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Streszczenie |

W badaniach klinicznych wykazano, ze amisulpryd — lek przeciwpsychotyczny drugiej generacji — nie powoduje wzro-
stu peroksydaciji lipidow osocza. Nie wiadomo, w jaki sposob lek ten wplywa na aktywno$¢ kluczowych enzymow
obrony antyoksydacyjnej oraz niskoczasteczkowe antyoksydanty, w tym grupy tiolowe osocza. Celem badania byto
ustalenie wptywu amisulprydu w dawkach rekomendowanych do leczenia ostrego epizodu schizofrenii na wolne tiole
w ludzkim osoczu w modelu in vitro oraz peroksydacje lipidéw, mierzong za pomocg oznaczenia stgzenia TBARS.
Material i metody: Krew do badan pobrano od 10 zdrowych ochotnikéw pici meskiej (w wieku 24-26 lat) na roztwor
ACD. Substancje aktywna amisulprydu rozpuszczono w 0,01% dimetylosulfotlenku do stgzefi koficowych (278 ng/ml
578 ng/ml) i inkubowano z osoczem 24 godziny w temperaturze 37°C. Do kazdego doswiadczenia wykonano proby
kontrolne. Oznaczenia poziomu wolnych tioli przeprowadzono metoda Ellmana, a stezenia zwiazkow reagujacych
z kwasem tiobariturowym — metoda spektrofotometryczng (Rice-Evans, 1991). Do analizy wynikow zastosowano
sparowany test t-Studenta (StatSoft Inc., Statistica v. 6.0). Wyniki: Amisulpryd po 24-godzinnej inkubacji z osoczem
w poréwnaniu z probami kontrolnymi (bez leku) spowodowat wzrost poziomu wolnych tioli w osoczu — istotny sta-
tystycznie dla stezenia 578 ng/ml (p<0,03). W stezeniu tym po 24-godzinnej inkubacji z osoczem lek spowodowat
rowniez istotny spadek peroksydacji lipidow (p<0,003). Wnioski: Amisulpryd w st¢zeniu 578 ng/ml, odpowiadaja-
cym dawkom leku stosowanym w leczeniu ostrego epizodu schizofrenii, wywiera dziatania antyoksydacyjne, powo-
dujac istotny spadek peroksydaciji lipidéw osocza oraz zwigkszajac stezenie wolnych tioli w osoczu.

Stowa kluczowe: amisulpryd, leki przeciwpsychotyczne, wolne tiole, peroksydacja lipidow, schizofrenia

Summary |

Clinical studies indicate that amisulpride — the second generation antipsychotic — does not cause any increase
in plasma lipid peroxidation. We do not know in what way this medicinal drug affects the activity of the key enzymes
of antioxidative protection and low-molecular antioxidants, including the plasma thiol groups. The study was aimed
at establishing the effects of amisulpride, in doses recommended for treatment of acute episode of schizophrenia,
on free thiols in human plasma under in vitro conditions and lipid peroxidation measured by the level of TBARS.
Material and methods: Blood for the study was collected from 10 healthy male volunteers (aged 24-26 years) for ACD
solution. Active substance of amisulpride was dissolved in 0.01% dimethyl sulfoxide to the final concentrations
(278 ng/ml and 578 ng/ml) and incubated with plasma for 24 hours at 37°C. Control samples were performed for
each experiment. The free thiols level was measured using the Ellman method, whereas the levels of thiobarbituric
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acid-reactive substances by spectrophotometric method (acc. to Rice-Evans, 1991). The results were analysed using
the paired Student t-test (StatSoft Inc., Statistica v. 6.0). Results: Amisulpride after 24 hours’ incubation with plasma,
as compared to control samples (without drug), caused an increase in the level of free thiols in plasma — statistically
significant for concentration 578 ng/ml (p<0.03). At this concentration after 24 hours’ incubation with plasma the
drug caused also a significant decrease in lipid peroxidation (p<0.003). Conclusions: Amisulpride in concentration
578 ng/ml, corresponding to doses used for treatment of acute episode of schizophrenia, induces antioxidative effects,
causing a significant decrease in plasma lipid peroxidation and increasing the concentration of free thiols in plasma.

