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Streszczenie |

W schizofrenii wystepuja zaburzenia rtownowagi pro- i antyoksydacyjnej, ktore moga pogarszac wyniki lecze-
nia oraz prowadzi¢ do rdznych objawdw niepozadanych. W kilku badaniach udokumentowano wzrost pe-
roksydaciji lipidow wystepujacy w roznych komorkach i ptynach organizmu o0sdb leczonych z powodu schi-
zofrenii. Lohr i wsp. stwierdzili, ze leczenie lekami przeciwpsychotycznymi (LPP) moze by¢ zwigzane ze
wzrostem peroksydacji lipidow. Dotychczas w badaniach eksperymentalnych na zwierzetach lub w uktadzie
in vitro i w badaniach klinicznych uzyskiwano zroznicowane wyniki dziatania LPP na peroksydacje lipidow.
Leki przeciwpsychotyczne II generacji (LPIIG) nie maja ustalonego wptywu dziatania na peroksydacje lipi-
dow, w przeciwiefistwie do haloperidolu, ktory przewaznie jest opisywany jako lek wywierajacy dziatania pro-
oksydacyjne. Celem badania byto okreslenie dziatania LPIIG na peroksydacje lipidow ludzkiego osocza,
w warunkach in vitro, oraz poréwnanie tych wynikow z wplywem na peroksydacje lipidow wywierang przez
haloperidol w tych samych warunkach doswiadczalnych. Poziom peroksydacji lipidow mierzono w osoczu
zdrowych ochotnikdw przy pomocy oznaczenia st¢zenia zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS), wediug metody opisanej przez Rice’a-Evansa i wsp. Osocze inkubowano 24 godziny z badanymi
lekami i bez leku (proby kontrolne). Stwierdzono, ze w odniesieniu do prob kontrolnych badane LPIIG nie
powodujg istotnego wzrostu stezenia TBARS w osoczu, w przeciwiefistwie do haloperidolu, ktory wywotuje
istotny wzrost stezenia TBARS (p=0,03). Klozapina, olanzapina i risperidon wywierajg istotnie mniejszy
wplyw na peroksydacie lipidow niz haloperidol (odpowiednio dla kazdego z porownywanych lekow p<0,05),
nie wywolujac istotnego dziafania prooksydacyjnego.

Stowa kluczowe: leki przeciwpsychotyczne I generacji, leki przeciwpsychotyczne I generaciji, peroksydacja
lipidéw, TBARS, schizofrenia

Summary |

Schizophrenia is associated with disturbed pro- and antioxidative balance, resulting in worse treatment out-
comes and development of various adverse effects. Several studies have documented an increase of lipid per-
oxidation in many different cells and body fluids in patients treated for schizophrenia. Lohr et al. stated that
treatment with antipsychotics may be associated with increase of lipid peroxidation. To date, both in vitro and
animal experimental studies, as well as clinical studies in humans, yielded contradictory results concerning
the influence of antipsychotics on lipid peroxidation. In general opinion, II generation antipsychotics — SGAs
do not exert an established effect on lipid peroxidation, in contrast to haloperidol, which is usually described
as a drug with a definite prooxidation effect. The aim of this study was to determine the influence of SGAs
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on peroxidation of human serum lipids in vitro versus haloperidol induced lipid peroxidation under the same
experimental conditions. Lipid peroxidation level was measured in serum obtained from healthy volunteers,
by assessing the level of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), according to the Rice-Evans method.
Blood plasma was incubated for 24 hours with study drugs and without drugs (control group). The study
revealed that SGAs do not induce any significant increase of TBARS as compared with control group, in con-
trast to haloperidol, which resulted in a significant increase of TBARS level (p<0.03). Clozapine, olanzapine
and risperidone exert a significantly less pronounced effect on lipid peroxidation than haloperidol (p<0.05
for every comparator drug), not resulting in any significant prooxidative activity.

Key words: I generation antipsychotics, II generation antipsychotics, lipid peroxidation, TBARS, schizophrenia

