,
Bax,
Fas-L
czynniki neurotroficzne BDNF,

GDNF
biatka cytoszkieletu

MMP-9,
MAP2

bariera krew-moézg

HIF-1,
VEGF,
MMP-9,
MMP-2
GLT1
CXCR4

angiogeneza

neurogeneza
migracja komoérek
macierzystych

W tabeli (+) oznacza pobudzanie, (-) oznacza hamowanie, natomiast (=) oznacza brak wptywu.

Badania kliniczne

Potencjalne uzycie inhibitoréw HDAGC, takich jak kwas
walproinowy, w leczeniu ostrych i przewlektych choréb
neurologicznych obejmuje leczenie udaréw mézgu, cho-
réb zwigzanych z wydtuzaniem tréjek nukleotydowych
glutaminianu (zanik jadra zebatego, jadra czerwiennego,
gatkibladej i jadra niskowzgérzowego, choroba Hunting-
tona, choroba Kennedy’ego, ataksje rdzeniowo-mézdz-
kowe), stwardnienia zanikowego bocznego czy choroby
Alzheimera (Langley i wsp. 2005). Olesen i wsp. (2011)
wykazali zmniejszone ryzyko udaru niedokrwiennego
moézgu oraz zawatu mieénia sercowego u chorych leczo-
nych kwasem walproinowym. Dregan i wsp. (2014) nie
potwierdzili zmniejszonego ryzyka udaru niedokrwien-
nego moézgu, natomiast wykazali zmniejszone ryzyko
zawatu miesnia sercowego u chorych leczonych kwasem
walproinowym, co wydaje sie by¢ powigzane z jego wply-
wem na hamowanie HDAC. Wedtug ostatnich doniesien
wystgpienie zmiany w obrebie chromosomu 7, prawdo-
podobnie w miejscu genu dla HDAC 9, wiaze sie ze zwiek-
szeniem grubo$ci komplekséw intima-media, czestosci
wystepowania bezobjawowych blaszek miazdzycowych,

Wptyw kwasu walproinowego Pismiennictwo

-) Ichiyama i wsp. 2000;
-) Kim i wsp. 2007;

-) Lee i wsp. 2012;

-) Peng i wsp. 2005;

) Sinn i wsp. 2007;

-) Xuan i wsp. 2012

-)
-)

—~ e~ o~~~ o~ —~ —

)

(+) Chen i wsp. 1999;

(+) Kim i wsp. 2007;
Li i wsp. 2008;
Lviwsp.2011;
Sinn i wsp. 2007

© Kim i wsp. 2007;

() Lee i wsp. 2012;

-) Leng i Chuang 2006;
Sinn i wsp. 2007

(+) Abdanipour i wsp. 2012;

(H)(=) Fukumoto i wsp. 2001;
Wu i wsp. 2008

(+) Hall i wsp. 2002;
Jeong i wsp. 2003

() Lee i wsp.2012;

(+) Wang i wsp. 2011;
Dash i wsp. 2010

(+) Wang i wsp. 2011;

(+) Wang i wsp. 2012

(+)

(+)

(+) Liu i wsp. 2012

(+) Tsai i wsp. 2011

a takze ryzyka wystgpienia udaru mézgu na podtozu
miazdzycy duzych naczyn (Markus i wsp. 2013; Traylor
i wsp. 2012). Hamowanie HDAC 9 przez kwas walproino-
wy miato zatem wplynaé na zmniejszenie wystepowania
tych czynnikéw oraz zmniejszenie ryzyka wystgpienia
ich konsekwencji - udaru niedokrwiennego mézgu oraz
zawaltu mieénia sercowego. W badaniu Dregana i wsp.
nie potwierdzono jednak zmniejszonego ryzyka udaru
niedokrwiennego mézgu u chorych leczonych kwasem
walproinowym, co moze wynika¢ z innej niz miazdzy-
ca duzych naczyn przyczyny wystgpienia udaru mézgu
u badanych chorych. Ponadto w obu badaniach grupa
kontrolng byli chorzy leczeni innymi lekami przeciw-
padaczkowymi (karbamazepina, okskarbamazepina,
lamotrygina, klonazepam, klobazam, fenytoina i feno-
barbital lub karbamazepina, fenobarbital i fenytoina),
badane byty takze rézne grupy populacyjne, co moze byé
przyczyna rozbieznosci.

Prowadzone sg z powodzeniem préby stosowania
kwasu walproinowego w zmniejszaniu uzaleznienia
od metamfetaminy, rozwazano réwniez zastosowanie leku
w antywirusowej terapii taczonej przeciwko ludzkiemu
wirusowi niedoboru odpornosci (human immunodeficiency
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virus, HIV), dystrofii mie$niowej Duchenne’a, a takze
w chorobach szpiku (Chateauvieux i wsp. 2010).

Badano takze mozliwo$¢é modulacji przez kwas wal-
proinowy procesu transplantacji jednojadrzastych ko-
mérek pochodzacych ze szpiku w leczeniu udaru mé-
zgu. W modelu przej$ciowego zamkniecia tetnicy $rod-
kowej mézgu u szczuréw zastosowanie tgczonej terapii
wplywato na zwiekszenie dziatania przeciwzapalnego
izmniejszenie uszkodzenia naczyn, a takze zwiekszalo
przezycie przeszczepianych komérek oraz wydtuzato
mozliwy okres zastosowania terapii od wystgpienia zda-
rzenia (Suda i wsp. 2014).

Podsumowanie

Kwas walproinowy jest bardzo skutecznym lekiem prze-
ciwpadaczkowym i stabilizujgcym nastréj i pomimo szero-
kiego spektrum dziatan niepozadanych profil bezpieczen-
stwa moze zosta¢ uznany za pozytywny. Podkresla sie jego
niekorzystny wptyw na funkcje poznawcze, szczegdlnie
udzieciioséb starszych, oraz dzialanie teratogenne, ktére
znajduje swoje wyjasnienie m.in. w hamowaniu HDAC.
Z drugiej strony wieloletni okres obserwacji (od lat 60.
XX wieku) powoduje, ze dziatania niepozadane kwasu
walproinowego sg dobrze poznane, co pozwala kontro-
lowac¢ je w sposéb wystarczajacy. Odkrycie hamowania
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