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Streszczenie |

W plytkach krwi pacjentéw chorych na schizofreni¢ typu paranoidalnego (wg DSM-IV), w okresie zaostrze-
nia objawdw psychotycznych, i u zdrowych ochotnikow oznaczono generowanie reaktywnych form tlenu (reac-
tive oxygen species, ROS) oraz peroksydacj¢ lipidow. Pomiary chemiluminescencji emitowanej przez plytki krwi
(stymulowane PAF i niestymulowane) wykonano w automatycznym analizatorze luminescencji Berthold
LB 950, wedtug metody opisanej przez Krola i wsp. (1990). Pomiary peroksydacii lipidow w ptytkach krwi wy-
konano, oznaczajac st¢zenie zwiazkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) wg metody opisanej
przez Rice-Evansa. Ustalono, ze u chorych na schizofreni¢ wystepuje istotnie wyzsze generowanie reaktyw-
nych form tlenu oraz istotnie zwigkszone stezenie TBARS niz u osob zdrowych. U chorych na schizofrenig
roznica w chemiluminescencji emitowanej przez plytki, po stymulacji PAE w odniesieniu do chemiluminescen-
cji ptytek w grupie 0osob zdrowych byla istotnie rozna (p=0,03). Wyniki tego badania wskazuja, ze u osob ze
schizofrenig, w okresie zaostrzenia objawOw psychotycznych, w plytkach krwi wystepuje zwickszone genero-
wanie ROS, prowadzace do stresu oksydacyjnego, oraz zmieniona reaktywnos$¢ w odpowiedzi na stymulacij¢
PAE Zmieniona reaktywnoS¢ plytek krwi po stymulacji PAF u 0sob chorych na schizofreni¢ moze wynikac za-
rowno ze zmian aktywnoSci ptytkowego receptora PAF (desensytyzacja), jak i receptora NMDA (pobudzenie)
oraz zaburzenia aktywacji ptytek krwi na drodze wtornych przemian zwigzanych ze stresem oksydacyjnym.

Stowa kluczowe: schizofrenia, czynnik aktywujacy plytki krwi (PAF), reaktywne formy tlenu (ROS), stres
oksydacyjny

Summary |

Generation of reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation in blood platelets were determined
in patients with paranoid schizophrenia (acc. to DSM-IV) during exacerbation of psychotic symptoms
and in healthy volunteers. Measurements of chemiluminescence emitted by blood platelets (PAF-stimu-
18 lated and non-stimulated) were performed in an automatic luminescence analyzer (Berthold LB 950)
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according to the method described by Krol et al. (1990). Measurements of lipid peroxidation in blood
platelets was performed by measuring the concentration of thobarbituric acid-reactive substances
(TBARS) according to the method described by Rice-Evans. Our results suggest, that persons with schiz-
ophrenia exhibit a significantly higher production of reactive oxygen species and a significantly higher
level of TBARS than in healthy persons. There was a significant difference between PAF-stimulated
platelet chemiluminescence in patients with schizophrenia as compared with healthy persons (p=0.03).
The results of this study suggest, that persons with schizophrenia during exacerbation of psychotic symp-
toms experience an increased production of reactive oxygen species, leading to greater oxidative stress
and an altered response to PAF stimulation. In patients with schizophrenia, altered platelet response to
PAF stimulation may be due to the changes of the platelet PAF receptor activity (desensitization), to an
altered NMDA receptor (stimulation) and to a disturbed platelet activation mediated by secondary events

associated with oxidative stress.

Key words: schizophrenia, platelet activating factor (PAF), reactive oxygen species (ROS), oxidative stress

WSTEP

choza ta charakteryzuje si¢ roznymi obrazami kli-

nicznymi i przebiegiem najczesciej przewlektym,
nawracajacym. Poszukiwania czynnikdw etiopatogene-
tycznych i biochemicznych markerow obwodowych od-
zwierciedlajacych specyficzne zaburzenia wystepujace
w tej chorobie majg istotne znaczenie kliniczne dla jej
lepszej diagnozy, oceny przebiegu i rokowania. Coraz
wigcej dowodow wskazuje, ze stres oksydacyjny moze
byC zaangazowany w patofizjologi¢ schizofrenii, a dys-
funkcja neurondw moze wynika¢ m.in. z uszkodzen
btony komorkowej wywotanych przez peroksydacie,
zwlaszcza zestryfikowanych wielonienasyconych kwa-
sow ttuszczowych (essential polyunsaturated fatty acids,
EPUFAs)"?. Uszkodzenie peroksydacyjne neuronow
moze wigzac si¢ zarOwno ze wzrostem w tkankach
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS), takich jak
anionorodnik (O;"), rodnik hydroksylowy (OH-), tlenek
azotu (NO-) i innych, jak i zaburzefi systemu obrony
antyoksydacyjnej organizmu**. Uszkodzenia te mogg
wplywac na funkcje neurondw, tj. na transport btono-
wy, utrat¢ wytwarzania energii w mitochondriach, eks-
presje gendw, 1 w ten sposob na zalezng od fosfolipi-
dow transdukcje sygnatu przy udziale receptorow, co
moze wyjasniaC wystepujace w schizofrenii zaburzenia
neuroprzekaznictwa?. Hipotezy dotyczace etiopatoge-
nezy schizofrenii, na ktorych opierajg si¢ wspolczesne
metody leczenia tej choroby, dotycza zaburzen funkcji
roznych ukfadow neuroprzekaznictwa w mozgu. Naj-
czesciej sq to koncepcje zaburzen wieloprzekaznikowych,
polegajace na rOznych interakcjach w zakresie przewo-
dzenia impulsdéw nerwowych®”. W piSmiennictwie w kon-
tekScie stresu oksydacyjnego zwraca si¢ uwage na duzg
role przekaznictwa glutaminianergicznego i jego inter-
akcji z uktadem dopaminergicznym®”. Uktad gluta-
minianergiczny i receptor glutaminianergiczny NMDA
(N-metylo-D-asparaginian), najwrazliwszy receptor