WSTEP

adaniach na zwierzetach stwierdzono, ze po-
\ ;\ / dawanie lekow przeciwpsychotycznych (LPP),
przede wszystkim I generacji (LPIG), powo-
duje wzrost wytwarzania wolnych rodnikow poprzez
blokowanie receptorow dopaminowych, wzrost obrotu
i metabolizmu dopaminy, wzrost poziomu peroksyda-
cji lipidow btony komorkowej oraz zmiang poziomu
enzymoOw antyoksydacyjnych w mézgu®. W badaniach
klinicznych u pacjentow chorych na schizofrenig leczo-
nych LPP stwierdzano obnizong zdolnos¢ do obrony
antyoksydacyjnej oraz wzrost peroksydacji lipidow**.
Zwickszong peroksydacie lipidow stwierdzono rowniez
u pacjentdw z pierwszym epizodem choroby, jeszcze
nieleczonych LPP**7.
Wzrost stezenia roznych markerow §wiadczacych o stre-
sie oksydacyjnym i zwigkszonej peroksydacji lipidow
u 0sob chorych na schizofreni¢ potwierdzono w plynie
mozgowo-rdzeniowym, w osoczu, plytkach krwi i mo-
czu, a takze w mozgu osoéb chorych na schizofrenig
w badaniach post mortem®".
W badaniach na zwierz¢tach dobrze udokumentowano,
ze haloperidol wywiera dziatanie prooksydacyjne®"'”.
W kilku pracach wskazywano na podobne dziatanie ha-
loperidolu wystepujace u chorych na schizofreni¢**”,
podkreslajac trudnoSci metodologiczne prowadzenia
tych badan (leczenie réznymi LPP, kr6tki okres ,,wyptu-
kania” leku z organizmu przed rozpoczgciem leczenia
haloperidolem). Wzrost peroksydacji lipidow ludzkiego
osocza wywolywany przez haloperidol potwierdzono
rowniez w badaniach eksperymentalnych prowadzonych
invitro®*. W przypadku lekow przeciwpsychotycznych
II generacji (LPIIG) nadal pozostaje nierozstrzygnicte
pytanie, jaki wplyw wywiera leczenie tymi lekami na stres
oksydacyjny i zmiany poziomu peroksydacji lipidow.
W kilku badaniach stwierdzano, ze LPIIG, takie jak ri-
speridon, klozapina i olanzapina, nie powodujg zmiany
aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych i peroksydacji
lipidow"”*. Wyniki tych badan wskazujg na mozliwos¢
indukowania stresu oksydacyjnego poprzez wzrost pe-
roksydacji lipidow btony komdrkowej i utrzymujace si¢
zmiany poziomu enzymdw antyoksydacyjnych, w cza-
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INTRODUCTION

nimal studies revealed that administration of anti-
Apsychotics, mainly I generation antipsychotics

— FGAs, results in an increase of free radicals
production by blocking dopamine receptors, increase of
dopamine turnover and metabolism, increase of lipid
peroxidation in cell membranes and altering levels of
antioxidative enzymes in the brain®. Clinical studies in
patients with schizophrenia treated with antipsychotics
revealed a reduced capacity of antioxidative defense
mechanisms and increase of lipid peroxidation*?.
Increased lipid peroxidation was also noticed in patients
with first schizophrenic episode, prior to introduction
of antipsychotic drugs**”.
Elevated level of several markers associated with oxidative
stress and increased lipid peroxidation in patients with
schizophrenia has been confirmed in cerebrospinal fluid,
blood plasma, urine, as well as in the brain of patients
with schizophrenia undergoing post mortem studies®".
Animal studies have documented unambiguously proox-
idative activity of haloperidol®*'”. A few papers suggest-
ed a similar effect of haloperidol in patients with schizo-
phrenia”**, while highlighting methodological difficulties
associated with designing and performing such studies
(use of various antipsychotics and protocols, short wash-
out period prior to institution of haloperidol treatment).
Elevated, haloperidol induced plasma lipid peroxidation
has been confirmed also by experimental in vitro stud-
ies®??. In the case of SGAs, their influence on oxidative
stress and alterations of lipid peroxidation is still unclear.
In several studies was found that II generation antipsy-
chotics — SGAs, e.g. risperidone, clozapine and olanzap-
ine, do not induce any change of activity of antioxidative
enzymes nor lipid peroxidation"”. Results of these stud-
ies point to the possibility of induction of oxidative stress
by increase of lipid peroxidation of cell membrane and
persisting alterations of activity of antioxidative enzymes
during long-term haloperidol administration, while no
such effect was noticed with SGAs treatment. Results of
current studies do not provide a definitive answer on how
FGAs and SGAs influence biomarkers of oxidative stress
or oxidative cell damage.
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sie przewleklego podawania haloperidolu, ale nie lekow
LPIIG. Obecne wyniki badan nie rozstrzygaja ostatecz-
nie, w jaki sposdb LPIG i LPIIG r6znig si¢ pod wzgle-
dem wywieranego wplywu na biomarkery stresu oksy-
dacyjnego i oksydacyjnego uszkodzenia komorki.

CEL BADANIA

Celem badania bylo okreslenie wplywu wywieranego
przez leki przeciwpsychotyczne I generacji (klozapi-
na, olanzapina i risperidon) na peroksydacj¢ lipidow
ludzkiego osocza w warunkach in vitro oraz porow-
nanie ich dziatania z wptywem haloperidolu na per-
oksydacje lipidow.

