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Streszczenie |

Niektore leki przeciwpsychotyczne, w tym zyprazydon (ZYP), przyczyniaja si¢ do zaburzei rownowagi pro-
i antyoksydacyjnej u chorych na schizofreni¢. Poszukiwanie skutecznej antyoksydacyjnej suplementacji zmniejszajacej
dziatanie prooksydacyjne lekow przeciwpsychotycznych ma zatem duze znaczenie kliniczne. Celem badania byto
ustalenie wplywu ZYP na peroksydacje lipidow ludzkiego osocza — przez oznaczenie st¢zenia zwigzkow reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), w modelu in vitro. Material i metody: Krew do badai pobrano od zdrowych
ochotnikow pici mgskiej — na roztwor ACD. Substancj¢ aktywna, czyli ZYP, rozpuszczono w 0,01% dimetylosulfotlenku
do stezen koncowych (40 ng/ml, 139 ng/ml) i inkubowano z osoczem (1 i 24 godziny, 37°C). Osocze inkubowano
rowniez z kwercetyna (7,5 ug/ml, 15 ug/ml) oraz z kwercetyng i ZYP, w réznych kombinacjach badanych stezef.
Do kazdego doswiadczenia wykonano proby kontrolne (bez leku). Oznaczenia st¢zenia TBARS przeprowadzono
metoda spektrofotometryczng Rice’a-Evansa (modyfikacja: Wachowicz i Kustrof). Wyniki: ZYP w stezeniach
40 ng/ml i 139 ng/ml po 24 godzinach inkubacji z osoczem powoduje wzrost stezenia TBARS (p odpowiednio <0,01
i <0,002). Kwercetyna (7,5 ug/ml, 15 ug/ml) inkubowana 24 godziny w osoczu wraz z ZYP zmniejsza peroksydacje
lipidow Srednio o0 38% (dla ZYP 40 ng/ml p odpowiednio <0,0003 i <0,0001, dla ZYP 139 ng/ml p odpowiednio
<0,002 i <0,004). Wniosek: Kwercetyna istotnie obniza peroksydacje lipidow wywotywang przez zyprazydon.

Stowa kluczowe: leki przeciwpsychotyczne, zyprazydon, kwercetyna, peroksydacja lipidow, schizofrenia

Summary |

Some antipsychotics, including ziprasidone (ZIP), contribute to pro- and antioxidative imbalance in schizophrenic
patients. Therefore, searching for effective antioxidative supplementation decreasing antipsychotics prooxidative
effects has a high clinical importance. The aim of the study was to establish the effect of ZIP on human plasma - by
determining the levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), in in vitro model. Material and methods:
Blood samples were obtained from healthy male volunteers and placed in the ACD solution. The active substance,
i.e. ZIP, was dissolved in 0.01% solution of dimethylsulfoxide to reach the final concentrations (40 ng/ml, 139 ng/ml)
and incubated with plasma (for 1 and 24 hours at 37°C). Plasma was also incubated with quercetine (7.5 ug/ml,
15 ug/ml) and with quercetine and ZIP, in different combinations of tested concentrations. Control samples (without
the drug) were performed for each experiment. TBARS concentrations were determined using Rice-Evans

DOI: 10.15557/PiPK.2014.0001 © PSYCHIATR. PSYCHOL. KLIN. 2014, 14 (1), p. 10-19




ARTYKUE REDAKCYJNY/EDITORIAL

spectrophotometric method (modified by Wachowicz and Kustron). Results: ZIP at the concentrations of 40 ng/ml
and 139 ng/ml after 24 hours of incubation with plasma causes an increase in TBARS (p respectively <0.01 and
<0.002). Quercetine (7.5 pug/ml, 15 ug/ml) incubated for 24 hours in plasma with ZIP decreases lipid peroxidation
on average by 38% (for ZIP 40 ng/ml p respectively <0.0003 and <0.0001, for ZIP 139 ng/ml p respectively <0.002
and <0.004). Conclusions: Quercetine significantly decreases lipid peroxidation induced by ziprasidone.

Key words: antipsychotics, ziprasidone, quercetine, lipid peroxidation, schizophrenia