P rzyczyny schizofrenii nie sq w petni poznane. Psy-
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INTRODUCTION

( j auses of schizophrenia are still poorly under-
stood. This psychosis being characterized by
very variable clinical symptoms and its course is

usually chronic and with relapses. Search for etiopatho-

genetic factors and biochemical peripheral markers
reflecting specific metabolic alterations associated with
this disease, has a fundamental clinical significance for

a more reliable diagnosis, assessment of clinical course

and prognosis. An increasing body of evidence indi-

cates, that oxidative stress may be involved in patho-
physiology of this disease, while neuronal dysfunction
may be a result of peroxidation-mediated membrane
damage, particularly of estrified essential polyunsatu-
rated fatty acids (EPUFAs)"”. Oxidative damage of
neurons may be associated with both increased level of

ROS in tissues (e.g. anion radical O;-, hydroxyl radical

OH- and nitrogen oxide NO-) and disruption of host’s

system of anti-oxidative defense"**. These alterations

may influence neuronal function, i.e. membrane trans-
port, decreased mitochondrial energy production, gene
expression and thereby — on receptor-mediated, phos-
pholipid-dependent signal transduction. This may explain
disturbed neurotransmission seen in schizophrenia“?.
Hypotheses concerning etiopathogenesis of schizophre-
nia, being a basis for contemporary methods of treat-
ment of the disease, are related to dysfunction of sever-
al neurotransmitter systems in the brain. Most often,
these hypotheses assume the existence of multi-system
disorders, relying on various interactions in the field of
transmission of neural stimuli®”. In the context of oxida-
tive stress, authors emphasize an important role of
glutaminergic transmission and its interactions with
dopaminergic system®”. The glutaminergic system and
glutaminergic receptor NMDA (N-methyl-D-aspartate),
the receptor most sensitive for oxidative damage, play an
important role in many processes contributing to schiz-
ophrenia, including nerve cell differentiation, growth of
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mozgu na uszkodzenia oksydacyjne, odgrywajq istotng
role w wielu procesach zaangazowanych w schizofrenii,
mi¢dzy innymi w rOznicowaniu komorek nerwowych,
wzroscie neurondw i rozwoju sieci potgczen mi¢dzy ni-
mi. Nadmierna aktywnoS$¢ glutaminianergiczna moze
rowniez prowadzi¢ do apoptozy i zniszczenia neuro-
now'”. Na zaburzenia tych procesow moze wplywac
uszkodzenie oksydacyjne btony komorkowej neuronu po-
wstajace, jak przypuszczajg niektorzy autorzy, w wyniku
nadmiernego generowania wolnych rodnikow i ROS"+'
W schizofrenii moze odgrywac role ekscytoksycznose
glutaminianu"”, a glutaminian i jego pochodne moga
wywieraC szkodliwe dziafanie w synapsach nerwowych
poprzez indukowanie powstania wolnych rodnikdw, m.in.
podczas roznych reakeji enzymatycznych wynikajacych
z nadmiernej stymulacji przez nadmiar glutaminianu
receptorow postsynaptycznych: NMDA i AMPA (kwas
o-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropio-
nowy)"”. Wplyw toksyczny glutaminianu w pofaczeniu
z wolnymi rodnikami moze by¢ dodatkowo nasilony
przez uszkodzenie drogi wychwytywania wolnych rod-
nikOw na poziomie presynaptycznym oraz w wyniku zle
funkcjonujacego systemu antyoksydacyjnego"”. Suge-
ruje sie, ze zmieniona funkcja uktadu glutaminianericz-
nego i adrenergicznego w schizofrenii przyczynia si¢ do
wzrostu produkcji tlenku azotu (NO)“>". Tlenek azotu
w warunkach fizjologicznych odgrywa rol¢ mi¢dzy in-
nymi w modulowaniu synaptycznym, przy wspotudziale
glutaminianu, ale moze réwniez wywierac efekt uszka-
dzajacy w wyniku reakcji z anionorodnikiem przez utwo-
rzenie nadtlenoazotynu (ONOQO"), ktory jest silnym utle-
niaczem i zrodtem rodnika hydroksylowego"”. W funkcije
receptora NMDA jest wiaczony rowniez czynnik akty-
wujacy plytki (platelet activating factor, PAF), ktory po-
budza neuroprzekaznictwo wywotane przez receptor
NMDA™". PAF (1-O-alkilo-2-acetylo-sn-glicerylo-3-fo-
sfocholina) pobudza ptytki krwi poprzez dziatanie na
specyficzne receptory znajdujace si¢ na powierzchni
biony komorkowej, odpowiadajace na PAE, powodujac
zmiany prowadzgce do ich aktywacji®'®. Obecnie suge-
ruje sie, ze zmiany w metabolizmie PAF mogg odgry-
wac role w etiologii schizofrenii w zwigzku z wystepo-
waniem wyzszego stezenia PAF u osob chorujacych na
t¢ psychoze”'¥. Bell i wsp. (1997) zasugerowali, ze gen
acetylohydrolazy PAF (PAFAH) moze by¢ genem kan-
dydujacym, biorgcym udziat w rozwoju schizofrenii, ze
wzgledu na jego lokalizacj¢ chromosomalng i rolg PAF
w aktywacji przewodzenia w obrebie receptora NMDA
oraz rozwoju sieci neurondw'’*”. Sugeruje si¢ tez, ze
u 0sOb chorych na schizofreni¢ plytkowy receptor NMDA
jest nadwrazliwy*'*. Poniewaz zmiany stezenia czynni-
ka aktywujacego plytki krwi PAF mogg wywiera¢ wptyw
na funkcje ptytek krwi poprzez dziatanie na okreSlone re-
ceptory plytkowe (PAF lub ptytkowe receptory NMDA)
w tym badaniu podje¢to mi¢dzy innymi probe oceny ge-