MATERIAY. I METODY

Material badawczy stanowito Swieze osocze wyizolo-
wane z krwi pobranej na antykoagulant ACD (kwas cy-
trynowy — 13,6 g, cytrynian sodu — 25 g i glukoza bez-
wodna - 20,0 g w litrze) w stosunku objetosciowym 1:5
(ACD:krew). Krew pobierano od 10 zdrowych ochotni-
kow (studentow Uniwersytetu Medycznego w f.odzi)
w wieku 24-26 lat (Srednio 25+0,6 roku).
Ze wszystkimi badanymi przeprowadzano kwestiona-
riuszowy wywiad dotyczacy stanu zdrowia i przebytych
choréb oraz nawykow zywieniowych i stosowanych sub-
stancji psychoaktywnych.
Do oceny stanu zdrowia psychicznego zastosowano
M.LN.I. - Mini International Neuropsychiatric Inter-
view®?. Przeprowadzono badania internistyczne, neu-
rologiczne i laboratoryjne (morfologia, catkowity cho-
lesterol, triglicerydy). Obliczono BMI (kg/m?).
Przyjeto nastepujace kryteria wykluczajgce z udziatu
w badaniu:
1) wystepowanie chordb somatycznych oraz skfonno-
Sci do alergii (atopia);
2) wystepowanie chordb psychicznych u badanych
i wich rodzinach;
3) uzywanie lekow, uzywanie narkotykow, palenie pa-
pierosow, czeste picie alkoholu;
4) brak diety zrownowazonej i suplementacja antyok-
sydantami.
Na badania wyrazita zgod¢ Komisja Etyczna Uniwer-
sytetu Medycznego w todzi, numer RNN/899/2000.
Badani uzyskali informacje na temat celu i metod ba-
dania oraz wyrazili pisemng zgod¢ na udzial w nich.

IZOLOWANIE OSOCZA

Krew (2x9 ml) od zdrowych ochotnikdw pobierano z zy-
ty odiokciowej na roztwor ACD. Krew wirowano w tem-
peraturze 20°C przez 30 min przy 1600 obr./min w wi-
rowce SIGMA 3K30. Otrzymane osocze bogatoptytkowe
wirowano przez 20 min przy 2500 obr./min w celu osa-
dzenia plytek i otrzymania osocza ubogoplytkowego.

AIM OF PAPER

The aim of this paper was to determine the influence of
SGAs (clozapine, olanzapine and risperidone) on lipid
peroxidation of human blood plasma in vitro, as well as
to compare their effect on lipid peroxidation with that
of haloperidol.

MATERIAL AND METHOD

Study material consisted of fresh blood plasma obtained
from peripheral blood samples mixed with ACD (citric
acid 13.6 g; sodium citrate 25 g; glucose anhydrate
20.0 g per liter) at a 5:1 ratio. Blood samples were
obtained from 10 healthy volunteers (male students of
the Medical University in Lodz) aged 24-26 (mean age
25=+0.6 years). In all persons a structured medical inter-
view was obtained, concerning health status, past dis-
eases, dietary habits and usage of psychoactive substances.
The patients’ mental health was assessed using the
M.LN.I. (Mini-International Neuropsychiatric Inter-
view)?", All patients underwent formal medical, neuro-
logical examination, as well as laboratory tests (periph-
eral blood count, total cholesterol, triglycerides), the
patients’ BMI (body mass index) was calculated.
The following exclusion criteria were adopted:
1) coexisting somatic diseases and susceptibility to aller-
gic reactions (atopy);
2) coexisting mental diseases in the subjects and his/her
family;
3) use of drugs, narcotics, tobacco smoking, abuse of
alcohol;
4) lack of a balanced diet and current supplementation
with antioxidants.
The study has been approved by the Ethical Com-
mittee of the Medical University in Lodz (ref. no.
RNN/899/2000). All patients included in the study have
been informed about aims of the study and methods
implemented and expressed their written informed con-
sent for participation in this study.

ISOLATION OF BLOOD PLASMA

Peripheral blood samples (2x9 ml) were obtained from
healthy volunteers by puncture of antecubital vein and
were stored in ACD solution. Blood was centrifuged at
20°C and 1600 rpm for 30 minutes (SIGMA 3K30 cen-
trifuge). Platelet rich plasma thus obtained was further
centrifuged at 2500 rpm for 20 minutes to enable sedi-
mentation of platelets and to obtain platelet poor plasma.

INCUBATION OF PLASMA WITH DRUGS

Active substances of particular drugs dissolved in
dimethylsulfoxide (DMSO) were added to 0.5 ml of
platelet poor plasma (PPP), yielding the final concentra-
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INKUBACJA OSOCZA
Z LEKIEM

Do 0,5 ml osocza ubogopltytkowego (PPP) dodawano
kolejno substancje czynna badanych lekow rozpuszczo-
na w dimetylosulfotlenku - DMSO (stezenia koficowe:
haloperidol 0,5 pug/ml, risperidon 0,4 pg/ml, olanzapi-
na 2 pg/ml, klozapina 40 pg/ml). Substancje czynne
badanych lekow otrzymano z firm farmaceutycznych
(risperidon z Janssen-Cilag, Belgia, olanzaping z firmy
Adamed, klozaping z Anpharm, haloperidol z Polfy).
Proby inkubowano 24 godziny w temperaturze pokojo-
wej. Do kazdego doswiadczenia wykonano proby kon-
trolne, ktore stanowito osocze z DMSO, bez leku.
W prébach osocza badanego po 24-godzinnej inkuba-
cji z okreSlonym st¢zeniem leku oraz probach kontrol-
nych oznaczano spektrofotometrycznie st¢zenie zwigz-
kow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS)
metodg opisang przez Rice’a-Evansa®.