WSTEP

wanie w leczeniu zaburzen psychicznych, zwtasz-

cza schizofrenii i choroby afektywnej dwubieguno-
wej (CHAD), w ktorych etiopatogenezg jest zaangazowany
stres oksydacyjny. Wyniki badan wskazuja, ze stosowanie
czescei lekdw przeciwpsychotycznych indukuje stres oksy-
dacyjny, co moze sprzyja¢ wystepowaniu objawdw poza-
piramidowych (w tym pdznych dyskinez) . Wpltyw lekow
przeciwpsychotycznych na procesy pro- i antyoksydacyjne
nie zostat jednak doktadnie poznany. Obecnie to obszar
zainteresowan coraz wickszej grupy badaczy.
W r6znych eksperymentach prowadzonych w mode-
lu zwierzgcym i in vitro na liniach komdrkowych stwier-
dzano indukowanie stresu oksydacyjnego i zwigkszong
peroksydacje lipidow bton komdrkowych w czasie poda-
wania wybranych lekdw przeciwpsychotycznych pierwszej
generacji®?. Jednakze w dotychczasowych badaniach nie
wykazano, aby leki przeciwpsychotyczne drugiej genera-
cji (LPIIG) powodowaly istotny wzrost peroksydacji li-
pidéw osocza.
W naszych badaniach po raz pierwszy zaobserwowaliSmy,
ze zyprazydon (LPIIG) w stezeniach 40 ng/ml, 139 ng/ml
1250 ng/ml — odpowiadajacych dawkom stosowanym w le-
czeniu schizofrenii (~40-160 mg na dobg)®” — wykazywat
dziatanie prooksydacyjne.
Zyprazydon — 5-[2-(4-[1,2-benzisothiazol-3-yl]-1-pipera-
zinyl)ethyl]-6-chloro-1,3-dihydro-2H-indol-2-one — dziata
antagonistycznie w stosunku do receptordw serotoniner-
gicznych 2A (SHT2A) i receptoréw dopaminergicznych
typu 2. (D2). Wykazuje wiasciwosci przeciwpsychotycz-
ne i potencjalnie korzystny wplyw na objawy afektywne!?.
Stosowanie zyprazydonu wigze si¢ z niskim ryzykiem wy-
stapienia poznej dyskinezy czy objawdw pozapiramido-
wych, a takze deficytow poznawczych, nadmiernej seda-
cji i uspokojenia®!?,
Stosowanie zyprazydonu okazuje si¢ wyjatkowo korzyst-
ne w przypadku pacjentow, ktorzy w czasie terapii innymi
lekami przeciwpsychotycznymi uzyskali znaczacy wzrost
masy ciata, poniewaz terapia z uzyciem tego leku pozwa-
la zazwyczaj uzyska¢ normalizacje wagi'>!3. Z tego wzgle-
du istotne wydaje si¢ prowadzenie badan, ktorych celem
jest znalezienie skutecznej suplementacji antyoksydacyjnej
przeciwdziatajacej zwickszeniu peroksydacii lipidow oso-
cza wywolywanej przez ZYP i cz¢$¢ innych lekdw przeciw-
psychotycznych.

l eki przeciwpsychotyczne znajduja szerokie zastoso-
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INTRODUCTION

ntipsychotics find comprehensive application

ALn treatment of mental disorders, especially schizo-
hrenia and bipolar affective disorder (BAD)

whose aetiopathogenesis involves oxidative stress. The re-
sults of the studies indicate that application of some of the
antipsychotics induces oxidative stress, which may contrib-
ute to the occurrence of extrapyramidal symptoms (includ-
ing tardive dyskinesias) . However, the effect of antipsy-
chotics on pro- and antioxidative processes is not known
precisely as yet. Presently, more and more researchers are
interested in this issue.
Various experiments conducted in animal model and
in vitro on cellular lines showed inducing of oxidative
stress and increased lipid peroxidation of cellular mem-
branes during administration of selected first generation
antipsychotics®". However, the hitherto studies have
not indicated that the second generation antipsychot-
ics (SGAs) caused a significant increase in plasma lip-
id peroxidation.
In our studies we observed for the first time that ziprasi-
done (SGA) in concentrations: 40 ng/ml, 139 ng/ml and
250 ng/ml - corresponding to the doses used for treatment
of schizophrenia (~40-160 mg per 24 hrs)®? — exhibited
prooxidative effects.
Ziprasidone — 5-/2-(4-[1,2-benzisothiazol-3-yl]-1-piper-
azinyl)ethyl]-6-chloro-1,3-dihydro-2H-indol-2-one — acts
antagonistically towards serotoninergic receptors 2A
(SHT2A) and dopaminergic receptors of type 2 (D2).
It exhibits antipsychotic properties and potentially advan-
tageous effect on affective symptoms?. The use of zipra-
sidone is associated with a low risk of the occurrence
of tardive dyskinesia or extrapyramidal symptoms as well
as cognitive deficits and excessive sedation®!?,
The use of ziprasidone appears to be particularly advanta-
geous in case of the patients who during the therapy with
other antipsychotics reached a significant increase in body
mass, because therapy with this drug usually allows to
achieve the weight normalization>!». Therefore, it seems
advisable to carry out the studies aimed at finding an ef-
fective antioxidative supplementation counteracting an in-
crease in plasma lipid peroxidation induced by ZIP and
some other antipsychotics.
Vegetal flavonoids, including quercetine, are commonly
available in the diet and in form of various commercial
preparations which could be used to supplement patients
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Flawonoidy ro$linne, w tym kwercetyna, sg powszech-
nie dostepne w diecie i w postaci roznych preparatow ko-
mercyjnych, ktére mogltyby zosta¢ uzyte do suplementa-
cji u 0s6b z zaburzeniami psychicznymi i towarzyszacym
stresem oksydacyjnym — pod warunkiem okreSlenia przy-
datnoSci i sposobu stosowania w tej grupie pacjentow.
Kwercetyna, hydrofobowy polifenol (z grupy flawono-
idow), wystepuje przewaznie w postaci glikozydu kwer-
cetyny i ma wiele korzystnych dziatan antyoksydacyj-
nych(4,