Key words: amisulpride, antipsychotics, free thiols, lipid peroxidation, schizophrenia

WSTEP

l l chorych na schizofreni¢ wystepuje stres oksydacyj-
ny, wyrazany w zmianach stezenia lub aktywnosci
roznych biomarkeroéw zardwno obrony antyoksy-

dacyjnej, jak i procesow prooksydacyjnych®. W zwigz-
ku z tym istotne znaczenie ma ustalenie dziatania lekow
przeciwpsychotycznych stosowanych w leczeniu schizofre-
nii na markery redoks. Wigkszos¢ lekow przeciwpsychotycz-
nych drugiej generacji przewaznie byla opisywana jako leki
niewywierajace dzialania prooksydacyjnego lub nawet wy-
kazujace tendencje¢ do dziatania antyoksydacyjnego®19.

W badaniach wtasnych w modelu in vitro ustalono, ze nie-

ktore leki przeciwpsychotyczne drugiej generacji w steze-

niach odpowiadajacych dawkom leku rekomendowanym do
leczenia ostrego epizodu schizofrenii nie dziataja prooksy-
dacyjnie, a nawet powoduja zalezny od stezenia leku spadek

peroksydaciji lipidow osocza®. Podobnie w badaniach in vi-

tro na liniach komérkowych stwierdzono neuroprotekcyjne

dziatanie niektorych z tych lekow!>. Jednak nie prowadzo-
no takich badaf z amisulprydem, podobnie nie okreslano
wplywu tego leku na grupy tiolowe osocza. W badaniach
wiasnych stwierdzono, ze amisulpryd hamuje peroksydacie
lipidow osocza — dzialanie to nasila si¢ po inkubacji leku

w osoczu wraz z kwercetyng lub resweratrolem'®. Uwzgled-

niajac rezultaty tych badaf oraz wyniki wskazujace na istot-

ng role grup tiolowych (w tym glutationu - GSH) w pa-
togenezie schizofrenii, podjeliSmy badania nad wplywem
amisulprydu na stgzenie wolnych tioli w osoczu'-2%,

CEL BADANIA

Celem badania jest poréwnanie wptywu amisulprydu
na poziom wolnych tioli w warunkach doswiadczenia,
w modelu in vitro, oraz porOwnanie wplywu na peroksyda-
cje lipidow ludzkiego osocza mierzong za pomocg ozna-
czenia stezenia zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbi-
turowym (TBARS).

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowifo Swieze osocze wyizolowa-
ne z krwi pobranej na antykoagulant ACD (kwas cytry-
nowy/cytrynian sodu/dekstroza; 5:1 v/v). Krew pobrano

INTRODUCTION

expressed in changes of concentration or activity

of various biomarkers both of antioxidative defence
and pro-oxidative processes"¥. Therefore, it is particularly
important to establish the effects of antipsychotics used for
treatment of schizophrenia on redox markers. Most of the
second generation antipsychotics were usually described
as drugs which do not induce pro-oxidative effects or even
have a tendency to antioxidative effects®!9.
In our own study in in vitro model we have established that
certain second generation antipsychotics in concentrations
corresponding to the doses of the drug recommended for
treatment of acute episode of schizophrenia, which did not
act pro-oxidatively or even cause a drug-concentration-de-
pendent decrease in plasma lipid peroxidation®. Similarly,
in in vitro studies of cellular lines the neuroprotective effects
of some of these drugs were found">. However, no such
studies have not been carried out with amisulpride, and no
effects of this drug on plasma thiol groups were determined.
In our own study we found that amisulpride inhibited plas-
ma lipid peroxidation — these effects were enhanced after
incubation of the drug in plasma with quercetin or resvera-
trol"®. Taking into account the results of these studies and
the outcomes pointing to a significant role of thiol groups
(including glutathione — GSH) in pathogenesis of schizo-
phrenia, we undertook studies of amisulpride effects on
plasma concentration of free thiols720,

: ; chizophrenic patients experience oxidative stress

AIM OF THE STUDY

The study is aimed at a comparison of the effects of amis-
ulpride on the level of free thiols under experimental con-
ditions, in vitro model, and comparison of the effects on
human plasma lipid peroxidation, measured by the levels
of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS).