OZNACZANIE STEZENIA
ZWIAZKOW REAGUJACYCH
Z KWASEM TIOBARBITUROWYM (TBARS)

Do 0,5 ml osocza kontrolnego (bez leku) i osocza ba-
danego (proby z odpowiednimi st¢zeniami koficowymi
badanych lekdw) dodano 0,5 ml 15% kwasu trichloro-
octowego (TCA) w 0,25 M HCI, 0,5 ml 0,37% kwasu
tiobarbiturowego (TBA) w 0,25 M HCI. Proby miesza-
no i ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 10 minut.
Nastepnie probki osocza odwirowywano przez 15 minut
(8000 obr./min, wirowka SIGMA 3K30) w celu otrzy-
mania klarownego supernatantu. Absorbancj¢ super-
natantu oznaczano na spektrokolorymetrze SEMCO
przy dlugosci fali =535 nm w kuwecie o grubosci war-
stwy 1 cm. Ilos¢ TBARS obliczano na podstawie warto-
$ci absorbanciji, korzystajac z molowego wspoiczynnika
absorbcji (e=1,56x10° M"xcm™). Wszystkie badania
powtarzano dwukrotnie.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki badan poddano analizie statystycznej: obliczo-
no Srednie arytmetyczne, bfad standardowy Sredniej
oraz wspofczynniki zmiennos$ci dla badanych cech.
Istotno$¢ réznic w stezeniu TBARS miedzy probami
z inkubowanym lekiem i probami kontrolnymi obliczo-
no za pomocg testu t-Studenta dla prob zaleznych (test
sparowany). W celu poréwnania wptywu badanych le-
kow na peroksydacje lipidow obliczono r6znice w ste-
zeniach TBARS miedzy probami z inkubowanym le-
kiem i probami kontrolnymi oraz przeprowadzono
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA 1. Dla kaz-
dej pary pordwnywanych lekow wykonano obliczenia
testem t-Studenta dla prob niezaleznych (StatSoft Inc.,
Statistica v. 6.0).
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tion of haloperidol — 0.5 pg/ml, of risperidone — 0.4 ug/ml,
of olanzapine — 2 pug/ml and of clozapine — 40 ug/ml.
Active substances of drugs tested were supplied by respec-
tive pharmaceutical companies (risperidone — Janssen-
Cilag, Belgium; olanzapine — Adamed; clozapine
— Anpharm; haloperidol — Polfa). Samples were incu-
bated for 24 hours at room temperature. Each set of
samples was accompanied by a control sample, con-
sisted of PPP with DSMO alone, with no drug added.
After a 24-hours’ incubation period, plasma samples
with predefined drug concentrations and control sam-
ples were spectrophotometrically tested for the level of
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), using
the Rice-Evans method™.

DETERMINATION
OF TBARS LEVEL

0.5 ml of control samples (no drug) and 0.5 ml of study
samples (with predefined final concentrations of partic-
ular drugs) were added to 0.5 ml of 15% trichloroacetic
acid (TCA) in 0.25 M HCI, and 0.5 ml of 0.37% of
thiobarbituric acid (TBA) in 0.25 M HCL

Samples were mixed and heated in a boiling water bath
for 10 minutes. Next, samples were centrifugated for 15
minutes at 8000 rpm (SIGMA 3K30 centrifuge) in order
to obtain a transparent and clear supernatant. Light
absorption of the supernatant was measured using 1 cm
thick cuvettes at A=535 nm (SEMCO spectropho-
tometer. TBARS content in particular samples was cal-
culated based on absorbance value, using the molar
extinction coefficient (e=1.56x10° M xcm™). All meas-
ures were done in duplicate.

STATISTICAL ANALYSIS

Results obtained were subjected to statistical analysis,
calculating arithmetic mean, standard error of the mean
and variance coefficients for parameters studied. Signif-
icance of differences in TBARS level between samples
incubated with drugs and control samples was deter-
mined using paired Student t-test for dependent vari-
ables. The influence of particular drugs on lipid perox-
idation was compared based on calculated differences in
TBARS levels between samples incubated with drugs and
control samples, and was tested using the ANOVA [
univariate analysis. Each pair of compared drugs was
analyzed using the Student t-test for independent vari-
ables (StatSoft Inc., Statistica v. 6.0).

RESULTS

TBARS level for particular drugs was assessed after
24-hours’ incubation and repeated twice (20 assays for
every drug concentration). Results obtained are present-
ed in table 1 and in figs. 1 and 2.

