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Streszczenie |

Leki przeciwpsychotyczne pierwszej i drugiej generacji moga wywiera¢ przeciwstawne dziatanie na procesy redoks:
pro- lub antyoksydacyjne. Ustalenie wplywu lekdw przeciwpsychotycznych na biomarkery stresu oksydacyjnego ma
duze znaczenie kliniczne, poniewaz leki te sa stosowane w zaburzeniach psychicznych, w ktorych wystepuje stres
oksydacyjny. Dziatanie zyprazydonu na procesy redoks nie jest dostatecznie poznane. Celem badania byto ustalenie
wplywu zyprazydonu w dawkach rekomendowanych do leczenia ostrego epizodu schizofrenii na wolne tiole w ludz-
kim osoczu oraz na zwiazki reagujace z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w modelu in vitro. Material i metody:
Krew do badan pobrano od 10 zdrowych ochotnikow pici meskiej (w wieku 24-26 lat) na roztwor ACD. Substancje
aktywna zyprazydonu rozpuszczono w 0,01% dimetylosulfotlenku do stezei koficowych (139 ng/mli250 ng/ml) iin-
kubowano z osoczem przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Do kazdego do$wiadczenia wykonano proby kontrolne
(bez leku). Oznaczenia poziomu wolnych tioli przeprowadzono metoda Ellmana, a st¢zenia zwiazkow reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym — metoda spektrofotometryczna (wg Rice’a-Evansa, 1991). Do analizy wynikow zastoso-
wano sparowany test t-Studenta (StatSoft Inc., Statistica v. 6.0). Wyniki: W odniesieniu do prob kontrolnych zypra-
zydon w stgzeniu 139 ng/ml oraz 250 ng/ml po 24 godzinach inkubacji z osoczem spowodowal nieistotny statystycz-
nie wzrost poziomu wolnych tioli w osoczu (p>0,05) oraz w st¢zeniu 250 ng/ml wzrost stgzenia TBARS o 27,6%
(p=3,9%10*). Wniosek: Zyprazydon w stezeniach odpowiadajacych dawkom rekomendowanym do leczenia ostrego
epizodu schizofrenii nie powoduje istotnego wzrostu poziomu wolnych tioli w osoczu, jednoczes$nie istotnie zwick-
szajac peroksydacie lipidéw osocza.

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

Summary |

The first and second generation antipsychotics may induce opposing effects on redox. Establishing the effects
of antipsychotics on oxidative stress biomarkers is very important in clinical respect, because these drugs are used for
the treatment of mental disorders in which oxidative stress occurs. Effects of ziprasidone on redox processes are not
sufficiently known as yet. The study was aimed at establishing the effects of ziprasidone in doses recommended for
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treatment of acute episode of schizophrenia on human plasma free thiols and thiobarbituric acid-reactive substances
(TBARS) in in vitro model. Material and methods: Blood for the study was collected from 10 healthy male volunteers
(aged 24-26 years) for ACD solution. Active substance of ziprasidone was dissolved in 0.01% dimethyl sulfoxide to the
final concentrations (139 ng/ml and 250 ng/ml) and incubated with plasma for 24 hours at 37°C. Control samples
were performed for each experiment (without the drug). The free thiols level was measured using the Ellman method,
whereas the levels of thiobarbituric 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: In relation
to control samples, ziprasidone in concentrations 139 ng/ml and 250 ng/ml after 24 hours’ incubation with plasma
caused a statistically insignificant increase in the free thiols level in plasma (p>0.05), whereas in concentration
250 ng/ml - an increase in TBARS concentration by 27.6% (p=3.9x10*). Conclusions: Ziprasidone in concentra-
tions corresponding to doses used for treatment of acute episode of schizophrenia does not induce any significant
increase in the free thiols level in plasma, simultaneously significantly increasing plasma lipid peroxidation.

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

WSTEP

l l chorych na schizofreni¢ opisano r6zne zmia-
ny biomarker6w Swiadczace o stresie oksydacyj-
nym — zar6wno zwigkszony poziom reaktywnych

form tlenu (ROS), jak i obnizong aktywnos¢ lub obnizo-

ne stezenie biomarkerdw obrony antyoksydacyjnej. W ba-
daniach wtasnych u chorych na schizofreni¢ wykazano
ogolnoustrojowy stres oksydacyjny!-?. Z kolei w elemen-
tach morfotycznych krwi i w osoczu stwierdzono oksy-
dacyjne uszkodzenia bialek i lipidow®*, zaobserwowano
takze uszkodzenia oksydacyjne i nitracyjne w plynie mo-
zgowo-rdzeniowym oraz w badaniach autopsyjnych mo-
zgu>®. W naszych poprzednich badaniach stwierdzilismy

u chorych na schizofreni¢ zmniejszenie iloSci niskocza-

steczkowych tioli, takich jak glutation (GSH), cysteina

(CSH), cysteinyloglicyna (CGSH), co Swiadczy o istot-

nym zmniejszeniu obrony antyoksydacyjnej, w ktorej GSH

i tiole odgrywaja wazng role™. Wptyw lekow przeciwpsy-

chotycznych (LPP), zar6wno pierwszej, jak i drugiej gene-

racji, na redoks nie jest dostatecznie ustalony. Kilku auto-
row w badaniach prowadzonych na modelu zwierzgcym
wykazato zwigkszong peroksydacje lipidow bfon komorko-
wych i indukowanie stresu oksydacyjnego w czasie poda-
wania lekow przeciwpsychotycznych, zwlaszcza pierwszej
generacji®. Z kolei w innych badaniach prowadzonych
w modelu in vitro na liniach komorkowych stwierdzono,
ze leki przeciwpsychotyczne drugiej generacji (LPIIG):
klozapina, olanzapina, kwetiapina czy risperidon chronia
komorki przed apoptoza spowodowang stresem oksyda-
cyjnym, wywolanym doswiadczalnie przez r6zne czynni-
ki1%12, W badaniach wiasnych prowadzonych w modelu
in vitro na ludzkim osoczu pobranym od 0s6b zdrowych
nie odnotowano dziatania prooksydacyjnego olanzapiny