20 nerowania ROS w plytkach stymulowanych PAE

neurons and development of a network of connections
between the neurons. Excessive glutaminergic activity may
also lead to apoptosis and destruction of neurons®'.
Disruption of these processes may be influenced by
oxidative damage of neuronal cell membrane, resulting
from excessive generation of free radicals and ROS, as
some authors suppose*'”. Excitotoxicity of glutamate
may play a role in schizophrenia"”, while glutamate
itself and its derivates may exert a deleterious effect in
neural synapses by inducing production of free radicals
during various enzymatic reactions, resulting of exces-
sive stimulation of postsynaptic receptors (NMDA and
AMPA (oi-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazolopro-
pionic acid) by excess of glutamate"”. Toxic influence of
glutamate combined with free radicals may be further
enhanced by disruption of free radical scavenging mech-
anisms at presynaptic level, as well as due to ill-func-
tioning antioxidative system"”. Authors suggest, that
altered function of glutaminergic and adrenergic sys-
tems in schizophrenia contribute to an increased pro-
duction of nitrogen oxide (NO)">". In physiological
conditions, nitrogen oxide together with glutamate play
a role in synaptic modulation, but it may also exert an
deleterious effect by reacting with superoxide anion
radicals to produce peroxynitrite (ONOQO-), a partic-
ularly strong oxidant and a source of hydroxyl radi-
cal™. Functions of the NMDA receptor are mediated
by platelet activating factor (PAF), which enhances neu-
rotransmission resulting of NMDA stimulation®*". PAF
(1-O-alkil-2-acetyl-sn-gliceryl-3-phosphocholin) stimu-
lates blood platelets by acting on specific receptors locat-
ed on the surface of cell membrane, which respond to
PAF by inducing alterations leading to their activation®'?.
Current findings (e.g. higher PAF levels in patients with
schizophrenia) indicate that altered PAF metabolism
may play a role in the aetiology of this disorder"™'®. Bell
etal. (1997) suggested, that the PAF acetylhydrolase
(PAFAH) gene may be a candidate gene, participating
in the development of schizophrenia, due to its chromo-
somal location and the role of PAF in activation of trans-
mission mediated by the NMDA receptor and in the
development of neuronal network"**”. It is also suggest-
ed that in patients with schizophrenia platelet receptor
NMDA is overly sensitive®*. As alterations of serum
PAF level may influence the function of blood platelets
by acting on specific platelet receptors (PAF receptors or
platelet NMDA receptor), in this study we tried to assess
production of ROS in PAF-stimulated platelets.

AIM OF PAPER

The aim of this paper was to determine, if blood platelets
of persons with schizophrenia do generate more reactive
oxygen species (ROS) as measured by chemilumines-
cence, to assess lipid peroxidation as measured by the
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CEL PRACY

Celem pracy bylo ustalenie, czy w ptytkach krwi osob
chorych na schizofreni¢ wystepuje zwigkszone genero-
wanie reaktywnych form tlenu (ROS), mierzone za po-
mocg chemiluminescencji, oraz peroksydacja lipidow,
mierzona przez oznaczenia stezenia TBARS, a takze
ocena zmian w reaktywnosci plytek krwi osob chorych
na schizofreni¢, stymulowanych czynnikiem aktywuja-
cym plytki (PAF).

MATERIAL. ] METODY
BADANE GRUPY OSOB

Krew do badania pobrano od 38 pacjentow (20 mez-
czyzn i 18 kobiet) w wieku 18-36 lat (Srednio 31+4,8 la-
ta), z rozpoznang schizofrenig typu paranoidalnego wg
DSM-1V, w okresie zaostrzenia objawdw psychotycz-
nych, oraz od 38 zdrowych ochotnikow (studentow i pra-
cownikow Uniwersytetu Medycznego w Lodzi), odpo-
wiednio dobranych pod wzgledem wieku i pici.

Sredni czas choroby u pacjentow ze schizofrenia wyno-
sit 4 lata, wszyscy byli leczeni lekami przeciwpsycho-
tycznymi drugiej generacji (LPIIG), takimi jak risperi-
don, kwetiapina, olanzapina. Badaniem objeto chorych
hospitalizowanych w I'1 II Klinice Psychiatrycznej Uni-
wersytetu Medycznego w Lodzi. Wszyscy badani wyra-
zili pisemng zgodg¢ na uczestnictwo w badaniu, zgodnie
z protokofem zaakceptowanym przez Komisj¢ Bioetycz-
nag UM w Lodzi (RNN/899/2000).

KRYTERIA DOBORU
BADANYCH OSOB

Przyjeto nastepujace kryteria wykluczajace z udziatu

w badaniu:

- wystepowanie jakichkolwiek chorob somatycznych
(zwlaszcza chordb uktadu krazenia, zaburzen gospo-
darki lipidowej i cukrzycy), otytoSci, niedozywienia
i urazow czaszkowo-mozgowych oraz skfonnosci do
alergii (atopii);

- wystepowanie chorob psychicznych u badanych
1 w ich rodzinach;

— stosowanie lekow przeciwplytkowych (w ciagu ostat-
nich dwoch tygodni poprzedzajacych pobranie krwi)
oraz innych lekow wptywajacych na zmiany reaktyw-
nosci plytek krwi;

- przyjmowanie psychoaktywnych substancji uzalez-
niajacych (naduzywanie alkoholu, palenie papiero-
sOw i uzywanie innych substancji psychoaktywnych);

— brak diety zrbwnowazonej, suplementacja antyoksy-
dantami;

Dodatkowo u 0sob ze schizofrenia;

— przyjmowanie innych lekow psychotropowych;
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TBARS level and to evaluate alterations of platelet reac-
tivity upon stimulation with PAE

MATERIAL AND METHOD
SUBJECTS

Blood samples for subsequent analyses were obtained
from 38 patients (20 males, 18 females) aged from 18 to
36 y. (mean age 31=4.8 y) with a diagnosis of schizo-
phrenia of the paranoid type according to the DSM-IV
criteria in the period of exacerbation of psychotic symp-
toms, and from 38 healthy volunteers (students and
employees of the Medical University in £0dz) well
matched for age and gender.