Kwercetyna (3,5,7,3’,4’-pentahydroksyflawon) to orga-
niczny wielopierScieniowy zwigzek aromatyczny i najbar-
dziej rozpowszechniony roslinny zwiazek polifenolowy,
dostepny w wielu pokarmach, takich jak cebula, jarmuz,
truskawki, ciemne winogrona, brokuly i zotte kabaczki,
a takze w suplementach diety!'*!>, Kwercetyna i jej meta-
bolity sg silnymi antyoksydantami, wykazujacymi zfozo-
ne dziatanie, zalezne od st¢zenia"®: whasciwosci zmiata-
nia rodnikdw tlenowych — reaktywnych pochodnych tlenu
i azotu (nadtlenoazotynu) oraz reaktywnych pochodnych
chloru, chelatowania jondw zelaza, hamowania aktywno-
Sci oksydazy ksantynowej, aktywowania peroksydazy glu-
tationowej czy obnizania poziomu produktow peroksyda-
cji lipidow!1729.

Wykazano, ze kwercetyna ma réznorodne korzystne
dziatanie na ludzki organizm: obniza ciSnienie t¢tnicze
krwi, hamuje agregacje plytek krwi, zapobiega zakrze-
pom, pomaga w hamowaniu rozwoju zmian miazdzyco-
wych, zmniejsza ryzyko wystapienia chorob ukfadu kraze-
nia®-2% i cukrzycy typu I[I®, przeciwdziata tworzeniu si¢
za¢my. Ponadto wykazuje aktywnoS¢ przeciwnowotwo-
rowg %32 przeciwalergiczng i przeciwzapalng®*-*% oraz
przeciwwirusowa®®. Hamuje kaskade¢ przemian kwasu
arachidonowego, a wiec zmniejsza powstawanie proza-
palnych prostaglandyn i leukotriendw®’3®. Przyczynia si¢
do hamowania uwalniania histaminy, dzigki czemu znaj-
duje zastosowanie w lecznictwie — jako sktadnik prepara-
tow pomocniczo stosowanych w leczeniu alergii, w pota-
czeniu z solami wapnia®.

Wzdr sumaryczny C;sH,,0,

Masa molowa 302,24 g/mol OH
Molecular formula C;sH,,0

Molar mass 302.24 g/mol OH

HO

OH O

Rys. 1. Kwercetyna — wzor chemiczny i sumaryczny oraz masa
molowa

Fig. 1. Quercetine — chemical and molecular formulae, and
molar mass

with mental disorders and concomitant oxidative stress,
provided that usefulness and the way of using it in this
group of patients are determined.

Quercetine, hydrophobic polyphenol (of flavonoids
group), usually occurs in form of quercetine glycoside and
exhibits many antioxidative effects®.

Quercetine (3,5,7,3",4’-pentahydroxyflavone) is an organ-
ic polycyclic aromatic compound and most abundant veg-
etal polyphenol compound, available in many foodstuffs,
such as onion, kale, strawberries, dark grapes, broccoli and
yellow marrow, as well as dietary supplements*!19, Quer-
cetine and its metabolites are strong antioxidants exhibit-
ing complex effects, depending on their concentration'®:
the properties of scavenging of oxygen radicals — reactive
derivatives of oxygen and nitrogen (peroxonitrite) and re-
active derivatives of chlorine, chelation of iron ions, inhi-
bition of activities of xanthine oxidase, activation of gluta-
thione peroxidase or decreasing of the lipid peroxidation
products level 1729,

It has been demonstrated that quercetine has diverse
advantageous effects on human organism: it reduces
arterial blood pressure, inhibits platelets aggregation,
prevents blood clots, helps inhibit the development
of atherogenic changes, decreases the risk of circula-
tory system diseases®?® and type 2 diabetes®”, and
prevents the development of cataract. Furthermore,
it exhibits anticarcinogenic®%-3? antiallergic and anti-
inflammatory effects®3-3% as well as antiviral effects®®.
It inhibits the cascade of arachidonic acid conversions,
thereby reducing the development of proinflammatory
prostaglandins and leucotriens®’*®. It contributes to in-
hibition of the release of histamine, therefore it finds
application in health care — as a component of prepa-
rations helpful in treatment of allergy, when combined
with calcium salts®.

The organism’s proper functioning requires an appropri-
ate level and activity of antioxidants. Although endogen-
ic antioxidants are produced in human organism, a prop-
er supply of antioxidants in food is indispensable. It seems
particularly important in patients with schizophrenia and
bipolar disorder which are concomitant with oxidative
stress.

Recognition of polyphenols antioxidative effects in pa-
tients with schizophrenia and bipolar disorder is an im-
portant clinical issue, because appropriate supplementa-
tion of these compounds could prevent redox homeostatis
disorders induced also by some antipsychotics used in the
treatment of these illnesses.