i risperidonu, zaobserwowano takze tendencj¢ do spad-

ku peroksydacji lipidow po 24-godzinnej inkubacji kloza-

piny i kwetiapiny w odniesieniu do prob kontrolnych — bez
leku. Wyniki prowadzonych badan wskazuja na zroz-
nicowany wptyw lekow przeciwpsychotycznych pierwszej

INTRODUCTION

biomarkers have been described, pointing to oxidative

stress — both an increased level of reactive oxygen spe-
cies (ROS) and a decreased concentration of antioxida-
tive defence biomarkers. Our own studies on schizophren-
ic patients indicate a systemic oxidative stress?. On the
other hand, in morphotic elements of blood and plasma
the oxidative damage to proteins and lipids were found®?,
besides oxidative and nitrative damage were found in ce-
rebrospinal fluid and in the postmortem brain®®. In our
previous studies on schizophrenic patients we found a de-
crease in the amount of low-molecular thiols such as glu-
tathione (GSH), cysteine (CSH) and cysteinylglycine
(CGSH), which points to a significant decrease in antiox-
idative defence where GSH and thiols play an important
role®. The effects of the first and second generation an-
tipsychotics on redox have not been precisely established
yet. In the studies carried out on animals, several authors
indicated an increased peroxidation of cellular membrane
lipids and induction of oxidative stress during the admin-
istration of antipsychotics, especially those of the first
generation”.
Instead, other studies conducted in vitro on cell lines in-
dicate that the second generation antipsychotics (SGASs):
clozapine, olanzapine, quetiapine or risperidone protect
cells from apoptosis caused by oxidative stress induced
experimentally by various factors*!2,
Our own studies conducted in vitro on human plasma ob-
tained from healthy subjects did not show pro-oxidative
effects of olanzapine and risperidone, besides a tenden-
cy to a decrease in lipid peroxidation was observed after
24 hours’ incubation of clozapine and quetiapine in rela-
tion to control samples — without the drug®!¥. The results
of the studies point to differentiated effects of the first and
second generation antipsychotics on lipid peroxidation
markers and activity of antioxidative enzymes in schizo-
phrenic patients, probably resulting from complex mecha-

In schizophrenic patients various modifications within
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1 drugiej generacji na markery peroksydacji lipidow i ak-
tywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych u chorych na schi-
zofreni¢, wynikajacy prawdopodobnie ze ztozonych me-
chanizmo6w ich komérkowego i molekularnego dziatania.
Ustalenie wplywu r6znych LPP na procesy redoks ma
istotne znaczenie kliniczne i poznawcze, poniewaz leki
przeciwpsychotyczne sg stosowane w leczeniu zaburzefi
psychicznych, w ktorych wystepuje stres oksydacyjny. Do-
tychczas zarowno w badaniach klinicznych, jak i przedkli-
nicznych nie ustalono dziatania zyprazydonu na procesy
redoks.

Zyprazydon (ziprasidonum — 5-[2-(4-[1,2-benzisothia-
zol-3-yl]-1-piperazinyletyl]-6-chloro-1,3-dihydro-2H-in-
dol-2-one) to lek przeciwpsychotyczny drugiej generacji
o0 dziataniu antagonistycznym zaréwno w stosunku do re-
ceptorow serotoninergicznych 2, (SHT,,), jak i receptorow
dopaminergicznych typu 2 (D,). Dziata takze na recepto-
ry serotoninergiczne SHT,¢, SHT, i SHT,,, przy czym
jego powinowactwo do miejsc wigzacych tych recepto-
row jest rowne lub wigksze od powinowactwa do recepto-
ra typu D,. Ponadto hamuje neuronalny wychwyt zwrot-
ny noradrenaliny i serotoniny oraz wykazuje umiarkowane
powinowactwo do receptorow histaminowych typu H; i re-
ceptorOw typu alfa,. Powinowactwo do receptorow mu-
skarynowych typu M, w przypadku zyprazydonu nie ma
istotnego znaczenia"?. Zyprazydon wykazuje wiasciwo-
Sci przeciwpsychotyczne, ma takze potencjalnie korzystny
wplyw na objawy afektywne, w tym wystepujace rowniez
w przebiegu schizofrenii. Stosowanie tego leku wigze si¢
z niskim ryzykiem wystapienia poznej dyskinezy czy obja-
wow pozapiramidowych, a takze deficytow poznawczych
czy nadmiernej sedacji lub uspokojenia**!9, Zyprazydon
stosowany doustnie podlega przemianom metabolicznym
1 jest przeksztatcany w trzech szlakach metabolicznych do
czterech glownych metabolitow wystepujacych we krwi,
takich jak sulfotlenek benzoizotiazolopiperazyny (BITP),
sulfon BITP, sulfotlenek zyprazydonu i S-metylodihy-
drozyprazydon”. S-metylodihydrozyprazydon jest jedy-
nym aktywnym metabolitem, z nizszym powinowactwem
do receptorow D, niz substancja czynna leku'”. Badania
in vivo wskazuja, ze konwersja do S-metylodihydrozypra-
zydonu jest gtéwng droga przemiany zyprazydonu. W su-
rowicy niezmieniony zyprazydon stanowi okoto 44% catko-
witej ilosci zwigzkow pochodzacych z substancji czynnej,
wigze si¢ z bialkami osocza w ponad 99%. Sredni okres
pottrwania leku po podaniu doustnym wynosi 6,6 godzi-
ny, a stafe stezenie osiggane jest zwykle w ciggu 1-3 dni.
Biodostepnos$¢ zyprazydonu moze zwigkszac si¢ nawet
0 100% w obecnosci pokarmu™. U pacjentéw po posit-
ku zyprazydon wykazuje kinetyke liniowg w zakresie da-
wek terapeutycznych 80-160 mg/dobe®!”. W badaniach
Micelego i wsp. u zdrowych ochotnikoéw plci meskiej po
wielokrotnym doustnym podaniu zyprazydonu (po po-
sitku) w dawkach terapeutycznych 40, 80 i 120 mg/dobe
stezenie leku w osoczu wynosito odpowiednio 44,6448, 1,
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nisms of their cellular and molecular effects. Establishing
the effects of various antipsychotics on redox processes
is important in clinical and cognitive respect, because an-
tipsychotics are used for the treatment of mental disorders
where oxidative stress occurs. So far neither clinical nor
preclinical studies established the effects of ziprasidone on
redox processes.