Mean duration of schizophrenia in the study group was
4 years and all patients have been treated using 2" gen-
eration antipsychotic drugs, such as risperidone, queti-
apine and olanzapine. The study included patients treat-
ed at the 1* and 2™ Department of Psychiatry of the
Lodz Medical University. All patients expressed written
informed consent to participate in the trial, according
to the protocol approved by Bioethical Committee of
the Medical University in Lodz (RNN/899/2000).

INCLUSION AND EXCLUSION
CRITERIA

The following exclusion criteria have been adopted:

— coexistence of any somatic diseases (particularly car-
diovascular diseases, disorders of lipid metabolism
and diabetes), obesity, malnutrition, craniocerebral
trauma and susceptibility to allergic reactions;

— a history of mental diseases in patients and their
families;

— use of antiplatelet drugs during the two weeks pre-
ceding blood sampling and other preparations, which
might alter platelet reactivity;

— use of psychoactive addictive substances (alcohol,
tobacco, other psychoactive substances);

— lack of balanced diet, supplementation with antiox-
idants;

And additionally in persons with schizophrenia:

— use of other psychotropic drugs;

— presence of extrapyramidal symptoms, dystonia, aka-
thisia, tardive dyskinesias and psychomotor agitation.

All patients had a similar socio-economic background.

METHODS

History concerning the above-mentioned inclusion criteria:

1) Medical history was obtained using a structured ques-
tionnaire, concerning mental status, physical condi-
tion, past diseases, nutritional habits and use of psy-
choactive substances;
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- wystgpowanie objawow pozapiramidowych, dysto-
nii, akatyzji, pdznej dyskinezy oraz pobudzenia psy-
choruchowego.

Wszyscy badani wywodzili si¢ ze Srodowisk o podob-

nym statusie socjalnym.

METODY

Wywiad dotyczacy kryteriow ww. doboru do badania:

1) Przeprowadzono wywiady medyczne za pomoca
ustrukturalizowanego kwestionariusza dotyczacego
stanu zdrowia psychicznego i fizycznego, przeby-
tych chorob oraz nawykow zywieniowych 1 uzywa-
nia substancji psychoaktywnych;

2) Badanie psychiatryczne MINI — Mini International
Neuropsychiatric Interview™;

3) Badanie neurologiczne i stanu somatycznego;

4) Badania laboratoryjne: panel lipidowy (cholesterol,
LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triglicerydy), ste-
zenie glukozy na czczo, morfologia krwi wraz z licz-
ba plytek krwi;

5) Obliczenie BMI wg wzoru (kg/m?).

WARUNKI
POBIERANIA KRWI

Krew (18 cm’) pobierano od osob chorych na schizo-
freni¢ i zdrowych ochotnikow, z zyly przedramiennej,
zawsze w tych samych warunkach, rano, na czczo, mig-
dzy 8.00 a 8.30. Do oznaczefi ROS krew pobierano na
1% roztwor EDTA, a do oznaczen TBARS na roztwor
ACD (kwas cytrynowy; cytrynian; glukoza; 5:1, v/v).
Czynnik aktywujacy plytki (PAF), kwas tiobarbiturowy
(TBA) i kwas trichlorooctowy (TCA) zakupiono w Sig-
ma-Aldrich.

IZOLOWANIE
PEYTEK KRWI

Osocze bogatoplytkowe (PRP) otrzymano poprzez wi-
rowanie Swiezo pobranej ludzkiej krwi 250 x g przez
10 minut w temperaturze pokojowej. Plytki krwi uzyska-
no poprzez wirowanie 500 x g przez 10 minut w tempe-
raturze pokojowe;j, osad plytek przemywano dwukrotnie
buforem Tyrode’a zawierajacym 10 mM Hepes, 140 mM
NaCl, 3 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 5 mM NaHCO;,
10 mM glukozy, pH 7.4. Liczbe plytek w zawiesinie bu-
foru Tyrode’a obliczano spektrofotometrycznie, mie-
rzac absorbancje przy A=800 nm w spektrofotometrze
SEMCO®. Zawiesing plytek krwi o stezeniu 5x10%/ml
inkubowano z PAF (10° M) przez 2 minuty w 37°C.
W plytkach krwi stymulowanych PAF i niestymulo-
wanych mierzono poziom ROS metoda chemilumine-
scencji. Preparatyke ptytek krwi prowadzono w plasti-
kowych probowkach.

2) Psychiatric examination, the MINI battery (Mini
International Neuropsychiatric Interview)®”;

3) Neurological and general physical examination;

4) Laboratory tests: lipid profile (total cholesterol, LDL-
cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides), fasting
plasma glucose, blood count including platelets;

5) BMI according to standard formula (kg/m?).

BLOOD SAMPLING CONDITIONS

18 cm’® of blood was obtained by puncture of an antic-
ubital vein, always in the same conditions (fasting,
between 8:00 and 8:30 a.m.). To determine ROS, blood
was mixed with 1% EDTA, while for TBARS assay
- with standard ACD solution (citric acid, citrate, glu-
cose; 5:1; v/v). Platelet activating factor, thiobarbituric
acid and trichloroacetic acid have been purchased at
the Sigma-Aldrich company.

ISOLATION
OF BLOOD PLATELETS

Platelet-rich plasma was obtained by centrifugation of
fresh human blood at 250 x g for 10 minutes at room
temperature. Platelets were isolated by centrifugation at
500 x g for 10 minutes at room temperature; platelet pel-
let was rinsed twice with Tyrode buffer, composed of Hepes
10 mM, NaCl 140 mM, KCI 3 mM, MgCl, 0.5 mM,
NaHCO, 5 mM, glucose 10 mM, at pH 7.4. Platelet
number in the Tyrode buffer was determined spectropho-
tometrically, by measuring absorbance at A=800 nm
(SEMCO spectrophotometer)?. Platelet suspension
at a concentration of 5x10%/ml was incubated with PAF
(10° M) for 2 minutes at 37°C. ROS level was meas-
ured in stimulated and in non-stimulated platelets using
the chemilumenescence technique. Platelet preparation
was carried out in plastic test tubes only.