MATERIAL AND METHODS

The research material consisted of fresh blood plasma ob-
tained from blood samples was mixed with anticoagulant
ACD (citric acid/sodium citrate/dextrose; 5:1 v/v). Blood
samples were obtained from 10 healthy male subjects
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od 10 zdrowych me¢zczyzn (studentow Uniwersytetu Me-
dycznego w Lodzi) w wieku 24-26 lat (Srednio 25=0,6 roku).
Do oceny stanu zdrowia psychicznego zastosowano M.LN.L
— Mini-International Neuropsychiatric Interview®”. Przepro-
wadzono badania internistyczne, neurologiczne i laborato-
ryjne oraz kwestionariuszowe wywiady dotyczace przeby-
tych chordb, nawykow zywieniowych, stosowanych lekow,
antyoksydantow pochodzenia roslinnego i farmaceutyczne-
go oraz uzywanych substancji psychoaktywnych. Do badan
przyjeto osoby pochodzenia polskiego, zyjace w podobnych
warunkach socjoekonomicznych, zdrowe (bez zaburzefi psy-
chicznych i choréb somatycznych), niewykazujace cech ze-
spotu metabolicznego (w tym zaburzef gospodarki lipido-
wej 1 weglowodanowej), z prawidtowym BMI, stosujace diete
zrownowazona, ktore nie uzywaly substancji psychoaktyw-
nych (narkotykdw, alkoholu, nikotyny), nie suplementowa-
ty antyoksydantow pochodzenia roSlinnego lub farmaceu-
tycznego oraz preparatow zawierajacych wielonienasycone
kwasy tluszczowe. Wykluczono mozliwos¢ wystepowania we
krwi badanych ochotnikow lekow lub ich metabolitow, przyj-
mujac kryterium nieuzywania zadnych lekow, w tym rowniez
doraZnie, w czasie ostatniej doby lub w czasie odpowiednio
dtuzszym. Na badania wyrazita zgod¢ Komisja Etyczna Uni-
wersytetu Medycznego w Lodzi — numer RNN/899/2000.
Ochotnicy uzyskali informacj¢ na temat celu i metod ba-
dawczych oraz wyrazili pisemna zgodg na udziat w badaniu.

IZOLOWANIE OSOCZA I INKUBACJA
OSOCZA Z LEKIEM

Pobrang krew (2x9 ml) wirowano 20 minut przy
2500 obr./min w wirowce SIGMA 3K30, w temperaturze
20°C w celu otrzymania osocza. Do 0,5 ml osocza doda-
wano kolejno substancij¢ czynng amisulprydu, rozpusz-
czong w 0,01% dimetylosulfotlenku - DMSO (st¢zenia
koficowe, odpowiadajace stabilnemu st¢zeniu leku osig-
ganemu po wielokrotnym zastosowaniu dawek stoso-
wanych w leczeniu schizofrenii: 278 ng/ml, 578 ng/ml).
Substancje czynng badanego leku otrzymano z firmy Sa-
nofi-Aventis. Badane proby osocza z lekami rozpuszczo-
nymi w DMSO inkubowano 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Do kazdego doSwiadczenia wykonano pro-
by kontrolne, ktdre stanowito osocze z DMSO, bez leku.
W prébach osocza badanego po 24-godzinnej inkubacji
z okreSlonym stezeniem leku oraz w probach kontrolnych
oznaczano spektrofotometrycznie stezenie zwigzkow re-
agujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) metodg
opisang przez Rice’a-Evansa®? oraz stgzenie wolnych tio-
li metodg Ellmana®?.