Ziprasidone (ziprasidonum — 5-[2-(4-[1,2-benzisothiazol-
3-yl]-1-piperazinyl)etyl]-6-chloro-1,3-dihydro-2H-indol-
2-one) is the second generation antipsychotic exhibiting
antagonistic effects both in relation to serotoninergic re-
ceptors 2, (SHT,,) and dopamine type 2 receptors (D,).
It also acts on serotoninergic receptors SHT,-, SHT
and SHT,, its affinity to those receptors binding sites
being equal to or higher than the affinity to D, recep-
tor. Besides it inhibits selective noradrenaline and sero-
tonin reuptake and exhibits moderate affinity to histamine
H, receptors and alpha, receptors. Affinity to muscarin-
ic M, receptors in the case of ziprasidone is not the aim
of our study®. Ziprasidone exhibits antipsychotic prop-
erties and has potentially advantageous impact on af-
fective symptoms, including also those occurring in the
course of schizophrenia. The use of this drug is also as-
sociated with a low risk of the occurrence of tardive dys-
kinesia or extrapyramidal symptoms as well as cognitive
deficits or excessive sedation!>'®, Orally administered
ziprasidone is subject to metabolic modifications and
is converted in three metabolic pathways to four main
metabolites occurring in blood, i.e.: benzisothiazol-3-yl-
piperazine (BITP), BITP-sulfone, ziprasidone sulfoxide
and S-methyl-dihydro-ziprasidone”. S-methyl-dihydro-
ziprasidone is the only active metabolite, with a lower af-
finity to receptors D, than the drug’s active substance"”.
In vivo studies indicate that conversion to S-methyl-di-
hydro-ziprasidone is the main pathway to the conversion
of ziprasidone. In serum the unchanged ziprasidone con-
stitutes approx. 44% of the total amount of compounds
derived from the active substance; it binds with plas-
ma proteins in over 99%. The drug’s mean half-life after
oral administration reaches 6.6 hours, whereas the con-
stant concentration is usually achieved within 1-3 days.
Bioavailability of ziprasidone may be increased even by
100% in the presence of food™¥. In patients after the meal
ziprasidone exhibits linear kinetics within therapeutic dos-
es of 80-160 mg/24 hours®!, In the studies carried out
by Micele et al. in healthy male volunteers after multiple
oral administration of ziprasidone (after a meal) in ther-
apeutic doses of 40, 80 and 120 mg/24 hours the drug
concentration in plasma reached respectively 44.6+48.1,
118.6+80.1 and 139.4+81.2 ng/ml"”. Screening tests did
not show any significant differences in the drug’s phar-
macokinetics between tobacco smokers and non-smokers.
No clinically significant differences were observed in the
drug’s pharmacokinetics in patients of different age and
different gender®.
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118,6480,1 i 139,4+81,2 ng/ml"®. Badania przesiewo-
we nie wykazaly istotnych roznic w farmakokinetyce leku
u palaczy tytoniu i u 0s6b niepalacych. Nie zaobserwowa-
no istotnych klinicznie réznic w farmakokinetyce leku u pa-
cjentow w rdznym wieku i rdznej pici?.