DETERMINATION OF CONCENTRATION
OF TBARS®

After incubation for a defined time, 0.5 ml of suspension
of blood platelets (PAF-stimulated and non-PAF-stimu-
lated) was added to 0.5 ml 15% TCA in 0.25 M HCl and
0.5 ml 0.37% TBA in 0.25 M HCI. Samples were mixed
and heated in boiling water-bath for 10 minutes. Next,
platelet suspension was centrifuged for 15 minutes (cen-
trifuge 8000 rev/min; SIGMA 3K30). Absorbance of
supernatant was determined in a SEMCO spectropho-
tometer, at a wavelength A=535 nm in a 1 cm-thick
cuvette. Concentration of TBARS was calculated based
on absorbance value, using molar absorption coeffi-
cient (e = 1.56 x 10° M"' x cm™)®®. TBARS values were
expressed as concentration in nmol/ml. All tests were
performed in duplicate.
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OZNACZANIE STEZENIA
ZWIAZKOW REAGUIACYCH
Z KWASEM TIOBARBITUROWYM (TBARS)®

Do 0,5 ml zawiesiny plytek krwi (niestymulowanych
lub stymulowanych PAF), po inkubacji w okreSlonym
czasie, wprowadzano 0,5 ml 15% TCA w 0,25 M HCI
i0,5 ml 0,37% TBA w 0,25 M HCI. Proby mieszano
i ogrzewano we wrzacej fazni wodnej przez 10 minut.
Nastepnie zawiesing plytek odwirowywano przez 15 mi-
nut (8000 obr./min, wiréwka SIGMA 3K30). Absor-
bancj¢ supernatantu oznaczano w spektrofotometrze
SEMCO przy diugosci fali A=>535 nm, w kuwecie o gru-
bosci warstwy 1 cm. Stezenie TBARS obliczano na pod-
stawie wartoSci absorbancji, korzystajac z molowego
wspOlczynnika absorpcji (e = 1,56 x 10° M x cm™)®".
Warto$ci TBARS zostaly wyrazone w postaci st¢zenia
w nmol/ml. Wszystkie badania wykonano w dwukrot-
nych powtorzeniach.

OZNACZENIE POZIOMU
REAKTYWNYCH FORM TLENU
METODA CHEMILUMINESCENCII?

Do 1 ml zawiesiny ptytek krwi wprowadzano 20 ul
2 mM luminolu w buforowanej soli fizjologicznej. Po-
miar chemiluminescencji przeprowadzano w ciaggu 5 mi-
nut w analizatorze luminescencji typu Berthold LB 950
(rejestrowano catkowitg chemiluminescencie). Warto-
Sci chemiluminescenciji wyrazano jako catkowitg liczbe
impulséw chemiluminescencii.

ANALIZA STATYSTYCZNA

W celu wyeliminowania wynikow skrajnych wykonano
test Grubbsa. Istotnos¢ statystyczng w generowaniu ROS
i stezeniu TBARS w plytkach krwi grupy osob zdro-
wych i chorych na schizofreni¢ obliczono za pomocg
testu U Manna-Whitneya. Wszystkie wartosci byly wy-
razone jako Srednia +=SEM. Wartosci genenerowania
ROS w badanych grupach obliczono dla piytek stymu-
lowanych i niestymulowanych PAFE Istotno$¢ rdznic
w emisji chemiluminescencji przez plytki krwi (stymu-
lowane i niestymulowane) mi¢dzy badanymi grupami
0s0b chorych i1 zdrowych obliczono za pomocg testu
U Manna-Whitneya. Obliczenia wykonano za pomoca
programu Statistica 6.0, firmy StatSoft Inc.

WYNIKI

W plytkach krwi pacjentow chorych na schizofreni¢ wy-
kazano istotnie wyzsze generowanie reaktywnych form
tlenu (mierzone za pomoca emisji chemiluminescencji)
niz w plytkach osob zdrowych, p=0,01 (rys. 1). W piyt-
kach osob chorych na schizofreni¢ wystgpowato row-
niez istotnie wyzsze stezenie TBARS niz w ptytkach
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MEASUREMENT OF REACTIVE OXYGEN
SPECIES BY CHEMILUMINESCENCE ASSAY®

20 wl of 2 mM luminol in buffered physiologic saline was
added to 1 ml of platelet suspension. Chemilumines-
cence was measured during 5 minutes in luminescence
analyzer (Berthold LB 950), whereby total chemilumi-
nescence was recorded. Chemiluminescence value was
expressed as total number of luminescence impulses.

STATISTICAL ANALYSIS

The Grubbs’ test was performed in order to eliminate
extreme results. Statistical significance in assessing ROS
production and TBARS concentration in blood platelets
in persons with schizophrenia and in healthy controls
was calculated using the Mann-Whitney U-test. All cal-
culated values were expressed as mean =+ standard error
of mean (SEM). Intensity of ROS production in the
study population was calculated for PAF-stimulated and
non-PAF-stimulated platelets. Significance of difference
in chemiluminescence emission by blood platelets (both
stimulated and non-stimulated) between patients and
healthy controls was calculated using the Mann-Whit-
ney U-test. Calculations were performed using the Sta-
tistica v. 6.0 software (StatSoft Inc.).

RESULTS

Blood platelets of patients with schizophrenia showed
a significantly higher production of reactive oxygen
species (measured by chemiluminescence emission) than
in healthy controls (p=0.01) (fig. 1). Blood platelets of
persons with schizophrenia showed also significantly
higher level of TBARS than platelets of healthy controls,
p=2.27x10° (fig. 2). After stimulation of platelets with
PAE changes of chemiluminescence were noticed as com-
pared with non-stimulated platelets in both study groups.
In the group of persons with schizophrenia, chemilumi-
nescence values in PAF-stimulated blood platelets as
compared with non-stimulated platelets were significant-
ly different than in healthy controls, p=0.03. Response of
blood platelets to PAF-stimulation in persons with schiz-
ophrenia vs. healthy controls as expressed by ROS pro-
duction was equivalent to 408% and 100%, respectively.
In the group of patients with schizophrenia, ROS pro-
duction after PAF stimulation was 4-fold lower to that
seen in healthy controls. This result may suggest an
altered reactivity of blood platelets in patients with schiz-
ophrenia to PAF-stimulation as compared with respon-
siveness of platelets of healthy people.