OZNACZANIE STEZENIA
GRUP TIOLOWYCH W 0SOCZU

Catkowitg zawartos¢ tioli (grup sulfhydrylowych -SH)
w osoczu inkubowanym 24 godziny z amisulprydem i dla
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(students of the Medical University of Lodz) aged 24-26
(mean age 25=0.6 years). The patients’ mental health was
assessed using the M.ILN.I. - Mini-International Neuro-
psychiatric Interview®”. They underwent internal, neuro-
logical examinations and laboratory tests, along structured
medical interviews concerning past diseases, dietary hab-
its, used drugs, antioxidants of vegetable and pharmaceu-
tical origin, and used psychoactive substances. The study
involved people of Polish origin who lived in similar so-
cioeconomic conditions, they were healthy (without men-
tal disorders and somatic diseases), without features
of metabolic syndrome (including disorders in lipid and
carbohydrate metabolism), with normal BMI; they used
a balanced diet and did not use psychoactive substances
(narcotics, alcohol, tobacco), any antioxidants of vegeta-
ble or pharmaceutical origin and preparations containing
polyunsaturated fatty acids. Any possible presence of me-
dicinal drugs or their metabolites in the examined volun-
teers’ blood was excluded, as it was assumed that no me-
dicinal drugs would be used, not even temporarily, during
the last 24 hours or a longer time. The study has been ap-
proved by the Ethical Committee of the Medical Universi-
ty of Lodz — No RNN/899/2000. The volunteers included
in the study have been informed about its aims and imple-
mented methods and they expressed their written consent
for participation in it.

ISOLATION OF BLOOD PLASMA
AND INCUBATION OF PLASMA
WITH THE DRUG

The collected blood (2 x9 ml) was centrifuged for 20 minutes
at 20°C and 2500 rpm (SIGMA 3K30 centrifuge) to obtain
plasma. Active substance of amisulpride, dissolved in 0.01%
dimethyl sulfoxide — DMSO, was added consecutively
to 0.5 ml of blood plasma (the final concentrations, corre-
sponding to stable concentration of the drug achieved after
multiple use of the doses used for the treatment of schizo-
phrenia: 278 ng/ml, 578 ng/ml). The active substance
of the tested drug was supplied by Sanofi-Aventis compa-
ny. The tested samples of plasma with the drugs dissolved
in DMSO were incubated for 24 hours at room temperature.
For each experiment the control samples were made, consist-
ing of plasma with DMSO, without the drug. After 24 hours’
incubation, plasma samples with predefined drug concentra-
tion and control samples were tested spectrophotometrical-
ly for the level of thiobarbituric acid-reactive substances, us-
ing the Rice-Evans method®?, whereas the level of free thiols
was determined using the Ellman method®?.

EVALUATION OF THIOL GROUPS
CONCENTRATION IN PLASMA

The total content of thiols (sulfhydryl groups -SH), in plasma
samples incubated for 24 hours with amisulpride and in con-
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prob kontrolnych bez leku oznaczono metoda Ellmana
7 wykorzystaniem kwasu 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowe-
go) (DTNB), z ktérym tiole reaguja, co prowadzi do powsta-
nia barwnego dianionu kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego
(TNB) o maksymalnej absorbancji przy A=412 nm®". Ste-
Zenie tioli obliczono, stosujgc warto$¢ molowego wspotczyn-
nika absorbancji dla dianionu TNB (e=13 600 M!xcm).
Uzyskane wyniki przedstawiono jako st¢zenie tioli w prze-
liczeniu na miligram biatka (nmol/mg). St¢zenie biatka
w osoczu okreslono metodg Bradforda, a jako wzorzec wy-
korzystano roztwor albuminy wotowej®?. Oznaczenia steze-
nia tioli wykonano w dwukrotnych powtorzeniach.

OZNACZANIE STEZENIA ZWIAZKOW
REAGUJACYCH Z KWASEM
TIOBARBITUROWYM (TBARS)