CEL BADANIA

Celem badania jest pordwnanie wptywu zyprazydonu
na poziom wolnych tioli i peroksydaci¢ lipidow ludzkiego
0s0Cza mierzong za pomocg oznaczenia st¢zenia zwiaz-
kow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS)
w warunkach in vitro.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowilo Swieze osocze wyizolo-
wane z krwi pobranej na antykoagulant ACD (kwas cy-
trynowy/cytrynian sodu/dekstroza; 5:1 v/v). Krew
pobrano od 10 zdrowych me¢zczyzn (studentow Uniwer-
sytetu Medycznego w Yodzi) w wieku 24-26 lat (Srednio
25+0,6 roku). Do oceny stanu zdrowia psychicznego za-
stosowano M.L.N.I. — Mini-International Neuropsychiatric
Interview??. Przeprowadzono badania internistyczne, neu-
rologiczne i laboratoryjne oraz kwestionariuszowe wywiady
dotyczace przebytych chordb, nawykow zywieniowych, sto-
sowanych lekow, antyoksydantéw pochodzenia roslinnego
i farmaceutycznego oraz uzywanych substancji psychoak-
tywnych. Do badan przyj¢to osoby pochodzenia polskie-
g0, zyjace w podobnych warunkach socjoekonomicznych,
zdrowe (bez zaburzen psychicznych i choréb somatycz-
nych), niewykazujace cech zespotu metabolicznego (w tym
zaburzef gospodarki lipidowej i weglowodanowej), z pra-
widlowym BMI, stosujace diet¢ zrownowazona, ktore nie
suplementowaly antyoksydantéw pochodzenia roSlinnego
lub farmaceutycznego oraz preparatow zawierajacych wie-
lonienasycone kwasy tluszczowe, nigdy nie uzywaty narko-
tykow, nie palg papierosow oraz nie pity alkoholu w cza-
sie ostatnich kilku dni przed pobraniem krwi. Wykluczono
mozliwos¢ wystepowania we krwi badanych ochotnikow le-
kow lub ich metabolitdw, przyjmujac kryterium nieuzywa-
nia zadnych lekow, w tym rowniez doraznie, w czasie ostat-
niej doby lub w czasie odpowiednio dtuzszym.

Na badania wyrazita zgode Komisja Etyczna Uniwersyte-
tu Medycznego w Lodzi — numer RNN/899/2000. Ochot-
nicy uzyskali informacj¢ na temat celu i metod badawczych
oraz wyrazili pisemng zgode na udzial w badaniu.

IZOLOWANIE OSOCZA 1 INKUBACJA
OSOCZA Z LEKIEM

Pobrang krew (2x9 ml) wirowano przez 20 minut przy
2500 obr./min w wirdwce SIGMA 3K30, w temperatu-
rze 20°C w celu otrzymania osocza. Do 0,5 ml osocza
dodawano kolejno substancj¢ czynng badanych lekow,

AIM OF THE STUDY

The study is aimed at a comparison of the effects of zipra-
sidone on the level of free thiols and human plasma lipid
peroxidation measured by thiobarbituric acid-reactive sub-
stances (TBARS) levels under in vitro conditions.

MATERIAL AND METHODS

The research material consisted of fresh blood plasma was
obtained from blood samples mixed with anticoagulant
ACD (citric acid/sodium citrate/dextrose; 5:1 v/v). Blood
samples were obtained from 10 healthy male subjects (stu-
dents of the Medical University of Lodz) aged 24-26 (mean
age 25+0.6 years). The patients” mental health was assessed
using the M.IN.I. - Mini-International Neuropsychiatric
Interview®”. They underwent internal, neurological exam-
inations and laboratory tests, along with structured medi-
cal interviews concerning past diseases, dietary habits, used
drugs, antioxidants of vegetable and pharmaceutical ori-
gin, and used psychoactive substances. The study involved
people of Polish origin who lived in similar socioeconom-
ic conditions, they were healthy (without mental disorders
and somatic diseases), without features of metabolic syn-
drome (including disorders in lipid and carbohydrate me-
tabolism), with normal BMI; they used a balanced diet and
did not take any antioxidants of vegetable or pharmaceutical
origin or preparations containing polyunsaturated fatty ac-
ids. They never used any narcotics, they do not smoke ciga-
rettes and did not drink alcohol for the last few days before
blood sampling. Any possible presence of drugs or their me-
tabolites in the examined volunteers’ blood was excluded, as
it was assumed that no drugs would be used, not even tem-
porarily, during the last 24 hours or a longer time.

The study has been approved by the Ethical Committee
of the Medical University of Lodz - No RNN/899/2000.
The volunteers included in the study have been informed
about its aims and implemented methods and they ex-
pressed 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 min-
utes at 20°C and 2500 rpm (SIGMA 3K30 centrifuge)
to obtain plasma. Active substance of the tested drug, dis-
solved in 0.01% dimethyl sulfoxide —- DMSO, was added
consecutively to 0.5 ml of blood plasma. The final concen-
trations of ziprasidone — 139 ng/ml and 250 ng/ml were
used for the study, corresponding to stable concentration
of the drug achieved after multiple use of the dose used for
the treatment of acute episode of schizophrenia. The ac-
tive substance of the tested drug was supplied from Pfiz-
er (USA). The tested samples of plasma with the drug dis-
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rozpuszczong w 0,01% dimetylosulfotlenku — DMSO.
Do badan zastosowano st¢zenia koficowe zyprazydonu
139 ng/ml i 250 ng/ml, odpowiadajace stabilnemu stezeniu
leku, osigganemu po wielokrotnym przyjeciu dawki stoso-
wanej w leczeniu ostrego epizodu schizofrenii. Substancie
czynng badanego leku otrzymano z firmy Pfizer (USA). Ba-
dane proby osocza z lekami rozpuszczonymi w DMSO in-
kubowano 24 godziny w temperaturze pokojowej. Do kaz-
dego doswiadczenia wykonano proby kontrolne, ktore
stanowito osocze z DMSO, bez leku. W probach badanego
osocza i w probach kontrolnych po inkubacji z badanymi
stezeniami zyprazydonu oznaczono spektrofotometrycznie
stezenie zwiazkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) metoda opisang przez Rice’a-Evansa®? oraz ste-
zenie wolnych tioli metodg Ellmana®!??.