DISCUSSION

Until now, there is no generally accepted method of
determination of free radical and reactive oxygen species
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Rys. 1. Chemiluminescencja jako wskaznik generowania
ROS w plytkach 0sob zdrowych i chorych na schi-
zofrenig. Wyniki wyrazono jako X = SEM

Fig. 1. Chemiluminescence as an indicator of ROS gener-
ation in blood platelets of healthy persons and of
persons with schizophrenia. Results expressed as
mean X = SEM

0s0b zdrowych, p=2,27 x 10° (rys. 2). Po stymulacji
plytek krwi czynnikiem PAF zaobserwowano w obu ba-
danych grupach zmiany w emisji chemiluminescencji
w odniesieniu do ptytek niestymulowanych. Wartosci
chemiluminescencji ptytek krwi stymulowanych PAF
w porownaniu z ptytkami niestymulowanymi PAF w gru-
pie 0sob chorych na schizofreni¢ i grupie zdrowych
ochotnikdw byty istotnie rézne, p=0,03. Odpowiedz
plytek krwi na stymulacj¢ PAE wyrazana generowaniem
ROS, w grupie 0sdb chorych na schizofreni¢ wynosita
408% w odniesieniu do grupy kontrolnej (0sob zdro-
wych) przyjetej za 100%. Generowanie ROS w grupie
0s0b ze schizofrenig po stymulacji PAF byto cztero-
krotnie mniejsze niz w grupie 0sob zdrowych. Ten wy-
nik Swiadczy o zmienionej reaktywnosci ptytek krwi
0s0b chorych na schizofreni¢, w odpowiedzi na dziata-
nie agonistag PAE w pordwnaniu z odpowiedzig ptytek
0s0b zdrowych.

DYSKUSJA

Dotychczas nie ustalono metody oznaczania generowa-
nia wolnych rodnikow lub reaktywnych form tlenu w neu-
ronach. Generowanie wolnych rodnikéw mozna ozna-
cza¢ w plytkach krwi, ktore uwaza si¢ za obwodowy
model do oznaczef niektorych przemian biochemicz-
nych zachodzgcych w neuronach ze wzgledu na ich
podobienstwo do ptytek krwi, w zakresie posiadania
wspoOlnych receptorow i uktadow wtdrnych przekazni-
kow, a takze innych cech morfologicznych i bioche-
micznych®>". Indukowane przez ROS uszkodzenia
peroksydacyjne btony komdrkowej dotyczg utleniania
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, czyli fosfo-
lipidow, ktorych struktura i rozmieszczenie w bfonach
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Rys. 2. Stezenie TBARS w piytkach 0sob zdrowych i chorych
na schizofrenie. Wyniki wyrazono jako x = SEM
Fig. 2. TBARS concentration in blood platelets of healthy
persons and of persons with schizophrenia. Results
expressed as mean X = SEM