213



214

PRACE ORYGINALNE/ORIGINAL CONTRIBUTIONS

WYNIKI It was noticed that elevation of blood plasma TBARS
level upon incubation with SGAs (clozapine, olanzap-
Dla badanych lekow wykonano oznaczenia st¢zenia ine and risperidone) was nonsignificant (p>0.05) com-
TBARS, po 24-godzinnej inkubacji, w dwukrotnych po- pared with control groups where no drug had been added
Poziom TBARS (umol/1)
TBARS level (uumol/l)
N Badana proba Haloperidol Risperidon Olanzapina Klozapina
Sample Haloperidol Risperidone Olanzapine (lozapine
umol/l % umol/l % umol/1 % umol/1 %
Kontrola/Control 1,058 1,058 0,914 1,154
1 191 128 101 91
Lek/Drug 200 1,356 0,924 1,049
Kontrola/Control |~ 0,991 0,991 1,212 0,471
2 131 125 106 147
Lek/Drug 1,299 1,241 1,288 0,693
Kontrola/Control 0,962 0,962 1,443 1,347
3 112 96 108 103
Lek/Drug 1,077 0,924 1,558 1,385
Kontrolo/Control| 0,885 0,885 1,260 1,000
4 108 93 110 102
Lek/Drug 0,952 0,827 1,385 1,020
Kontrola/Control 0,866 0,866 1,289 0,885
5 138 11 93 104
Lek/Drug 1,193 0,962 1,193 0,924
Kontrola/Control 0,933 0,933 1,472 1,039
6 105 99 100 94
Lek/Drug 0,981 0,924 1472 0,981
Kontrola/Control 0,847 0,847 1,337 0,673
7 107 102 114 106
Lek/Drug 0,904 0,866 1,530 0712
Kontrola/Control 0,962 0,962 1,270 1,077
8 103 96 103 100
Lek/Drug 0,991 0,924 1,308 1,077
Kontrola/Control 0,943 0,943 1,308 1,154
9 166 114 99 105
Lek/Drug 1,568 1,077 1,299 1212
Kontrola/Control 1,530 1,530 1,433 0827
10 104 90 103 119
Lek/Drug 1,587 1,376 1,472 0,981
Srednia +SEM | Kontrola/Control 0,957+0,094 0,957+0,094 1,015:0,080 0,853+0,030
Mean +SEM
Lek/Drug 1,213:0,140% 1,088:0,122 1,065:0,096 0,780,025
Kontrola/Control 309 309 249 11,0
V%
Lek/Drug 3,4 35,5 284 102

Tabela 1. Wphw dziatania lekow przeciwpsychotycznych na stezenie TBARS po 24-godzinnej inkubacji osocza z lekiem — bada-
nia in vitro; sparowany test t-Studenta wzgledem kontroli (bez leku); * p<0,05
Table 1. Influence of antipsychotic drugs on TBARS level after 24-hours’ incubation of blood plasma with drug — an in vitro
study; paired Student t-test vs. control without drug); * p<0.05
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wtorzeniach (dla kazdego st¢zenia leku — 20 oznaczen).
Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 1 inarys. 112.
Stwierdzono, ze st¢zenie zwigzkdw reagujacych z kwa-
sem tiobarbiturowym (TBARS) po inkubacji osocza
z LPIIG (klozaping, olanzapina, risperidonem) wzro-
sto nieistotnie statystycznie (p>0,05) w pordwnaniu
z probami kontrolnymi bez leku (tabela 1 i rys. 1). Na-
tomiast dla haloperidolu stezenie TBARS, po inkubacji
z lekiem, w odniesieniu do prob kontrolnych (bez leku)
wzrosto istotnie statystycznie (p=0,005).

Poréwnujac roznice w stezeniach TBARS analiza wa-
riancji ANOVA 1, wykazano, Ze badane leki w wywiera-
nym wplywie na peroksydacje lipidow r6znia si¢ istotnie
statystycznie (F=3,42; df=3; p=0,03). Dalsza analiza
wplywu badanych lekéw na zmiany st¢zenia TBARS
w inkubowanym osoczu (test t-Studenta) wykazata, ze
klozapina, olanzapina i risperidon istotnie r6znig si¢
od haloperidolu (p<0,05; odpowiednio dla kazdej pary
lekow), nie wplywajac na istotny wzrost peroksydacii li-
pidow (rys. 2). Nie stwierdzono istotnych statystycznie
roznic w wartoSciach stezenia TBARS migdzy badany-
mi LPIIG (klozaping i olanzapina, olanzaping i risperi-
donem oraz risperidonem i klozaping).

OMOWIENIE

Peroksydacja lipidow jest zwigzana z toksycznym dziata-
niem wielu zwigzkéw chemicznych i moze uczestniczy¢
w uszkodzeniu komorek oraz w roznych procesach cho-
robowych. Obecnie coraz wigcej dowodow wskazuje, ze
reaktywne formy tlenu mogg brac udziat w uszkodzeniu
neurondw poprzez indukowanie wzrostu peroksydacji li-
pidow. Peroksydacyjne zmiany skfadu fosfolipidow bio-
ny komorkowej moga zmieniac funkcje neurondw, jak sie
przypuszcza, wskutek zmian ptynnosci bfony albo w wy-
niku zmian na poziomie receptoréw btonowych®”, co
moze spowodowac uposledzenie wychwytu i uwalnia-
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Rys. 1. Porownanie peroksydacji lipidow (wyrazanej steze-
niem TBARS) w probach z badanymi lekami (kloza-
ping, olanzaping, risperidonem i haloperidolem)
w poréwnaniu z kontrolg (bez leku); sparowany
fest t-Studenta

Fig. 1. Comparison of lipid peroxidation (expressed ad
TBARS level) in samples with drugs tested (cloza-

pine, olanzapine, risperidone and haloperidol) vs.
control (no drug); paired Student t-test
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(table 1 and fig. 1). In contrast, blood plasma TBARS
level after incubation with haloperidol increased signif-
icantly compared with control group (p=0.005).
Comparison of differences in TBARS level using the
ANOVA I variance analysis revealed statistically signif-
icant differences between particular drugs in their influ-
ence on lipid peroxidation (F=3.42; df=3; p=0.03).
Further analysis of influence of the drugs studied on
blood plasma TBARS level using the Student t-test
revealed that clozapine, olanzapine and risperidone dif-
fer significantly from haloperidol (p<0.05 for each pair
of drugs), not resulting in any significant increase of
lipid peroxidation (fig. 2). No statistically significant
differences were noticed in TBARS level between stud-
ied SGAs (clozapine and olanzapine, olanzapine and
risperidone, risperidone and clozapine).