OZNACZANIE STEZENIA
GRUP TIOLOWYCH W 0SOCZU

Catkowita zawartos¢ tioli (grup sulfhydrylowych -SH)
w osoczu inkubowanym 24 godziny z zyprazydonem
i dla prob kontrolnych bez leku oznaczono metoda Ell-
mana z wykorzystaniem kwasu 5,5’-ditiobis-(2-nitroben-
zoesowego) (DTNB), z ktérym tiole reaguja, co prowadzi
do powstania barwnego dianionu kwasu 5-tio-2-nitro-
benzoesowego (TNB) o maksymalnej absorbancji przy
A=412 nm©Y. Stezenie tioli obliczono, stosujac war-
to$¢ molowego wspolczynnika absorbancji dla dianionu
TNB (e=13 600 M!'xcm™). Uzyskane wyniki przedsta-
wiono jako stezenie tioli w przeliczeniu na miligram biat-
ka (nmol/mg). St¢zenie biatka w osoczu okreSlono metoda
Bradforda, a jako wzorzec wykorzystano roztwor albumi-
ny wotowej?. Oznaczenia stezenia tioli wykonano w dwu-
krotnych powtorzeniach.

OZNACZANIE STEZENIA ZWIAZKOW
REAGUJACYCH Z KWASEM
TIOBARBITUROWYM (TBARS)

Do 0,5 ml osocza kontrolnego (bez leku) i osocza bada-
nego (proby z odpowiednimi st¢zeniami koficowymi zy-
prazydonu) dodano 0,5 ml 15% kwasu trichlorooctowego
(TCA) w 0,25 M HC11 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. Nastgpnie prob-
ki osocza odwirowywano przez 15 minut (2500 obr./min,
wirowka SIGMA 3K30) w celu otrzymania klarowne-
go supernatantu. Po ochfodzeniu prob absorbancje su-
pernatantu oznaczano na spektrokolorymetrze SEMCO
przy dlugosci fali 535 nm w kuwecie o gruboSci warstwy
1 cm. Tlos¢ TBARS obliczano na podstawie wartosci ab-
sorbancji, z wykorzystaniem molowego wspotczynnika ab-
sorbancji (e=1,56x10° M-'xcm). Oznaczenia st¢zenia
TBARS wykonano w dwukrotnych powtorzeniach. Steze-
nie TBARS wyrazono w wmol/l.
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solved in DMSO were incubated for 24 hours at room
temperature. For each experiment the control samples
were made, consisting of plasma with DMSO (without
the drug). The plasma samples and control samples af-
ter incubation with the ziprasidone concentrations were
tested spectrophotometrically for the level of thiobarbitu-
ric acid-reactive substances, using the Rice-Evans meth-
0d®@Y, whereas free thiols level was determined using the
Ellman method®'??.

EVALUATION OF THIOL GROUPS
CONCENTRATION IN PLASMA

The total content of thiols (sulfhydryl groups -SH), in plas-
ma samples incubated for 24 hours with ziprasidone and
in control samples without the tested drug, were measured
according to Ellman method, where reaction of 5.5’-dithio-
bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) with thiol groups leads
to formation of coloured dianion of 5-thio-2-nitrobenzo-
ic acid (TNB) with maximal absorbance at A=412 nm®.
The total thiols concentration was calculated based on
the value of molar extinction coefficient for TNB dian-
ion (e=13 600 M'xcm™). The obtained results were ex-
pressed as thiols concentration per milligram of protein
(nmol/mg). The protein concentration in plasma was de-
termined using Bradford method, and the bovine serum al-
bumin solution was used as a standard®. The thiols con-
centration 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 appropriate final concentra-
tions of ziprasidone) were added to 0.5 ml of 15% trichlo-
roacetic acid (TCA) in 0.25 M HCl 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 min-
utes. Then the samples were centrifuged for 15 minutes
(2500 rpm, SIGMA 3K30 centrifuge) to obtain a trans-
parent and clear supernatant. Light absorption of the
supernatant was measured using 1 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 measurements of TBARS level were made in dupli-
cate. The TBARS level was expressed in wmol/l.

STATISTICAL ANALYSIS

The results obtained from the study were subjected to sta-
tistical analysis: arithmetic means and standard devia-
tion of the mean (SEM) were calculated. The significance
of differences between the tested samples with incubated

211



PRACE ORYGINALNE/ORIGINAL CONTRIBUTIONS

Stezenie Marker Kontrola (bez leku) Zyprazydon (lek) p
zyprazydonu Marker Control (without drug) Ziprasidone (drug)
Concentration
of ziprasidone n=10 n=10
139 ng/ml Tiole [nmol/myg biatka] Srednia
Thiols [nmol/mg of protein] Mean value 2,802 2821 p>0,05
SEM 0,101 0,095
250 ng/ml Tiole [nmol/myg biatka] Srednia
Thiols [nmol/mg of protein] Mean value 2,802 2850 p>0,05
SEM 0,101 0,086
TBARS [pmol/I] Srednia
TBARS [umol/] Mean value 1618 2,064 p=3,9%10°
SEM 0,056 0,110
TBARS dla stezenia zyprazydonu 139 ng/ml p<0,001 (praca w druku).
TBARS for ziprasidone concentration 139 ng/ml p<0.001 (the study in print).