AIM OF THE STUDY

The study was aimed at establishing the effect of quer-
cetine on human plasma lipid peroxidation induced
by the second generation antipsychotic — ziprasidone
(ZIP). The level of thiobarbituric acid reactive substanc-
es (TBARS) in in vitro model was determined.
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Wiasciwe funkcjonowanie organizmu wymaga odpowied-
niego poziomu i aktywnosci antyoksydantow. Cho¢ w or-
ganizmie cztowieka wytwarzane sg przeciwutleniacze en-
dogenne, niezbedna jest wiasciwa podaz antyoksydantow
w pozywieniu. Szczeg6lnie istotna wydaje si¢ ona u pa-
cjentow ze schizofrenig i CHAD, w ktorych wystepuije stres
oksydacyjny.

Poznanie wplywu antyoksydacyjnego polifenoli u chorych
na schizofreni¢ i CHAD to wazne zagadnienie kliniczne.
Odpowiednia suplementacja tych zwigzkéw mogtaby bo-
wiem zapobiegac zaburzeniom homeostazy redoks, indu-
kowanym rowniez przez cz¢s¢ lekdw przeciwpsychotycz-
nych stosowanych w leczeniu wymienionych chordb.

CEL BADANIA

Celem badania byfo ustalenie wptywu kwercetyny na
peroksydacje lipidow ludzkiego osocza wywotang dziata-
niem leku przeciwpsychotycznego drugiej generacji — zypra-
zydonu (ZYP). Oznaczono stgzenie zwigzkow reagujacych
7 kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w modelu in vitro.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowilo osocze wyizolowane
ze Swiezej krwi pobranej na antykoagulant ACD (kwas
cytrynowy/cytrynian sodu/dekstroza; 5:1 v/v). Krew po-
brano od 10 zdrowych me¢zczyzn, studentow Uniwersy-
tetu Medycznego w Lodzi, w wieku 24-26 lat (Srednio
25 = 0,6 roku). Do oceny stanu zdrowia psychicznego
zastosowano M.LN.I. - Mini-International Neuropsy-
chiatric Interview®”. Przeprowadzono badania inter-
nistyczne, neurologiczne i laboratoryjne, a takze kwe-
stionariuszowe wywiady dotyczgce przebytych chorob,
nawykow zywieniowych, stosowanych lekow, antyoksy-
dantow pochodzenia roslinnego i farmaceutycznego oraz
substancji psychoaktywnych.

Do badan przyjeto osoby pochodzenia polskiego, zyja-
ce w podobnych warunkach socjoekonomicznych, zdro-
we (bez zaburzefi psychicznych i chorob somatycznych),
niewykazujace cech zespotu metabolicznego (w tym zabu-
rzef gospodarki lipidowej i weglowodanowej), z prawidio-
wym BMI, stosujace zrownowazong diet¢. Ochotnicy nie
suplementowali antyoksydantow pochodzenia roslinnego
lub farmaceutycznego ani preparatow zawierajacych wie-
lonienasycone kwasy tluszczowe, nie palili papierosow, ni-
gdy nie uzywali narkotykow oraz nie pili alkoholu przez
kilka dni przed pobraniem krwi. Wykluczono mozliwos¢
wystepowania we krwi lekow lub ich metabolitow — zasto-
sowano kryterium nieuzywania zadnych lekow (réwniez
doraznie) w ostatniej dobie przed badaniem lub w czasie
odpowiednio dtuzszym.

Na badania wyrazita zgod¢ 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.

© PSYCHIATR. PSYCHOL. KLIN. 2014, 14 (1), p. 10-19

MATERIAL AND METHODS

Plasma was isolated from fresh human blood and put
in anticoagulant ACD (citric acid/sodium citrate/dextrose;
5:1v/v). Blood samples were obtained from 10 healthy vol-
unteers (students of the Medical University of £.6d7) aged
24-26 years (mean 25 =+ 0.6 year). They were screened for
mental health disorders using the MINI — Mini-Interna-
tional Neuropsychiatric Interview®” and for other medical
conditions using questionnaires addressing their medical
history, eating habits, medications taken, use of vegetal and
synthetic antioxidants and psychoactive substances. Gen-
eral medical and neurological checkups were made along
with basic lab tests.

We qualified persons of Polish origin, living in similar so-
cio-economic conditions, healthy (somatically and psychi-
atrically), with no symptoms of metabolic syndrome (in-
cluding lipid and carbohydrate imbalance), with normal
body mass (normal BMI), on balanced diet, with no sup-
plemented antioxidants (vegetal or synthetic) or polyun-
saturated fatty acids, who never used narcotic drugs or to-
bacco, and did not drink alcohol within the last few days
before the blood test. They did not use any medications for
the period long enough to exclude any possible occurrence
of medications or their metabolites in their blood.

The Committee for Research on Human Subjects of the
Medical University of £.6dZ gave their consent for the
study — No. RNN/899/2000. The volunteers obtained com-
prehensive information on the purpose and reserach meth-
ods and gave their written consent for their participation
in the study.