DISCUSSION

Lipid peroxidation is associated with toxic effect of
many chemical compounds and may play a role in cell
damage and several pathologic conditions. At present,
there is an increasing number of data indicating that
reactive oxygen species may participate in the process
of neuronal injury by inducing an increase of lipid per-
oxidation. Peroxidative alterations of cell membrane
phospholipids composition may alter neuronal func-
tion, presumably by changing membrane fluidity or
as a result of dysfunction of membrane receptors®-",
resulting in a compromised release and uptake of neu-
rotransmitters and even cell death. Alterations in neu-
ronal membranes may contribute to disturbed neuronal
transmission within several brain structures.
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Haloperidol Risperidon ~ Olanzapina  Klozapina
Haloperidol ~ Risperidone ~ Olanzapine ~ Clozapine

Rys. 2. Porownanie wplywu LPIIG (klozapiny, olanzapiny
i risperidonu) z LPIG (haloperidolem) na steze-
nia TBARS (test t-Studenta); porownania prze-
prowadzono, uwzgledniajgc wartosci réznic w ste-
Zeniu TBARS miedzy probq z badanym lekiem
i probg kontrolng

Fig. 2. Comparison of influence of Il generation antipsy-
chotic drugs (clozapine, olanzapine and risperidone)
vs. I generation antipsychotic drug (haloperidol) on
TBARS level (Student t-test); comparison was done
considering differences in TBARS level between
sample with study drug and control sample
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nia neurotransmitera, a nawet Smier¢ komorki. Zmiany
w blonach neuronéw mogg przyczyniac si¢ do zaburzen
neurotransmisji w roznych strukturach mozgu.
Mahadik i wsp. sprecyzowali hipotezg, ze stres oksyda-
cyjny poprzedza poczatek psychozy, a ostry epizod psy-
chotyczny moze dalej go pogorszy¢ poprzez podwyz-
szony metabolizm oksydacyjny mozgu prowadzacy
do zwickszonej peroksydacji wielonienasyconych kwa-
sow thuszczowych bton komdrkowych zachodzacej przy
udziale wolnych rodnikow®.

W réznych badaniach przeprowadzonych na zwierze-
tach wykazywano, ze stres oksydacyjny i zmiany perok-
sydacji lipidow mogg wystepowac wskutek dziatania
LPP, a efekty tych dziatah moga by¢ zro6znicowane
w zaleznosci od badanej struktury mézgu oraz testo-
wanego leku (LPIG lub LPIIG).

Pai i wsp. oraz Lohr i wsp. uznali, Ze stres oksydacyjny
jest zaangazowany w toksyczne efekty wywierane przez
haloperidol, ktory, wywolujac sekwencj¢ zmian komor-
kowych, prowadzi do Smierci komorki, a integralng cze-
Scig kaskady tych przemian jest produkcja reaktywnych
form tlenu (ROS)®*. Dowody podtrzymujace t¢ hipo-
tez¢ obejmujg podwyzszony poziom peroksydacii lipi-
dow stwierdzany w badaniach doswiadczalnych prowa-
dzonych na zwierzetach®'¢!”,

Sagara w badaniach na zwierzgtach wykazal, ze toksycz-
nosci indukowanej przez haloperidol w neuronach ko-
rowych oraz linii komdrek hipokampa towarzysza zmia-
ny mitochondrialnego potencjatu blonowego (MMP),
generowanie reaktywnych form tlenu (ROS), spadek
poziomu glutationu (GSH) oraz wzrost wewnatrzko-
morkowego poziomu jondw Ca** “®, Haloperidol po-
woduje wzrost obrotu dopaminy, a wicc stres oksyda-
cyjny indukowany przez ten lek moze by¢ zwigzany
z wytwarzaniem nadtlenku wodoru (H,0,) w wyniku
zaburzen metabolizmu katecholamin przy udziale mo-
noaminooksydaz®”’. Dopamina moze tez dziatal jak
wolny rodnik, prowadzac do wzrostu ilosci innych wol-
nych rodnikow, co w konsekwencji moze doprowadzic
do uszkodzenia peroksydacyjnego i przyczynic si¢ do
Smierci neurondw®”.

Nasze wyniki badan, prowadzone w ukiadzie in vitro,
wykazaly, ze haloperidol istotnie statystycznie zwiek-
szat stezenie markera peroksydacji lipidow (TBARS),
co jest zgodne z badaniami innych autoréw prowa-
dzonymi na zwierzgtach oraz z wstgpnymi obserwacja-
mi klinicznymi wskazujacymi na prooksydacyjne dziata-
nie haloperidolu®-.