Tabela 1. Wplyw zyprazydonu (250 ng/ml) na stezenie wolnych tioli i zwigzkow reagujgcych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w osoczu

(n=10, dwukrotne powtdrzenia). Czas inkubacji 24 godziny

Table 1. Effects of ziprasidone (250 ng/ml) on free thiols level and thiobarbituric acid- reactive substances (TBARS) in plasma (n=10, dupli-

cate). Incubation time — 24 hours

ANALIZA STATYSTYCZNA

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

120

102%

101% p>0,05 Kontrola 100%

100 Control 100%

80 —

% 60 —

40 —

2IP 139 ng/ml 7IP 250 ng/ml

Rys. 1. Wzrost stezenia wolnych tioli w osoczu po 24-godzinnej in-
kubacji osocza z zyprazydonem (139 ng/ml, 250 ng/ml),
wyrazony w % (kontrola = 100%)

Fig. 1. An increase in free thiols level in plasma after 24 hours’
incubation of plasma with ziprasidone (139 ng/ml,

250 ng/ml), expressed in % (control = 100%)
242

drug and control samples both for the values of thiols con-
centration and TBARS concentration was determined us-
ing the paired Student t-test for dependent variables. Pack-
age StatSoft Inc., Statistica v. 6.0 for statistical analysis
was used.

RESULTS

Ziprasidone after 24 hours’ incubation with blood plasma,
as compared to the control samples, caused a statistically
insignificant increase in the level of thiols for the

drug concentrations of both 139 ng/ml and 250 ng/ml
(fig. 1, table 1). Ziprasidone in for the first time tested
concentration of 250 ng/ml after incubation with plas-
ma (24 hours), as compared to control groups, caused
a significant increase in the level of TBARS - by 27.6%
(p=3.9x10") (fig. 2), similarly as in the earlier tested con-
centration of 139 ng/ml (table 1, in print). The results
of the study indicate that ziprasidone in concentrations
139 ng/ml and 250 ng/ml, corresponding to the drug dos-
es 80-160 mg (used per os), does not significantly contrib-
ute to a change in the free thiols level in plasma, but causes
a significant increase in the level of TBARS, showing its
properties of increasing lipid peroxidation.

DISCUSSION

Current results of the studies do not allow to establish un-
ambiguously the effects of antipsychotics on various oxi-
dative stress biomarkers, including changes in the lipid per-
oxidation level and free thiols level in plasma.

Our own study on schizophrenic patients showed an in-
crease in the oxidative stress biomarkers concentration
in plasma and a significant decrease in the level of thiol
groups in platelets (by approx. 50% in relation to healthy
subjects)®2. At the same time a significant decrease
was noted in the concentration of low-molecular thiols
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WYNIKI

Zyprazydon po 24-godzinnej inkubacji z osoczem w po-
rownaniu z probami kontrolnymi spowodowat nieistot-
ny statystycznie wzrost stezenia tioli zaréwno dla st¢zenia
leku 139 ng/ml, jak i 250 ng/ml (rys. 1, tabela 1). Zypra-
zydon w badanym po raz pierwszy stezeniu 250 ng/ml po
inkubacji z osoczem (24 h) w odniesieniu do prob kon-
trolnych spowodowat znaczacy wzrost stezenia TBARS
-027,6% (p= 3,9%x10* (rys. 2), podobnie jak w bada-
nym wezesniej stezeniu 139 ng/ml (tabela 1, praca w dru-
ku). Wyniki badan wskazuja, ze zyprazydon w stezeniach
139 ng/ml oraz 250 ng/ml, odpowiadajacych dawkom
leku 80-160 mg (stosowanym per o0s), nie wplywa istotnie
na zmiang stezenia wolnych tioli w osoczu, natomiast po-
woduje istotny wzrost stezenia TBARS, wykazujac wiasci-
wosci zwigkszajace peroksydacje lipidow.

OMOWIENIE

Obecne wyniki badan nie pozwalaja jednoznacznie ustali¢
wplywu lekow przeciwpsychotycznych na r6zne biomarke-
ry stresu oksydacyjnego, w tym zmiany poziomu peroksy-
dacji lipidow oraz stezenie wolnych tioli w osoczu.

W badaniach wiasnych u chorych na schizofreni¢ stwier-
dzono wzrost st¢zenia biomarkerow stresu oksydacyjne-
go w osoczu oraz wykazano istotne zmniejszenie stgzenia
grup tiolowych w ptytkach krwi (o okoto 50% w odnie-
sieniu do osob zdrowych)¢2¥. JednoczeSnie odnotowa-
no istotne zmniejszenie st¢zenia niskoczasteczkowych
tioli w biatkach osocza, takich jak glutation (GSH), cy-
steina (CSH) czy cysteinyloglicyna (CGSH)®. Wynik ten
jest zgodny ze stwierdzanymi, rowniez przez innych au-
toréw, niedoborami glutationu u chorych na schizofre-
ni¢ i w konsekwencji podejmowang u tych chorych suple-
mentacjg N-acetylocysteing — prekursorem glutationu®2%,

0,50

= 4
05 p=3,9x10

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

Stezenie TBARS [emol/I]
TBARS level [umol/l]

0,00
ZIP 250 ng/ml
*Roznica (A) wzgledem kontroli.
* Difference () in relation to the control.