Do 0,5 ml osocza kontrolnego (bez leku) i osocza bada-
nego (proby z odpowiednimi stezeniami koficowymi bada-
nego leku) dodano 0,5 ml 15% kwasu trichlorooctowego
(TCA) w 0,25 M HCl11 0,5 ml 0,37% kwasu tiobarbituro-
wego (TBA) w 0,25 M HCI. Proby mieszano i ogrzewano
we wrzacej tazni wodnej przez 10 minut. Nastepnie probki
osocza odwirowywano przez 15 minut (2500 obr./min, wi-
rowka SIGMA 3K30) w celu otrzymania klarownego su-
pernatantu. Po ochtodzeniu préb absorbancje superna-
tantu oznaczano na spektrokolorymetrze SEMCO przy
dtugosci fali 535 nm w kuwecie o grubosci warstwy 1 cm.
[los¢ TBARS obliczano na podstawie wartosci absorban-
¢ji, z wykorzystaniem molowego wspdtczynnika absorban-
cji (e=1,56x10° M-'xcm™). Oznaczenia stezenia TBARS
wykonano po 24-godzinnej inkubacji osocza z amisulpry-
dem, w dwukrotnych powtorzeniach. Stezenie TBARS wy-
razono w umol/I.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki badafi poddano analizie statystycznej: obliczono
Srednie arytmetyczne i blad standardowy Sredniej. Istot-
nos¢ réznic miedzy badanymi probami z inkubowanym le-
kiem i prébami kontrolnymi zaréwno dla wartosci st¢ze-
nia tioli, jak i stgzenia TBARS obliczono za pomoca testu
t-Studenta dla prob zaleznych (test sparowany). Do badan
zastosowano pakiet StatSoft Inc., Statistica v. 6.0.

WYNIKI

Amisulpryd po 24-godzinnej inkubacji z osoczem w porowna-
niu z probami kontrolnymi powoduje wzrost stezenia wolnych
tioli — istotny statystycznie dla st¢zenia 578 ng/ml (p<0,03)
oraz nieistotny dla stezenia 278 ng/ml (rys. 1, tabela 1).

Amisulpryd w badanym po raz pierwszy stezeniu
278 ng/ml po 24-godzinnej inkubacji z osoczem, w po-
réwnaniu z probami kontrolnymi, nie wywiera istotnego
wplywu na zmiang stezenia TBARS w osoczu (p>0,05),

trol samples without the tested drug, were measured accord-
ing to Ellman method, where reaction of 5.5-dithiobis-(2-ni-
trobenzoic acid) (DTNB) with thiol groups leads to formation
of coloured dianion of 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) with
maximal absorbance at A=412 nm®". The total thiols concen-
tration was calculated based on the value of molar extinction
coefficient for TNB dianion (€=13 600 M-'xcm). The ob-
tained results were expressed as thiols concentration per milli-
gram of protein (nmol/mg). The protein concentration in plas-
ma was determined using Bradford method, and the bovine
serum albumin solution was used as a standard®®. The thiols
concentration measurements were made in duplicate.

DETERMINATION OF THE LEVEL
OF THIOBARBITURIC ACID-REACTIVE
SUBSTANCES

The amount of 0.5 ml of control plasma (no drug) and the
tested plasma (samples with predefined final concentra-
tions of the tested drug) were added to 0.5 ml 15% trichlo-
roacetic acid (TCA) in 0.25 M HCI and 0.5 ml of 0.37%
thiobarbituric acid (TBA) in 0.25 M HCI. The samples were
mixed and heated in a boiling water bath for 10 minutes.
Then the samples were centrifuged for 15 minutes (2500
rpm, SIGMA 3K30 centrifuge) to obtain a transparent and
clear supernatant. Light absorption of the supernatant was
measured using | cm thick cuvette at A=535 nm (SEMCO
spectrophotometer). TBARS content was calculated basing
on absorbance value, using the molar extinction coefficient
(e=1.56x10° M'xcm™). The level of TBARS was deter-
mined after 24 hours’ incubation of plasma with amisul-
pride. The measurements were made in duplicate. The con-
centration of TBARS was expressed in wmol/l.

STATISTICAL ANALYSIS

The obtained results of the studies were subjected to sta-
tistical analysis: arithmetic means and standard deviation
of the mean value were calculated. The significance of dif-
ferences between the tested samples with incubated drug
and control samples both for the values of thiols concentra-
tion and TBARS concentration was determined using the
paired Student t-test for dependent variables. Package Stat-
Soft Inc., Statistica v. 6.0 for statistical analysis was used.

RESULTS

Amisulpride after 24 hours’ incubation with blood plasma,
as compared to the control samples, caused an increase
in the concentration of free thiols — statistically significant
for concentration 578 ng/ml (p<0.03) and nonsignificant
for concentration 278 ng/ml (fig. 1, table 1).