PLASMA ISOLATION AND INCUBATION
WITH THE MEDICATION

Blood samples (2 x 9 ml) were centrifuged for 20 min-
utes in the SIGMA 3K30 centrifuge at 2500 rpm and
temperature 20°C. To each 0.5 ml plasma sample we add-
ed the active form of the medication dissolved in 0.01%
solution of dimethylsulfoxide (DMSO). Final concen-
trations of ziprasidone were 40 ng/ml and 139 ng/ml,
corresponding to the drug stable concentration achieved
after multiple administration of the dose used for schiz-
ophrenia treatment. Active form of the medication was
obtained from Pfizer (USA). The plasma samples were
incubated for 1 and 24 hours with ziprasidone, querce-
tine (7.5 ug/ml, 15 pg/ml) and quercetine and the test-
ed medication in different combinations of concentra-
tions. With each experiment the control samples were
made: plasma with DMSO, without the drug. In both
study and control samples after incubation with the
studied concentrations of ziprasidone and/or quercetine,
we assessed spectrophotometrically the concentrations
of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) by
the Rice and Evans method“? modified by Wachowicz
and Kustron (1984)“Y.
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IZOLOWANIE 0OSOCZA
I INKUBACJA OSOCZA Z LEKIEM

Pobrang krew (2 x 9 ml) wirowano w celu otrzyma-
nia osocza przez 20 minut w wirowce SIGMA 3K30
(2500 obr./min; temperatura 20°C). Do kazdej prob-
ki 0,5 ml osocza dodawano substancj¢ czynng badane-
go leku, rozpuszczong w 0,01% dimetylosulfotlenku —
DMSO. Zastosowano ste¢zenia koficowe zyprazydonu
40 ng/ml i 139 ng/ml, odpowiadajace stabilnemu st¢zeniu
leku, osigganemu po wielokrotnym przyjeciu dawki sto-
sowanej w leczeniu schizofrenii. Substancj¢ czynng bada-
nego leku otrzymano z firmy Pfizer (USA). Probki osocza
inkubowano 1 i 24 godziny z zyprazydonem, kwercety-
na (7,5 pg/ml, 15 ug/ml) oraz kwercetyna i testowanym
lekiem w r6znych kombinacjach stezen. Do kazdego do-
Swiadczenia wykonano proby kontrolne: osocze z DMSO,
bez leku. W probach badanego osocza i w probach kon-
trolnych, po inkubacji z badanymi st¢zeniami zyprazydo-
nu i/lub kwercetyny, oznaczono spektrofotometrycznie
stezenie zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbituro-
wym (TBARS) - metoda, ktora opisali Rice i Evans“?,
a zmodyfikowali Wachowicz i Kustron (1984)“V.

OZNACZANIE STEZENIA ZWIAZKOW
REAGUJACYCH Z KWASEM
TIOBARBITUROWYM (TBARS)

Do probek 0,5 ml osocza kontrolnego (bez leku) i oso-
cza badanego (proby z odpowiednimi st¢zeniami kofi-
cowymi zyprazydonu i/lub kwercetyny) dodano 0,5 ml
15-procentowego kwasu trichlorooctowego (TCA)
w 0,25 M HCl i 0,5 ml 0,37-procentowego kwasu tio-
barbiturowego (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, wirdwka SIGMA 3K30) w celu otrzyma-
nia klarownego supernatantu. Absorbancj¢ supernatan-
tu oznaczano na spektrokolorymetrze SEMCO przy dtu-
gosci fali 535 nm w kuwecie o gruboSci warstwy 1 cm.
[los¢ TBARS obliczano na podstawie wartoSci absorban-
cji, z wykorzystaniem molowego wspoiczynnika absor-
bancji (¢ = 1,56 x 10° M"! x cm™). Oznaczenia st¢zenia
TBARS powtarzano dwukrotnie. St¢zenie to wyrazono
w wmol/l.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki badan poddano analizie statystycznej: obliczo-
no Srednie arytmetyczne i btad standardowy Sredniej
(SEM). Istotnos¢ roznic stezenia TBARS miedzy bada-
nymi probami (z inkubowanymi: a) lekiem, b) kwercety-
na, ¢) lekiem i kwercetyng) a probami kontrolnymi ob-
liczono za pomoca testu ¢-Studenta dla prob zaleznych
(test sparowany). Do badan zastosowano pakiet StatSoft

14 | Inc., Statistica v. 6.0.

ASSESSMENT OF THIOBARBITURIC ACID
REACTIVE SUBSTANCES (TBARS)
CONCENTRATION

To 0.5 ml of control (without the drug) and studied (with
appropriate final concentrations of ziprasidone and/or
quercetine) plasma samples we added 0.5 ml of 15% tri-
chloroacetic 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 minutes.
Then the plasma samples were centrifuged for 15 minutes
at 2500 rpm in the SIGMA 3K30 centrifuge to obtain clear
supernatant. The supernatant absorbance was measured
using the SEMCO spectrophotometer at 535 nm in a sam-
ple cell of a 1 cm thick layer. TBARS concentration was
calculated based on absorbance value, using the molar ab-
sorbance coefficient (e = 1.56 x 10° M! x cm). TBARS
concentration assessment was carried out in double trials.
The concentration was expressed in umol/l.

STATISTICAL ANALYSIS

We analysed the results using Statistica 6.0 by StatSoft.
We calculated mean values and standard error of mean
(SEM). The significance of differences for TBARS lev-
els between the study samples (with incubated: a) drug,
b) quercetine, ¢) the drug and quercetine) and control sam-
ples was calculated using the paired Student’s #-test.