Stezenie wolnych tioli [nmol/mg biatka]

in plasma proteins, such as glutathione (GSH), cysteine
(CSH) or cysteinylglycine (CGSH)®. This result con-
forms with glutathione deficits, found also by other au-
thors, in schizophrenic patients and consequently under-
taken supplementation with N-acetylcysteine — precursor
of glutathione®-2%. A decrease in low-molecular thiols
in schizophrenic patients shows a significant decrease
in oxidative defence, where GSH and thiols play an im-
portant role. Changes in the level of free thiols in plasma
may result from S-thiolation of proteins which results from
oxidative stress and constitutes an important antioxidative
mechanism of protecting SH groups in protein molecules
from irreversible oxidation. Recently, Huang et al. noticed
in schizophrenic patients, after 4 weeks of treatment with
risperidone, a significant decrease in the level of free thiols
in plasma, but also noted the difficulties with conducting
such studies in vivo, because of possible effects of the fac-
tors distorting the results®. In our in vitro study we dem-
onstrated for the first time that ziprasidone in concentra-
tions of 139 ng/ml and 250 ng/ml corresponding to the
drug doses 80-160 mg (used per 0s) does not significantly
affect the change in free thiols level in plasma, but affects
lipid peroxidation measured by TBARS levels. Thiobar-
bituric acid-reactive substances are a well-known marker
of lipid peroxidation playing a significant role in toxic ef-
fects of many chemical compounds®?. Changes in the lev-
el of TBARS (or MDA) and antioxidative markers were de-
scribed in studies on animal model among other in the case
of the effects of such drugs as chlorpromazine, haloperi-
dol, risperidone, olanzapine or clozapine%3-3». Results
of the studies carried out in schizophrenic patients indi-
cate that antipsychotics affect the level of TBARS"3:343%),
It was reported that the level of TBARS was higher in pa-
tients after the use of FGAs, but such changes were not
observed in the patients treated with the SGAs®”. In our
earlier studies in vitro the SGAs (risperidone, olanzapine

0,50

= 045

£ 04

>

g 035

g 030

=

g 025

g 0

s 015

< e >0,05*

g p>0,05* p>0,

0,00

Tiole 139 ng/ml Tiole 250 ng/ml
Thiols 139 ng/ml Thiols 250 ng/ml

Rys. 2. Porownanie stezenia TBARS oraz wolnych tioli w ludzkim osoczu po 24-godzinnej inkubacji z zyprazydonem
Fig. 2. Comparison of the levels of TBARS and free thiols in human plasma after 24 hours” incubation with ziprasidone
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Zmnigjszenie niskoczasteczkowych tioli u chorych na schi-
zofreni¢ Swiadczy o istotnym obnizeniu obrony antyok-
sydacyjnej, w ktorej GSH i tiole odgrywaja wazna role.
Zmiany st¢zenia wolnych tioli w osoczu moga wynikac z S-
-tiolacji biatek bedacej nastgpstwem stresu oksydacyjnego
i stanowigcej wazny mechanizm antyoksydacyjny ostania-
nia grup SH w czasteczkach biatek przed nieodwracalnym
utlenianiem. Ostatnio Huang i wsp. zauwazyli, ze po 4 ty-
godniach leczenia risperidonem u chorych na schizofreni¢
wystapit istotny spadek st¢zenia wolnych tioli w osoczu,
ale zwrocili tez uwage na trudnoSci z prowadzeniem tego
typu badan in vivo ze wzgledu na mozliwy wplyw czynni-
kow zaklocajacych wyniki®®. W naszym badaniu in vitro
po raz pierwszy wykazaliSmy, ze zyprazydon w st¢zeniach
139 ng/ml oraz 250 ng/ml odpowiadajacych dawkom
leku 80-160 mg (stosowanym per os) nie wplywa istotnie
na zmiang st¢zenia wolnych tioli w osoczu, natomiast wy-
wiera wplyw na peroksydacie¢ lipidow, mierzong za pomo-
cg oznaczenia st¢zenia TBARS. Zwiazki reagujace z kwa-
sem tiobarbiturowym sg znanym markerem peroksydacji
lipidow, odgrywajacej istotng rolg w toksycznym dziataniu
wielu zwigzkow chemicznych®?, Opisywano zmiany ste-
zenia TBARS (lub MDA) oraz marker6w antyoksydacyj-
nych w badaniach na modelu zwierzecym migdzy innymi
w przypadku dziatania takich lekow, jak chlorpromazyna,
haloperidol, risperidon, olanzapina czy klozapina”-31-39,
Z wynikow badan prowadzonych u chorych na schizofre-
ni¢ wynika, iz leki przeciwpsychotyczne wptywaja na ste-
zenie TBARS"33439 Zauwazono, ze stezenie TBARS byto
Wwyzsze u pacjentdw po zastosowanym leczeniu LPIG, ale
nie zaobserwowano takich zmian u chorych, ktorzy otrzy-
mywali LPIIG®”. W naszych wczesniejszych badaniach
prowadzonych w modelu in vitro LPIIG (risperidon, olan-
zapina czy kwetiapina) w stezeniach odpowiadajacych
dawkom rekomendowanym do leczenia ostrego epizodu
schizofrenii nie powodowaly istotnego wzrostu peroksy-
dacji lipidow osocza w odniesieniu do prob kontrolnych
- bez leku® ¥, Natomiast stwierdziliSmy, podobnie jak
autorzy prowadzacy badania na modelu zwierzecym®?,
ze haloperidol w doswiadczeniach eksperymentalnych
prowadzonych in vitro w ludzkim osoczu istotnie zwigk-
sza peroksydacie lipidow!?. Z kolei Zhang i wsp. wyka-
zali, Zze u chorych na schizofreni¢ po leczeniu klozaping
lub risperidonem nie wystepuja znaczace rdznice w steze-
niu dialdehydu malonowego (MDA)®®. Podobnie Kropp
i wsp. zaobserwowali brak istotnego wzrostu st¢zenia
TBARS po 3-tygodniowym leczeniu pacjentow chorych
na schizofreni¢ takimi LPIIG, jak: amisulpryd, risperidon,
olanzapina, kwetiapina i klozapina (Srednie dawki dzienne
wynosity odpowiednio: 337 mg, 4,7 mg, 13,9 mg, 363,4 mg
14472 mg)“P. Réwniez w badaniach na zwierzetach Pil-
lai i wsp. wykazali antyoksydacyjne dziatanie niektorych
LPIIG, ktore zmniejszaly peroksydacje lipidow®. Jednak
w obecnie omawianym badaniu zyprazydon — lek przeciw-
psychotyczny drugiej generacji — w stezeniu 250 ng/ml po