Amisulpride in the concentration, tested for the first time,
of 278 ng/ml after 24 hours’ incubation with blood plas-
ma, as compared to control samples, does not signifi-
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Stezenie amisulprydu | Marker Kontrola (bez leku) Amisulpryd p
(oncentration of amisulpride Control (without drug) Amisulpride
n=10 n=10
278 ng/ml Tiole [nmol/mg biatka] Srednia p>0,05
Thiols [nmol/mg of protein] Mean value 28024 28173
SEM 0,1012 0,0753
Tiole [pmol/I] Srednia p>0,05
Thiols umol/] Mean value 01299 01332
SEM 0,0047 0,0037
578 ng/ml Tiole [nmol/mg biatka] Srednia p<0,03
Thiols [nmol/mg of protein] Mean value 28024 29001
SEM 0,1012 0,0728
Tiole [pmol/I] Srednia p<0,03
Thiols umol/] Mean value 01299 01355
SEM 0,0047 0,0035

Tabela 1. Wplyw amisulprydu (278 ng/ml) na stezenie wolnych tioli i zwigzkow reagujgeych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w osoczu

(n=10, w dwukrotnych powtdrzeniach). Czas inkubacji 24 godziny

Tuble 1. Effects of amisulpride (278 ng/ml) on the concentration of free thiols and thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) in plasma

(n=10, in duplicate). Incubation time — 24 hours

natomiast w st¢zeniu 578 ng/ml powoduje (podobnie jak
w poprzednio prowadzonych badaniach) istotny spadek
stezenia TBARS (p<0,003) (rys. 2).

Podsumowujac wyniki doSwiadczefi, mozna stwierdzic,
ze amisulpryd nie wywiera dzialania prooksydacyjnego,
a nawet w wyzszych stezeniach odpowiadajacych dawkom
leku stosowanym w leczeniu ostrego epizodu schizofrenii
wykazuje dzialanie antyoksydacyjne, zarowno zmniejsza-
jace peroksydacje lipidow, jak i zwickszajace poziom wol-
nych tioli w osoczu.

0,26
0,24
0,22
0,20
0,18
0,76
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06 —
0,04 —
0,02 —
0,00

p<0,03*

p>0,05*

Stezenie wolnych tioli [nmol/mg biatka]
Concentration of free thiols [nmol/mg of protein]

Amisulpryd 278 ng/ml
Amisulpride 278 ng/ml

Amisulpryd 578 ng/ml
Amisulpride 578 ng/ml

*Wzgledem kontroli, sparowany test t-Studenta.
* In relation to contro|, paired Student t-test.

Rys. 1. Wzrost stezenia wolnych tioli w osoczu po 24-godzinnej in-
kubacji osocza z amisulprydem (278 ng/ml, 578 ng/ml)

Fig. 1. An increase in the concentration of free thiols in plasma af-
ter 24 hours’ incubation of blood plasma with amisulpride
(278 ng/mi, 578 ng/ml)
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cantly contribute to the change in TBARS concentration
in plasma (p>0.05), whereas in concentration 578 ng/ml
it causes (as in the previous studies) a significant decrease
in the level of TBARS (p<0.003) (fig. 2).

Summing up the results of the tests we may state that ami-
sulpride does not induce pro-oxidative effects, or even,
in higher concentrations corresponding to doses of the drug
used in the treatment of acute episode of schizophrenia,
it exhibits antioxidative effects, both decreasing lipid per-
oxidation and increasing the level of free thiols in plasma.

o p>0,05*
* Kontrola bez leku
100 p<0,003 Control without drug
0 1= B Amisulpryd 278 ng/ml
80 — Amisulpride 278 ng/ml
70 —
B Amisulpryd 578 ng/ml
9 60— Amisulpride 578 ng/ml
50 —
40 —
30 —
20 —
10 =
0

p — réznica wzgledem kontroli (wartosci bezwzgledne),
sparowany test t-Studenta.
p — difference in relation to the control (absolute values), paired Student t-test.