RESULTS

After 24 hours incubation with plasma, ziprasidone at the
concentrations of 40 ng/ml and 139 ng/ml, corresponding
to the drug doses used per os in treatment of schizophre-
nia, causes a significant increase in TBARS concentration
(p < 0.01 for ZIP concentration 40 ng/ml, p < 0.002 for
ZIP concentration 139 ng/ml) (fig. 2).

Quercetine incubated with plasma at the concentrations
7.5 ng/ml and 15 ug/ml significantly decreases lipid per-
oxidation (TBARS level), as compared to working groups.
So it exhibits antioxidative effects.

Quercetine (7.5 ug/ml, 15 pg/ml) incubated for 24 hours
in plasma with ziprasidone decreases lipid peroxidation on
average by 38% (for ZIP 40 ng/ml p respectively <0.0003
and <0.0001, for ZIP 139 ng/ml p respectively <0.002 and
<0.004).

DISCUSSION

Every day intake of flavonoids is important for the preven-
tion of many illnesses, including schizophrenia, because it
protects against oxidative damage of DNA“? and excessive
lipid peroxidation®*-*¥_ and inhibits the release of inflam-
matory mediators+3640),

It seems that polyphenols, including quercetine, could
find application in the prevention of oxidative damages
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WYNIKI

Po 24 godzinach inkubacji z osoczem zyprazydon —
w stezeniach 40 ng/ml i 139 ng/ml, odpowiadajacych
dawkom leku podawanym per os chorym na schizofre-
ni¢ — powoduje istotny wzrost stezenia TBARS (p < 0,01
dla stezenia ZYP 40 ng/ml, p < 0,002 dla st¢zenia ZYP
139 ng/ml) (rys. 2).

Kwercetyna inkubowana z osoczem w st¢zeniu 7,5 ug/ml
i 15 pg/ml istotnie zmniejsza peroksydacje lipidow (steze-
nie TBARS) w poréwnaniu z grupami roboczymi. Wyka-
zuje wige dziatanie antyoksydacyjne.

Kwercetyna (7,5 pg/ml, 15 ug/ml) inkubowana przez
24 godziny w osoczu wraz z zyprazydonem zmniejsza
peroksydacje lipidow Srednio o 38% (dla ZYP 40 ng/ml
p odpowiednio <0,0003 i <0,0001, dla ZYP 139 ng/ml
p odpowiednio <0,002 i <0,004).

OMOWIENIE

Codzienne spozycie flawonoidéw ma znaczenie w profi-
laktyce wielu chordb, rowniez schizofrenii, poniewaz chro-
ni przed uszkodzeniem oksydacyjnym DNA®?, nadmierng
peroksydacja lipidow* i hamuje uwalnianie zapalnych
mediatorow43640),

Wydaje sig, ze polifenole, w tym kwercetyna, mogtyby
znalez¢ zastosowanie w profilaktyce uszkodzen oksyda-
cyjnych wystepujacych w schizofrenii’#®. Aby rozstrzyg-
na¢ t¢ kwestig, nalezy jednak ustali¢, czy antyoksydanty
datoby si¢ wykorzysta¢ w leczeniu pacjentéw otrzymu-
jacych leki przeciwpsychotyczne. Niezbedne sa dalsze

150
%
1001 2YP = 100%
ZIP =100%
. ZYP + kwercetyna
50 4 ZIP+ quercetine
0 h T T T T T T T T T
40 ng/ml 139 ng/ml Stezenie ZYP

ZIP concentration

Rys. 3. Stezenie TBARS po 24-godzinnej inkubacji ludzkiego
osocza z gyprazydonem i kwercetynq. Wartosci TBARS
uzyskane po inkubacji ZYP i kwercetyny (7,5 ug/ml,
15 pg/ml, odpowiednio stupek pierwszy i drugi) wyra-
Zono w procentach w odniesieniu do kontroli — przyje-
tej jako 100%

Fig. 3. TBARS concentration after 24-hour incubation of hu-
man plasma with ziprasidone and quercetine. TBARS
values obtained after incubation of ZIP and quercetine
(7.5 ug/ml, 15 ug/ml, respectively the first and the sec-
ond column) are expressed as percentages in relation to
the control as 100%
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Rys. 2. Stezenie zwiqzkow reagujqcych z TBARS po inkubacji
(1 godz., 24 godz.) ludzkiego osocza z zyprazydonem.

Na osi x przedstawiono wartosci delta. Delta — sred-

nia roznica miedzy wartosciami prob z lekiem i prob

bez leku

Fig. 2. The concentration of thiobarbituric acid reactive sub-
stances (TBARS) after incubation (1 hour, 24 hours)

of human plasma with ziprasidone. Axis x presents del-
tavalues. Delta — the mean difference between the values

of samples with the drug and samples without the drug

occurring in schizophrenia®#¥. However, to resolve this
issue, we should first decide whether or not antioxidants
could be used in the treatment of patients treated with anti-
psychotics. Further studies are necessary to find out recom-
mendations to use antioxidants in this group of patients.
Important issues are: acquiring appropriate knowledge
about the effects of antipsychotics (coming from different
groups, depending on the chemical structure and mecha-
nism of action) on redox homeostasis disorders, and es-
tablishing of effective doses of antioxidants and their po-
tential interaction with antipsychotics.