or quetiapine) in concentrations corresponding to doses
recommended for treatment of acute episode of schizo-
phrenia did not cause a significant increase in plasma lip-
id peroxidation in relation to control samples — without
the drug™'. Instead, we have found, similarly to the au-
thors conducting the studies in animal model®?, that hal-
operidol in experimental studies in vitro in human plasma
significantly increases lipid peroxidation'®. On the other
hand Zhang et al. indicated that schizophrenic patients af-
ter treatment with clozapine or risperidone did not exhib-
it any significant differences in the concentration of malo-
nyldialdehyde (MDA)®®. Similarly, Kropp et al. observed
a lack of significant increase in the level of TBARS after
3-weeks treatment of schizophrenic patients with such
SGAs as: amisulpride, risperidone, olanzapine, quetiapine
and clozapine (the mean daily doses reached respective-
ly: 337 mg, 4.7 mg, 13.9 mg, 363.4 mg and 447.2 mg)“",
Also in studies on animals Pillai et al. demonstrated an-
tioxidative effects of certain SGAs which decreased lipid
peroxidation®. However, in the present study ziprasidone
— the second generation antipsychotic — in concentration
250 ng/ml after 24 hours’ incubation with plasma signifi-
cantly increased lipid peroxidation. We obtained similar re-
sults, implying the drug’s pro-oxidative effects, in an ear-
lier experiment with ziprasidone concentration 139 ng/ml
(the study in print). Our results of in vitro studies indicate
that ziprasidone in concentrations corresponding to dos-
es recommended for treatment of acute episode of schizo-
phrenia, causes a significant increase in the level of TBARS
— lipid peroxidation marker.

In the light of the findings showing that oxidative stress
is involved in etiopathogenesis of schizophrenia, the study
aimed at determination of antipsychotics effects on oxida-
tive stress biomarkers are very important clinically, because
antipsychotics in schizophrenic patients are used chroni-
cally, usually for many years, often in high doses, especial-
ly in recurrent acute episodes of the disease.

It seems that determination of the effects of various anti-
psychotics, both of the first and second generation, on ox-
idative stress occurring in the course of schizophrenia may
improve the outcomes and contribute to searching for
a therapy involving the complex aspects of pro- and anti-
oxidative imbalance found in patients with schizophrenia.

CONCLUSIONS

Ziprasidone does not cause a significant increase in the
level of thiols in human plasma, but it contributes to an
increase in plasma lipid peroxidation, thereby exhibiting
pro-oxidative effects.
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24-godzinnej inkubacji z osoczem istotnie zwigkszal perok-
sydacje lipidéw. Podobne wyniki wskazujace na dziatanie
prooksydacyjne leku uzyskaliSmy we wczes$niej wykonanym
doswiadczeniu ze st¢zeniem zyprazydonu 139 ng/ml (pra-
ca w druku). Nasze wyniki badan, prowadzone w uktadzie
in vitro, wskazuja, ze zyprazydon w stezeniach odpowiada-
jacych dawkom rekomendowanym do leczenia ostrego epi-
zodu schizofrenii powoduije istotny wzrost stezenia TBARS
— markera peroksydacji lipidow.

W $wietle ustalen, ze stres oksydacyjny jest zaangazowa-
ny w etiopatogenez¢ schizofrenii, badania zmierzajace do
okreslenia wptywu LPP na biomarkery stresu oksydacyj-
nego majg duze znaczenie kliniczne, gdyz LPP u chorych
na schizofreni¢ stosowane sg przewlekle, zazwyczaj przez
wiele latach, cz¢sto w znacznych dawkach, szczegdlnie
w nawracajacych ostrych epizodach choroby.

Wydaje si¢, ze ustalenie wptywu réznych lekdw przeciwp-
sychotycznych, zarowno pierwszej, jak i drugiej generacji,
na stres oksydacyjny wystepujacy w przebiegu schizofre-
nii moze poprawi¢ wyniki leczenia oraz przyczynic si¢ do
poszukiwania terapii uwzgledniajacej ztozone aspekty za-
burzei rownowagi pro- i antyoksydacyjnej stwierdzanych
u chorych na schizofrenic.

WNIOSKI

Zyprazydon nie powoduje istotnego wzrostu st¢zenia tio-
li w ludzkim osoczu, natomiast przyczynia si¢ do wzrostu
peroksydaciji lipidow osocza, tym samym wykazujac dzia-
tanie prooksydacyjne.
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