Rys. 2. Porownanie stezenia TBARS w badanym osoczu po 24-go-
dzinnej inkubacji z amisulprydem (278 ng/mi, 578 ng/ml),
wyrazony w % (kontrola = 100%)

Fig. 2. Comparison of TBARS level in plasma after 24 hours’ incu-
bation with amisulpride (278 ng/ml, 578 ng/ml), expressed
in % (control = 100%)
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OMOWIENIE

Amisulpryd — pochodna benzamidu — jest lekiem stosowa-
nym w leczeniu chorych na schizofrenig, u ktérych opisy-
wany jest stres oksydacyjny i zwigzana z tym peroksydacja
lipidow oraz oksydacyjne i nitracyjne uszkodzenia bia-
tek i DNA, a takze r6zne zmiany w zakresie biomarkerow
obrony antyoksydacyjnej (enzymow antyoksydacyjnych
czy niskoczasteczkowych antyoksydantow, w tym réwniez
tioli) 18192429 Niektorzy autorzy stwierdzili tez, ze u cho-
rych na schizofreni¢ wystepuje obnizone st¢zenie antyok-
sydantow osocza, takich jak albumina, bilirubina i kwas
moczowy?*??. Ponadto u 0so6b chorych na schizofreni¢
ujawniono obnizone poziomy GSH, kwasu askorbinowe-
go i witaminy E@%2?, Zmiany biomarkerow stresu oksyda-
cyjnego, gtownie aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych,
stezenia tlenku azotu i peroksydacji lipidow, odnotowa-
no takze w zaburzeniach afektywnych, gtownie chorobie
afektywnej dwubiegunowej, jednak wyniki tych badan byly
sprzeczne®?, Z kolei u pacjentow z duza depresja (major
depression) wykazano obnizone st¢zenie antyoksydantow,
zmniejszong aktywnos¢ peroksydazy glutationowej©" oraz
obserwowano zmiany st¢zenia kwasow ttuszczowych serii
omega-3 w osoczu®39,

Niemniej z przeprowadzonych badafn nie wynika, jaki
wplyw wywieraja rozne leki, w tym leki przeciwpsycho-
tyczne, na stres oksydacyjny oraz zwigzane z tym zmia-
ny peroksydacji lipidow, biatek i DNA. Nie ma tez dosta-
tecznej wiedzy na temat wplywu stosowanych w r6znych
zaburzeniach psychicznych lekow na uwarunkowang ge-
netycznie zdolnoS¢ organizmu do obrony antyoksydacyj-
nej w zakresie takich biomarkerow, jak enzymy antyok-
sydacyjne czy niskoczasteczkowe antyoksydanty, w tym
rowniez tiole. Grupy tiolowe bialek pochodzace od cy-
steiny moga wystepowaé w organizmie jako wolne tiole
oraz disulfidy i mieszane disulfidy w potaczeniu z nisko-
czasteczkowymi tiolami: glutationem, cysteing, homocy-
steing i gammaglutamylocysteing®?. Utlenianie i redukcja
tioli oraz biatkowych disulfidow jest dynamicznym, od-
wracalnym procesem zachodzacym w warunkach fizjolo-
gicznych. Zredukowany stan grup tiolowych wystepujacy
w biatkach odgrywa wazna role w utrzymywaniu prawidto-
wej struktury i funkcji biatka. Jednak nieodwracalne utle-
nienie tioli w przebiegu stresu oksydacyjnego jest niebez-
piecznym procesem, poniewaz oznacza utrat¢ wszystkich
biologicznych funkcji zaleznych od wtaSciwosci grup tio-
lowych w czasteczkach biatek®.