production in neurons. The generation of free radicals
may be measured in blood platelets, which are consid-
ered a good peripheral model for assessment of some
biochemical processes taking part in neurons, due to
their similarity to blood platelets in view of common
receptors and second messenger systems, as well as other
morphological and biochemical features”®*". Peroxida-
tive damage to cell membrane, induced by ROS, relies
in oxidation of polyunsaturated fatty acids, i.e. phos-
pholipids, whose structure and distribution on cell
membranes of neurons and blood platelets is similar®”.
Therefore, blood platelets may be considered a good
peripheral model for assessment of generation of ROS
and for studying oxidative damage. Oxidative stress in
blood platelets is associated with their activation, i.e.
starting the cascade of transformations of arachidonic
acid, leading to increased production of one compo-
nent of the cascade — malonyl dialdehyde — considered
one of platelet markers of the peroxidation of phos-
pholipids of platelet membrane, which may be deter-
mined in a reaction with thiobarbituric acid*®**. This
reaction enables to determine products of peroxidation
of lipids of cell membrane too, resulting from of activ-
ity of free radicals, not associated with arachidonic
acid cascade®. Elevated concentration of TBARS is an
indicator of increased lipid peroxidation, arguing for
ongoing oxidative stress. This study revealed a signifi-
cant increase of TBARS level in patients with schizo-
phrenia, with concomitant increase of ROS generation
in blood platelets, indicating severe oxidative stress in
these persons. These results are concordant with other
authors’ studies, supporting the presence of indicators
of oxidative stress in various cells and fluids of the body,
e.g. erythrocytes, cerebrospinal fluid, urine and serum®”.
ROS may arise in blood platelets as a result of several
other metabolic processes, during activation of NADPH
oxidase, xanthine oxidase and nitrogen oxide synthase, as
well as during stimulation of platelets by agonists“**".
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komorkowych neurondw i ptytek krwi sg podobne®.
Tak wiec plytki krwi mozna uznac za dobry obwodowy
model do oznaczania generowania ROS i badania uszko-
dzef peroksydacyjnych. Stres oksydacyjny w plytkach krwi
jest zwigzany z ich pobudzeniem, a wi¢c uruchomieniem
kaskady przemian kwasu arachidonowego, z powstawa-
niem m.in. zwi¢kszonej ilosci jednego ze sktadnikow tej
kaskady, dialdehydu malonowego uznanego za jeden
z ptytkowych markerow poziomu peroksydacii fosfolipi-
dow btony ptytkowej, ktory moze by¢ oznaczany w re-
akgji z kwasem tiobarbiturowym™*. W tej reakcji moga
tez by¢ oznaczane produkty peroksydacji lipidow btony
komorkowej powstajace w wyniku dziatania wolnych
rodnikow, niezwigzane z kaskadg przemian kwasu ara-
chidonowego®”. Zwickszone st¢zenie zwigzkow reaguja-
cych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) jest wykiad-
nikiem zwickszonej peroksydacji lipidow, Swiadczacym
o stresie oksydacyjnym. W badaniu przedstawionym
W pracy stwierdzono istotnie zwickszone stezenie TBARS
u chorych na schizofreni¢ i jednoczes$nie zwickszong ge-
neracj¢ ROS w plytkach krwi, co wskazuje na zwigkszo-
ny stres oksydacyjny u tych osob. Wyniki te sg zgodne
z badaniami innych autorow, zwracajacymi uwage na
wystepowanie u chorych na schizofreni¢ roznych wskaz-
nikow stresu oksydacyjnego w réznych komorkach i ply-
nach ciafa, np. erytrocytach, ptynie moézgowo-rdzenio-
wym, moczu czy osoczu®*. ROS moga powstawac
w plytkach krwi rowniez w kilku innych przemianach
metabolicznych, w czasie aktywacji oksydazy NADPH,
oksydazy ksantynowej i syntazy tlenku azotu, rowniez
w czasie stymulacji ptytek agonistami“**". Potencjalnym
Zrodiem ROS w ptytkach krwi stymulowanych agoni-
stami moga byC procesy zwigzane z metabolizmem kwa-
su arachidonowego, przy udziale cyklooksygenazy lub
12-lipooksygenazy, a takze przemian fosfoinozytolu i cy-
klu glutationowego“"*?. PAF jest silnym agonistg ptytek
krwi, ktory dziata poprzez specyficzne receptory na po-
wierzchni btony odpowiadajace na PAE stymulujac hy-
droliz¢ arachidonianu z fosfolipidow i inicjujac syntezg
eikozanoidow. Wplywa rowniez na aktywacje kinazy biat-
kowej C i fosfolipazy C, uruchamiajac przemiany prowa-
dzace do aktywacji ptytek krwi (generowania ROS)“.
Stymulacja receptora PAF w komdrce powoduje modu-
lowanie poziomu Ca’*, ktdry z kolei aktywuje enzymy,
takie jak syntaza tlenku azotu, kalpaina, wptywa tez na
transkrypcje genow. W przeprowadzonych badaniach
ustalono, ze u chorych na schizofrenie, obok zwigkszo-
nego generowania ROS w plytkach i wyzszego st¢zenia
TBARS, wystepuje ich zmieniona reaktywnos¢ po sty-
mulacji PAE Stwierdzono, ze odpowiedZ piytek krwi na
stymulacj¢ PAF w odniesieniu do odpowiedzi plytek nie-
pobudzanych agonista u chorych na schizofrenig jest
czterokrotnie mniejsza niz w grupie 0osOb zdrowych.
Poniewaz wrazliwo$¢ na PAF w badanej grupie osob
chorych na schizofreni¢ jest inna niz u 0sob zdrowych,
moze to sugerowac zwigzek ze zmianami stezenia en-
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A potential source of ROS in agonist-stimulated blood
platelets may be processes associated with arachidonic
acid metabolism in the presence of cyclooxygenase or
12-lipooxygenase, as well as the metabolism of phos-
phoinositol and the glutathione cycle“'*?. PAF is strong
agonist of platelets, acting by specific receptors on mem-
brane surface, which on contact with PAF stimulate
hydrolysis of arachidonic acid from phospholipids and
initiates the synthesis of eicosanoids, as well as influences
activation of protein kinase C and phospholipase C,
starting a sequence of transformations leading to acti-
vation of platelets and generation of ROS*. Stimula-
tion of cellular PAF receptor results in modulation of
Ca** level, which in turn activates such enzymes as nitro-
gen oxide synthase, calpain and influences gene tran-
scription. Our study revealed, that in patients with schiz-
ophrenia, besides an increased production of ROS in
platelets and higher level of TBARS, there is also an
altered reactivity to PAF stimulation. It was noticed,
that platelet response to PAF stimulation, as compared
with response of platelets non-stimulated by an agonist,
in patients with schizophrenia is four-fold lower than in
healthy controls. As sensitivity to PAF in the group of
patients with schizophrenia studied is different than in
healthy people, this may suggest an association between
schizophrenia and altered level of endogenous PAF
and/or altered reactivity of platelet receptor to PAF
and/or platelet receptor to NMDA. Berk and Plein
demonstrated that blood platelets from patients with
schizophrenia have a lower calcium content and their
response to glutamate is increased®'*”. Furthermore,
Teather et al. demonstrated that PAF may enhance the
activity of cerebral NMDA receptor as a result of previ-
ous release of glutamate"”. These reports suggest that
in persons with schizophrenia an altered reactivity of
PAF receptor to its agonist may be associated with hyper-
sensitivity of platelet receptor to glutamate and require
further confirmation. Some authors’ reports suggest
an increased level of endogenous PAF in patients with
schizophrenia"*", with might also contribute to explain
a worse function of PAF receptor by its desensitization.
PAF is a well known proinflammatory factor, therefore
hypotheses suggesting its role in the pathogenesis of
schizophrenia correspond well with autoimmune theo-
ry of this disease and sometimes noticed activation of
inflammatory response*”. Finally, activation of platelet
NMDA receptors results ultimately in several alterations
leading to increased level of cyclic adenozine-mono-
phosphate ((CAMP), and thus is associated with inhibi-
tion of platelet activation**. Relative paucity of ROS
generation upon PAF stimulation in patients with schiz-
ophrenia than in healthy people, with concomitant sig-
nificantly greater generation of ROS by unstimulated
platelets explain, to a certain degree, other authors’
results reported above, but the precise mechanism of
these alterations requires further studies. We may assume,
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dogennego PAF w schizofrenii i/lub zmieniong reaktyw-
noscig plytkowego receptora PAF i /lub receptora NMDA.
Berk i Plein wykazali, ze plytki krwi u 0sob chorych na
schizofreni¢ majg obnizony poziom wapnia, a ich od-
powiedz na dziatanie glutaminianu jest wzmozona®*.
7 kolei Teather i wsp. udowodnili, ze PAF moze stymu-
lowac aktywacje mozgowego receptora NMDA w wy-
niku wezeSniejszego uwalniania glutaminianu™. Te do-
niesienia sugeruja, ze u 0sob ze schizofrenig zmieniona
reaktywnos¢ receptora PAF na jego agonist¢ moze by¢
zwigzana z nadwrazliwoscig plytkowego receptora dla
glutaminianu 1 wymagajq dalszego potwierdzenia. Prace
niektorych autorow, sugerujace wzrost stezenia endo-
gennego PAF u 0sob ze schizofrenig"®'”, rowniez mo-
glyby odgrywac rol¢ w wyttumaczeniu ostabienia funk-
cji receptora PAF poprzez jego desensytyzacje. PAF jest
znanym czynnikiem dziatajacym prozapalnie, w zwigz-
ku z tym hipotezy dotyczace jego udziatu w patogene-
zie schizofrenii dobrze korespondujq z autoimmuniza-
cyjng koncepcja tej choroby i stwierdzanym niekiedy
pobudzeniem odpowiedzi zapalnej*’. Wreszcie pobu-
dzenie ptytkowych receptorow NMDA powoduje w kon-
sekwencji wiele zmian prowadzacych do wzrostu cyklicz-
nego adenozynomonofosforanu (cCAMP), a wigc wigze
si¢ z hamowaniem aktywacji plytki“**’. Stwierdzane
u chorych na schizofreni¢ relatywnie mniejsze niz u 0sob
zdrowych generowanie ROS po stymulacji PAE przy
jednoczesnie istotnie wickszym generowaniu ROS przez
plytki niestymulowane, thumaczg w pewnym stopniu cy-
towane wyzej wyniki badaf innych autorow, ale mecha-
nizm tych zmian wymaga dalszych badaf. Mozna przy-
puszczad, ze zmiany w reaktywnoSci plytek krwi u 0sob
chorych na schizofreni¢ w odpowiedzi na stymulacje
PAF mogg wynikac nie tylko ze zmian w aktywnosci plyt-
kowych receptoréw PAF i NMDA, ale roOwniez z zabu-
rzenia aktywacji ptytek krwi powstajacej na skutek wtor-
nych przemian zwigzanych ze stresem oksydacyjnym.