W badaniach wlasnych nie stwierdzono rowniez istotne-
go wzrostu peroksydacji lipidow osocza powodowanego
przez oceniane LPIIG, w odniesieniu do peroksydaciji li-
pidow zachodzacej w inkubowanym bez leku osoczu
(proby kontrolne), co wskazuje na nieznaczny wzrost
peroksydacji wywotywanej przez te leki w czasie 24-go-
dzinnej inkubacji z osoczem. Nasze wyniki sa zgodne

2167 wynikami badaf innych autoréw prowadzonymi na

Mahadik et al. suggest that oxidative stress may pre-
cede the onset of psychosis. Furthermore, an active
psychotic episode may further exacerbate it by increas-
ing the rate of oxidative metabolism of the brain, result-
ing in a enhanced peroxidation of polyunsaturated fatty
acids of cell membranes, occurring in the presence of
free radicals®.

Several animal studies indicate that oxidative stress and
altered lipid peroxidation may result from activity of
antipsychotics, while the net effect of this activity may
be variable, depending on the brain structure studied
and type of drug tested (FGAs or SGAs).

Pai et al. and Lohr et al. showed, that oxidative stress
may be involved many toxic effects of haloperidol, which
initiates a cascade of events at cellular level leading to cell
death, an integral part of the transformation is the pro-
duction of reactive oxygen species (ROS)®**. Observed
in experimental studies on animals increase of lipid per-
oxidation level supports this hypothesis®'*'”.

Animal studies performed by Sagara demonstrated that
haloperidol induced toxicity in cortical neurons and in
hippocampal cell lines is associated with alterations of
mitochondrial membrane potential (MMP), genera-
tion of ROS, reduced level of glutathione (GSH) and
elevated level of intracellular calcium ions"®. Haloperi-
dol induced an increased turnover of dopamine, there-
fore oxidative stress induced by this drug be associated
with production of oxygen peroxide (H,0,) as a result
of monoamine oxidase-mediated metabolism of cate-
cholamines". Dopamine itself may act as a free radical,
causing an increase of level of other free radicals what
in consequence may lead to peroxidative damage and
contribute to neuronal death®.

The results of our in vitro study indicate that haloperidol
significantly increase of lipid peroxidation marker level
(TBARS), thus confirming other authors’ findings stem-
ming from animal studies and preliminary clinical obser-
vations concerning prooxidative effect of haloperidol***.
Our studies showed that SGAs do not produce any sig-
nificant increase of plasma lipid peroxidation, as com-
pared with lipid peroxidation occurring in blood plasma
incubated without the drug (control samples), indicat-
ing the insignificant increase of peroxidation caused by
these drugs during 24-hours’ incubation with blood plas-
ma. Our findings are consistent with those of other
authors, stemming from animal studies and cell cultures,
as well as with slight alterations of TBARS in patients
treated with SGAs (clozapine, olanzapine, risperidone),
clearly differing from changes in TBARS level caused
by some other FGAs.

A study by Zhang et al. demonstrated that clozapine
induced less oxidative damage than haloperidol; no
oxidative damage produced by olanzapine has been
noticed either®”.

Parikh et al. presented evidence for increased lipid per-
oxidation and reduced of superoxide dismutase (SOD)
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zwierzetach 1 w kulturach komorkowych oraz z zaobser-
wowanymi niewielkimi zmianami stezenia TBARS u pa-
cjentow leczonych LPIIG (klozaping, olanzaping i ris-
peridonem), istotnie réznymi w odniesieniu do zmian
w stezeniu TBARS wywolywanymi przez niektore LPIG.
Zhang i wsp. wykazali w swoich badaniach, ze klozapi-
na wywolywata mniejsze uszkodzenie oksydacyjne niz
haloperidol, nie stwierdzili tez uszkodzenia oksydacyj-
nego indukowanego przez olanzaping™.

Parikh i wsp. przedstawili dowody na wzrost peroksy-
daciji lipidow i obnizong aktywno$¢ dyzmutazy ponad-
tlenkowej (SOD) w modzgach szczurdéw traktowanych
w sposob przewlekly haloperidolem, ale nie wykazali
zmian poziomu enzymow antyoksydacyjnych i produk-
tow peroksydacji lipidow w mozgach szczurdw trakto-
wanych w sposdb przewlekly risperidonem, olanzaping
lub klozaping™”. Reinke i wsp. wykazali wysoki poziom
TBARS w mozgu szczura po podawaniu haloperidolu,
jednoczeSnie stwierdzili, ze dziafanie klozapiny byto zwig-
zane z mniejszym uszkodzeniem oksydacyjnym®.
Wskazywano tez, ze LPIIG (klozapina i risperidon) chro-
nig hodowane w kulturze komorki PC12 przed Smier-
cig komorek indukowang przez usunigcie surowicy™.
Stwierdzono réwniez, ze olanzapina chroni komorki
PC12 przed $miercig indukowang przez H,O, lub po
potraktowaniu ich peptydem -amyloidu®-". Podobnie
kwetiapina, klozapina, olanzapina i risperidon chronia
komdrki PC12 przed apoptoza indukowang przez jon
N-metylo-4-fenylopirydynowy (MPP*)%>.