W naszym badaniu wykazaliSmy, ze w wyzszym st¢ze-
niu (578 ng/ml) amisulpryd w sposdb znamienny sta-
tystycznie zwicksza stezenie grup tiolowych w osoczu
(o okolo 10%), jednoczesnie istotnie zmniejszajac poziom
peroksydacji lipidow. Wzrost stezenia TBARS stwierdza-
no u oséb chorych na schizofreni¢ zaréwno przed wia-
czeniem leczenia, jak i trakcie stosowania lekow przeciw-
psychotycznych246825 Qpisywano takze wzrost st¢zenia

DISCUSSION

Amisulpride — derivative of benzamide — is a drug used
in the treatment of schizophrenic patients with described
oxidative stress and related lipid peroxidation as well as
oxidative and nitrative damages of proteins and DNA,
and also various modifications within antioxidative de-
fence biomarkers (antioxidative enzymes or low-molecu-
lar antioxidants, including thiols)'®1°2429 Some authors
also found in schizophrenic patients a decreased concen-
tration of plasma antioxidants, such as albumin, bilirubin
and uric acid®??. Furthermore, in schizophrenic patients
the levels of GSH, ascorbic acid and vitamin E were found
to be decreased . Modifications in oxidative stress bio-
markers, mainly activity of antioxidative enzymes, con-
centration of nitrogen oxide and lipid peroxidation, were
also noted in affective disorders, mainly in bipolar disor-
der, however the results of these studies were contradicto-
ry©®?. On the other hand, in patients with major depres-
sion a decreased concentration of antioxidants was found,
along with a decreased activity of glutathione peroxidase®"
and modifications in the concentration of omega-3 fatty
acids in plasma®33,

Nevertheless, the studies do not indicate what effects are
induced by various drugs, including antipsychotics, on ox-
idative stress and related changes in peroxidation of lip-
ids, proteins and DNA. Furthermore, there is no sufficient
knowledge of the effects of drugs, used in various mental
disorders, on the organism’s genetically conditioned ca-
pability to antioxidative defence within such biomarkers
as antioxidative enzymes or low-molecular antioxidants,
including thiols. Protein thiol groups coming from cyste-
ine may occur in the organism as free thiols and disulfides
and mixed disulfides bounded with low-molecular thiols:
glutathione, cysteine, homocysteine and gamma-glutam-
yleysteine®®. Oxidation and reduction of thiols and pro-
tein disulfides is a dynamic, reversible process occurring
in physiological conditions. Reduced status of thiol groups
in proteins plays an important role in the maintenance
of the correct structure and function of protein. Howev-
er, irreversible oxidation of thiols in the course of oxidative
stress is a dangerous process, because it means a loss of all
biological functions dependent on the properties of thiol
groups in protein molecules®.

We indicated in our study that in a higher concentration
(578 ng/ml) amisulpride significantly increases the con-
centration of thiol groups in plasma (by about 10%), si-
multaneously significantly decreasing the level of lip-
id peroxidation. An increase in TBARS level was found
in schizophrenic patients both before the treatment and
during the use of antipsychotics!->46825 In addition,
an increase in the level of TBARS (or malondialdehyde
— MDA) under the impact of certain antipsychotics in the
studies on animal model was described !9, Our results
of the study carried out in vitro indicate that amisulpride,
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TBARS (lub dialdehydu malonowego — MDA) pod wply-
wem niektorych lekow przeciwpsychotycznych w bada-
niach na modelu zwierzecym!1419. Nasze wyniki badan,
prowadzonych w uktadzie in vitro, wskazuja, ze amisul-
pryd w stezeniach odpowiadajacych dawkom rekomen-
dowanym do leczenia ostrego epizodu schizofrenii po
24-godzinnej inkubacji z osoczem powoduje istotny spa-
dek stezenia TBARS — markera peroksydacji lipidow,
co jest zgodne z klinicznymi obserwacjami Kroppa i wsp.
19 Poniewaz u 0sob ze schizofreniag dochodzi do wzro-
stu peroksydacji lipidow i zmniejszenia puli grup tiolowych
(SH) w osoczu®?, opisany profil dziatania amisulprydu
wydaje si¢ bardzo korzystny w kontekScie zastosowania
tego leku w leczeniu zaburzen psychicznych, ktérym to-
warzyszy stres oksydacyjny.

WNIOSKI

Amisulpryd w dawkach rekomendowanych do leczenia
ostrego epizodu schizofrenii wykazuje dzialanie antyoksy-
dacyjne, powodujgc istotny wzrost st¢zenia wolnych tio-
li w osoczu i jednoczeSnie hamujac peroksydacie lipidow.
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