WNIOSKI

1. W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze
plytki krwi 0s0b chorych na schizofreni¢ z objawami
pozytywnymi generujg istotnie wigcej reaktywnych
form tlenu niz ptytki osob zdrowych. W ptytkach krwi
tych 0sOb wystepuje rOwniez istotnie wyzsze stezenie
zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) w pordéwnaniu z osobami zdrowymi.

2. Zwigkszone generowanie reaktywnych form tlenu
i istotnie wyzsze stezenie TBARS w plytkach krwi
0s0b chorych na schizofreni¢, w okresie zaostrzenia
objawow psychotycznych, wskazuje na wystepowa-
nie u tych osob stresu oksydacyjnego.

3. Reaktywnos¢ ptytek krwi osob chorych na schizo-
frenig, z pozytywnymi objawami tej choroby, po sty-
mulacji PAFE istotnie rozni si¢ od reaktywnosci ply-
tek krwi 0sob zdrowych. Plytki krwi osob chorych

that altered reactivity of blood platelets in patients with
schizophrenia in response to PAF stimulation may be
caused not only by a modified activity of platelet PAF
and NMDA receptors, but also by a disturbed activa-
tion of platelets due to secondary lesions associated
with oxidative stress.

CONCLUSIONS

1. This study revealed, that blood platelets of persons
with positive symptom schizophrenia generate sig-
nificantly more reactive oxygen species than platelets
of healthy persons. Platelets of persons with schizo-
phrenia feature a significantly higher level of thiobar-
bituric acid reactive substances (TBARS) as com-
pared with healthy controls.

2. Enhanced production of reactive oxygen species and
a significantly higher TBARS level in platelets of
patients with schizophrenia in psychotic symptom
exacerbation phase, indicates the existence of severe
oxidative stress in these persons.

3. Upon stimulation with PAE reactivity of blood
platelets of persons with positive symptom schizo-
phrenia differs significantly from reactivity of plate-
lets of healthy persons. Upon PAF stimulation, blood
platelets of persons with schizophrenia generate
four-fold less ROS (as compared with baseline val-
ues of non-stimulated platelets) than platelets of
healthy persons.

4. Decreased reactivity of blood platelets in patients with
schizophrenia after PAF stimulation, as expressed by
lower production of ROS, may be due to both altered
activity of platelet PAF receptor (desensitization)
and/or NMDA receptor (stimulation), or to disturbed
activation of blood platelets, resulting of secondary
biochemical events associated with oxidative stress.

5. Causes of altered response of blood platelets in per-
sons with schizophrenia and probably associated
therewith change of function of some platelet recep-
tors require further studies.
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na schizofreni¢ po stymulacji PAF generujg cztero-
krotnie mniej ROS (w odniesieniu do wartosci kon-
trolnych — ptytek niestymulowanych) niz plytki krwi
0s0b zdrowych.
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na schizofreni¢, wystepujaca po stymulacji PAE wyra-
zona mniejszym generowaniem ROS, moze wynika¢
zarOwno ze zmian aktywnosSci ptytkowego recepto-
ra PAF (desensytyzacja), jak i/lub receptora NMDA
(pobudzenie) oraz zaburzefi aktywacji ptytek krwi,
powstajacych na skutek wtdrnych reakcji biochemicz-
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Uprzejmie przypominamy, ze zgodnie z rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia
z dn. 2 pazdziernika 2004 roku w sprawie sposobow dopetnienia obowigzku
doskonalenia zawodowego lekarzy i lekarzy dentystow publikacja artykutu w czasopiSmie
»PSYCHIATRIA I PSYCHOLOGIA KLINICZNA” - indeksowanym w Index Copernicus
— umozliwia doliczenie 20 punktow edukacyjnych za kazdy artykut
do ewidencji doskonalenia zawodowego.
Podstawa weryfikacji jest notka bibliograficzna z artykutu.
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