Kropp i wsp. wysungli hipoteze, ze neurotoksyczno$¢
LPIG moze bra¢ udziat w peroksydacji lipidow"®.
W ich badaniu, po 3-tygodniowym leczeniu pacjentéw
LPP, poziom produktéw peroksydacji lipidow w osoczu
byt istotnie podwyzszony u pacjentdw leczonych halo-
peridolem. Nie stwierdzono istotnego wzrostu peroksy-
daciji lipidow u pacjentow leczonych klozaping, olanza-
ping i risperidonem.

7 drugiej strony w badaniach doswiadczalnych pro-
wadzonych na zwierz¢tach stwierdzano w niektorych
strukturach mozgu (prazkowie) wzrost st¢zenia TBARS
wywolywany przez haloperidol, natomiast w korze
mozgu wystepowal spadek stezenia TBARS zaréwno
po podawaniu haloperidolu, jak i LPIIG (klozapiny
i olanzapiny)®”.

W tych badaniach pomimo braku istotnosci statystycznej
dane liczbowe wskazuja, ze olanzapina obniza poziom
TBARS w korze w wigkszym stopniu niz haloperidol.
Mabhadik i wsp. stwierdzili, ze LPIIG u szczur6w nie
tylko redukujg peroksydacije lipidow, ale rowniez wy-
wierajg efekty antyoksydacyjne®”.

Wyniki prowadzonych dotychczas badan wskazujg na
zroznicowany wpltyw LPP w r6znych strukturach mézgu
(spadek poziomu TBARS w korze indukowany przez
haloperidol i klozaping), zalezny by¢ moze od redukcji
aktywnosci kory indukowanej przez antagonizm recep-
torow dopaminowych®”.
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activity in the brains of rats on chronic haloperidol
administration, while no alterations of antioxidative
enzymes and lipid peroxidation products were detected
in the brains of rats on chronic risperidone, olanzapine
or clozapine administration"”. Reinke et al. demonstrat-
ed high level of TBARS in the brain of rat receiving
haloperidol, while administration of clozapine produced
less oxidative damage®.

There is some data indicating that SGAs (clozapine and
risperidone) protect cultured PC12 cells from cell death
induced by plasma removal®”. It was also found that
olanzapine protects PC12 cells from cell death induced by
H,O, or resulting from -amyloid peptide treatment®-".
Similarly, quetiapine, clozapine, olanzapine and risperi-
done protect PC12 cells from apoptosis induced by the
N-methyl-4-phenylpiridine ion (MPP*)">.

Kropp et al. proposed a hypothesis that neurotoxicity of
FGAs may be connected with lipid peroxidation®. In
their study, after a 3-week treatment of human subjects
with antipsychotics, the level of lipid peroxidation prod-
ucts was significantly higher in blood plasma of patients
treated with haloperidol. No significant increase of lipid
peroxidation has been observed in patients receiving
clozapine, olanzapine and risperidone.

Nevertheless, studies performed on animals revealed
a haloperidol induced increase of TBARS level in some
specific brain structures (e.g. striatum), while their level
in the cortex was decreased both after haloperidol and
SGAs (clozapine and olanzapine)®.

In spite of a lack of statistical significance, numerical
data indicate that olanzapine reduces cortical level of
TBARS much more than haloperidol does.

Mabhadik et al. noticed that SGAs not only reduce lipid
peroxidation, but also have an antioxidative effect®”.
The results of hitherto performed studies indicate a high-
ly variable effect of antipsychotics on TBARS level in
particular brain structures (a reduction of cortical
TBARS induced by haloperidol and clozapine), possibly
depended on a reduced cortical activity, induced by an
antagonism of dopamine receptors®.

Determination of the influence of FGAs and SGAs on
oxidative stress is crucial for improvement of mental
disorders treatment and minimalizing of adverse effects
of currently available antipsychotic medications in
patients with schizophrenia.

CONCLUSIONS

Clozapine, olanzapine and risperidone do not produce
any significant increase of lipid peroxidation in human
blood plasma after a 24-hours’ incubation, in contrast to
haloperidol, which does possess prooxidative properties.
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Ustalenie, jaki wplyw wywierajg LPIG i LPIIG na stres
oksydacyjny, ma istotne znaczenie dla ich lepszego za-
stosowania w terapii zaburzefi psychicznych, moze tez
pomoc w przygotowaniu metod leczenia minimalizujg-
cych niepozadane dziatanie LPP na stres oksydacyjny
i wzrost peroksydacji lipidéw u pacjentéw leczonych
z powodu schizofrenii.

WNIOSKI

Klozapina, olanzapina i risperidon nie powodujg istot-
nego wzrostu peroksydaciji lipidow w ludzkim osoczu
(24-godzinna inkubacja) w przeciwienistwie do halope-
ridolu, ktory wykazuje dziatanie prooksydacyjne.
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