Antipsychotics exhibit diverse effects on oxidative stress
biomarkers. The knowledge on this subject has not been
established definitively as yet. Literature emphasizes that
the first generation antipsychotics are usually prooxida-
tive“?. As has been indicated by some authors conduct-
ing research on cellular lines, the second generation an-
tipsychotics, such as clozapine, olanzapine, quetiapine
or risperidone, protect cells against apoptosis caused
by oxidative stress®%?. The results of the studies con-
ducted in in vitro model on human plasma collected
from healthy volunteers demonstrated antioxidative ef-
fects of quetiapine, clozapine and amisulpride>-37.
No prooxidative effects of olanzapine and risperidone
were found®®. Similarly, in clinical studies conducted
by Kropp et al. (2005) no prooxidative effects of risper-
idone, clozapine, quetiapine and amisulpride have been
mentioned®®.
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badania, zmierzajace do ustalenia wskazaf do stosowa-
nia antyoksydantow w tej grupie chorych. Wazne kwestie
to: pozyskanie odpowiedniej wiedzy na temat dziatania
lekow przeciwpsychotycznych (pochodzacych z roznych
grup, w zaleznosci od budowy chemicznej i mechanizmu
dziatania) na zaburzenia homeostazy redoks oraz usta-
lenie skutecznych dawek antyoksydantow i ich potencjal-
nych interakcji z lekami przeciwpsychotycznymi.

Leki przeciwpsychotyczne wykazuja zréznicowane dzia-
tanie na biomarkery stresu oksydacyjnego. Wiedza na ten
temat nie zostata jeszcze do kofica ustalona. W piSmien-
nictwie podkreSla sig, Ze leki przeciwpsychotyczne pierw-
szej generacji przewaznie dzialaja prooksydacyjnie“?.
Jak wykazali niektorzy autorzy prowadzacy badania na
liniach komorkowych, leki przeciwpsychotyczne dru-
giej generacji, takie jak klozapina, olanzapina, kwetiapi-
na czy risperidon, chronig komorki przed apoptozg spo-
wodowang stresem oksydacyjnym®©®3?. Wyniki badan
prowadzonych w modelu in vitro na ludzkim osoczu po-
branym od zdrowych ochotnikow wykazaty antyoksyda-
cyjne dziatanie kwetiapiny, klozapiny i amisulprydu®3-5,
Nie stwierdzono dziatania prooksydacyjnego olanzapiny
i risperidonu®®. Podobnie w badaniach klinicznych pro-
wadzonych przez Kroppa i wsp. (2005) nie wskazano na
prooksydacyjne dziafanie risperidonu, klozapiny, kwetia-
piny i amisulprydu®®.

Jednakze w naszych badaniach — po raz pierwszy — stwier-
dzilismy, ze zyprazydon (LPIIG) w st¢zeniach rekomendo-
wanych do leczenia schizofrenii powoduje istotny wzrost
peroksydacji lipidow osocza (TBARS), a przy tym nie pro-
wadzi do istotnego wzrostu stezenia wolnych tioli w oso-
czu®337. W obecnym badaniu potwierdziliSmy, iz st¢zenia
zyprazydonu 40 ng/ml i 139 ng/ml, odpowiadajace daw-
kom stosowanym w leczeniu pacjentéw z objawami psy-
chotycznymi, przyczyniaja si¢ do wzrostu peroksydacji li-
pidéw osocza.

Stresowi oksydacyjnemu indukowanemu przez leki prze-
ciwpsychotyczne przeciwdziata system antyoksydacyjny
organizmu — enzymatyczny (m.in. dysmutaza ponadtlen-
kowa, peroksydaza glutationowa, katalaza i inne) oraz
nieenzymatyczny®”. Nieenzymatyczna obrona antyok-
sydacyjna organizmu jest uwarunkowana genetycznie
i obejmuje zaréwno niskoczasteczkowe tiole (w tym glu-
tation), jak i tzw. antyoksydanty koficowe, np. kwas mo-
czowy, albuming czy bilirubing®**®. W przypadku nie-
roOwnowagi procesOw pro- i antyoksydacyjnych, a wigc
nadmiernego generowania wolnych rodnikow czy —
w szerszym ujeciu — reaktywnych form tlenu i azotu badz
niesprawnosci endogennego systemu antyoksydacyjnego,
istotne znaczenie ma jednak wprowadzenie do suplemen-
tacji wlasciwych dawek odpowiednich antyoksydantow.
WykazaliSmy istotny wplyw kwercetyny (7,5 ug/ml,
15 ug/ml) na hamowanie peroksydacji lipidow ludzkiego
osocza i skuteczne zahamowanie przez kwercetyng (Sred-
nio okoto 38%) peroksydacji lipidow wywolanej przez zy-

16 prazydon.

But in our studies — for the first time — we have found out
that ziprasidone (SGA) in concentrations recommend-
ed for treatment of schizophrenia causes a significant in-
crease in plasma lipid peroxidation (TBARS), without in-
ducing a significant increase in the concentration of free
thiols in plasma®>?. In our current study we confirmed
that ziprasidone concentrations 40 ng/ml and 139 ng/ml,
corresponding to the doses applied in the treatment of pa-
tients with psychotic symptoms, contribute to an increase
in plasma lipid peroxidation.

Oxidative stress induced by antipsychotics is counter-
acted by the organism’s antioxidative system — enzy-
matic (among other: superoxide dismutase, glutathione
peroxidase, catalase and other) and non-enzymatic®.
The non-enzymatic defence of the organism is genetical-
ly determined and comprises both low-molecular thiols
(including glutathione), and the so-called final antioxi-
dants, such as uric acid, albumin or bilirubin®**, In case
of an imbalance of pro- and antioxidative processes, i.e.
excessive generaton of free radicals, or — more compre-
hensively — reactive forms of oxygen and nitrogen or dis-
ability of the endogenous antioxidative system, addition
of appropriate doses of relevant antioxidants to supple-
mentation is important.

We have indicated a significant influence of quercetine
(7.5 pg/ml, 15 pwg/ml) on inhibition of human plasma lip-
id peroxidation and effective inhibition by quercetine (on
average by approx. 38%) of lipid peroxidation induced by
ziprasidone.

As it seems, quercetine could find application as an effec-
tive antioxidant in patients treated with ziprasidone, espe-
cially because it is only slightly metabolized by the same
isoenzymes of cytochrome P450 as ziprasidone, so it does
not significantly affect a change in ZIP concentration
in plasma.

According to AHFS Drug Information, quercetine is an
inhibitor of isoenzyme CYP2C8®D. It has been also de-
scribed as inhibitor CYP2C9» and inhibitor and in-
ductor of CYP3A4©36Y Tt may contribute to a change
in the concentration of some antipsychotics metabolized
by the mentioned enzymes, and thereby to their effects.
However, ziprasidone is metabolized in liver, mainly with
participation of aldehyde oxidase, and to a lesser extent
with CYP3A4©369  According to literature, inductors
CYP3A4 (e.g. carbamazepine) and inhibitors CYP3A4
(e.g. ketokonazol) respectively decrease or increase the
level of ziprasidone in plasma, but this has insignificant
clinical importance only®”%®_ Thus it seems that adding
the quercetine supplementation would not be important
for ziprasidone concentration in plasma and the effects
of this drug, but could clearly contribute to a decrease
in lipids oxidation and to the development of a cascade
of adverse oxidative changes in various biomolecules
of the organism.

If ziprasidone — a drug exhibiting prooxidative effects
is used, it seems advisable to use supplements containing
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Jak si¢ wydaje, kwercetyna mogtaby znaleZ¢ zastosowanie
jako skuteczny antyoksydant u chorych leczonych zyprazy-
donem, zwlaszcza ze tylko w niewielkim stopniu ulega me-
tabolizowaniu przez te same izoenzymy cytochromu P450
co zyprazydon, a zatem nie wplywa istotnie na zmiang st¢-
zenia ZYP w osoczu.

Wedtug AHFS Drug Information kwercetyna to inhibitor
izoenzymu CYP2C8®V. Opisano jg takze jako inhibitor
CYP2C9? oraz inhibitor i induktor CYP3A4©®69. Moze
wplywac na zmiang st¢zenia niektorych lekow przeciw-
psychotycznych metabolizowanych przez wymienione
enzymy, a tym samym na ich dziatanie. Zyprazydon jest
jednak metabolizowany w watrobie, gtéwnie przy udzia-
le oksydazy aldehydowej i w mniejszym stopniu przez
CYP3A46369 Jak wynika z piSmiennictwa, indukto-
ry CYP3A4 (np. karbamazepina) i inhibitory CYP3A4
(np. ketokonazol) odpowiednio obnizaja lub zwickszaja
poziom zyprazydonu w osoczu, ale ma to niewielkie zna-
czenie kliniczne®”%®. Wydaje si¢ wigc, ze dotaczenie su-
plementacji kwercetyng nie mialoby wigkszego znaczenia
dla stezenia zyprazydonu w osoczu i dziatania tego leku,
mogloby natomiast wydatnie przyczynic si¢ do zmniej-
szenia utleniania lipidow i powstawania kaskady nieko-
rzystnych oksydacyjnych zmian w réznych biomoleku-
tach organizmu.

W przypadku stosowania zyprazydonu, leku o dziafaniu
prooksydacyjnym, korzystne wydaje si¢ zastosowanie su-
plementow zawierajacych kwercetyn¢. Zanim jednak za-
rekomenduje si¢ suplementacj¢ kwercetyng u chorych na
schizofreni¢ lub CHAD leczonych zypazydonem, nalezy
przeprowadzi¢ dalsze badania w modelu zwierz¢cym oraz
w populacjach klinicznych in vivo — z uwzglednieniem wla-
Sciwosci farmakokinetycznych i farmakodynamicznych
obu badanych zwiazkdéw chemicznych.
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